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Zusammenfassung

Lena Moller

Funktionalisierung von Oberflachen und Hyaluronsaure-basierte Hydrogele fiir
die Anwendung in der Regenerativen Medizin

Schlagworte: Oxygenator-Hyaluronsaure-tissue engineering-“magnetic-drug-targeting-Plasmachemie

Die geringe Menge an geeigneten Spenderorganen fihrt in der Regenerativen
Medizin zu groBen Problemen bei der Behandlung von Patienten, die eigenes
Gewebe aufgrund einer Krankheit oder eines Unfalls verlieren. Aus diesem Grund
stellt das interdisziplinare Feld des tissue engineerings, welches sich mit der
Herstellung klnstlichen Gewebes beschéftigt, eine bedeutende Alternative dar.
GleichermaBen miissen die Gerate weiterentwickelt werden, die zur Uberbriickung
des Zeitraums zwischen Explantation des kranken Organs und Transplantation des
Spenderorgans oder des klnstlich hergestellten Gewebes dienen.

Im Rahmen  dieser Arbeit wurde die  Funktionalisierung  von
Poly-4-methylpent-1-en (PMP), welches als Membran in Oxygenatoren eingesetzt
wird, mit zyklischen RGD-Peptiden realisiert. Ziel war es dadurch eine biokompatible
Oberflache zu generieren, welche anschlieBend mit einer unter Flussbedingungen
adharenten Endothelzellen-Monolage besiedelt werden kdénnte. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Plasma-Vorbehandlung zu einer Steigerung der Hydrophilie des
Materials fUhrte, wodurch dieses fur chemische Modifizierungen zuganglich wurde.
Das Konzept wurde im Folgenden auf Metalloberflachen tbertragen, die als Modelle
fir Herzschrittmachersysteme dienten. Durch eine Steigerung der Biokompatibilitat
sollte so das Einwachsen in umliegendes Geweben ermdglicht werden.

Zudem sollten neue, synthetische Zugange zu Hydrogelen auf Basis von
Hyaluronsaure und Gelatine entwickelt werden, die als Gerlstmaterialien fur
Zellkulturen dienen kénnen, um auf diese Weise kiinstliches Gewebe zu erzeugen.
Es wurden zwei Ansatze zur Vernetzung der Biopolymere zu Hydrogelen verfolgt.
Zum einen wurde eine Methode zur radikalischen Verknipfung von methacrylierten
Polymeren, zum anderen eine Hydrazon-vermittelte Hydrogelierung untersucht.

AuBerdem beschaftigt sich diese Arbeit mit der Entwicklung eines Systems zur
magnetischen Direktion von Nanopatikeln, die, thermisch induziiert durch eine retro-
DIELs-ALDER Reaktion, einen Wirkstoff in zu behandelndes Tumorgewebe abgeben
sollen. Die Synthese und die Spaltbarkeit eines derartigen Konstrukts durch
Induktion konnte im Rahmen einer proof-of-principle Studie gezeigt werden.



Abstract

Lena Moller

Functionalization of surfaces and hyaluronic acid based hydrogels for

applications in regenerative medicine

Keywords: Oxygenator-hyaluronic acid-tissue engineering-“magnetic-drug-targeting™-plasma chemistry

Due to a lack of organ donors, the treatment of patients who loose an organ or
parts of it through an illness or accident is often challenging. Therefore, the
interdisciplinary field of tissue engineering, which deals with the construction of
artificial organs is attracting increasing interest. Additionally, devices have to be
improved, which bridge the time period between explantation of the malfunctioning
organ and transplantation of the donor or the artificial organ.

In this work, the functionalization of poly-4-methylpent-1-en (PMP), that serves
as membrane in oxygenators, with cyclic RGD-peptides was developed. The
objective was to achieve a stable adherence of endothelia cells under flow
conditions, which were seeded on top of the material in order to generate a
biocompatible surface. It could be shown that the hydrophilic properties of the
surface could be increased by using plasma chemistry. In this way, chemical
accessibility was achieved. This concept was transferred to metals, which serve as
model for pacemakers. By increasing the biocompatibility of the material, the
incorporation of the device in surrounding tissue should be facilitated.

In addition to that, the synthesis of hydrogels made of hyaluronic acid and gelatin
was examined. These hydrogels can be used as scaffolds for the cultivation of cells
to create artificial tissue. Two approaches were used to crosslink the polymeric
strains. On the one hand, methacrylated hyaluronic acid and gelatin were ligated
radically and on the other hand, hydrogels were formed via hydrazone bonds.

The last part of this thesis deals with the development of a system within the field
of magnetic drug targeting. Therefore, nanopatrticles which are functionalized with an
active agent, should be guided magnetically to a tumorous body region where the
drug should be released thermally. The synthesis and the cleavage properties of
such a system were evaluated within a proof-of-principle study. To investigate the
ligation of nanoparticle and drug, a thermoreversible DIELS-ALDER reaction was
examined. The release from the particle was initialized by application of inductive
heating.
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Vorbemerkungen

Die Stereochemie in Abbildungen und Schemata wird wird wie folgt dargestellt: Keile
bezeichnen die absolute Stereochemie wahrend Balken die relative Stereochemie
darstellen.

R1J\/R2 R1J\_/R2

absolut relativ
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1 Einleitung

1.1 Regenerative Medizin

Verliert ein Patient durch eine Krankheit oder einen Unfall eines seiner Organe, oder
Teile davon, ist er auf ein geeignetes Spenderorgan angewiesen. Wegen des
erheblichen Mangels an Spendern stehen diese jedoch nicht in ausreichender
Anzahl zur Verfugung. Nach Angaben der Bundeszentrale fir gesundheitliche
Aufklarung und Eurotransplant befanden sich Ende des Jahres 2010 allein in
Deutschland 7515 Menschen auf der Warteliste fur eine Niere, 929 Patienten
benétigten ein Spenderherz, 2087 Patienten eine Leber und 609 Patienten eine
Lunge.! Demgegeniiber steht nur eine unzureichende Menge an Organspendern
(Transplantationen 2010: beispielsweise 2277 Nieren, 385 Herzen).

Sofern kein passendes Spenderorgan gefunden und transplantiert werden kann,
wird der Patient lange mit alternativen Behandlungen wie Dialyse oder kinstlicher
Beatmung/Blutzirkulation mit Herzlungenmaschinen am Leben gehalten. Aus diesem
Grund hat sich das Gebiet der Herstellung von kunstlichen Geweben (tissue
engineering) zu einem bedeutenden Zweig in der biomedizinischen Chemie
entwickelt. Ziel ist es dabei, aus menschlichen (Stamm)zellen Organe zu ziichten.
Um ein dreidimensionales (3D) Gewebe zu erhalten, missen die Zellen auf einem
ebenfalls dreidimensionalen Gertst (scaffold) kultiviert werden, welches den Zellen
die notige Stabilitat fur Proliferation, Migration und Vaskularisierung verleiht.?

Die Anforderungen an ein solches Material sind vielfaltig. Das wichtigste
Kriterium ist aber dessen Biokompatibilitat.> Diese muss entweder eine intrinsische
Eigenschaft des Materials sein oder durch chemisch aufgebrachte
Erkennungsfaktoren kinstlich erzeugt werden.

Zudem muss ein Material fur den Einsatz als Gerist im Bereich des tissue
engineerings vollstéandig chemisch definiert sein und darf nicht aus tierischen Quellen

stammen, die eine Immunabwehr des menschlichen Kdrpers hervorrufen kdnnten.

! Jahrliche Statistik Eurotransplant 2010; verflgbar tber:
http://www.eurotransplant.org/cms/index.php?page=yearlystats (Zugriff: 21.11.2011)

% Review: J. Lee, M. Cuddihy, N. Kotov, Tissue Eng., Part B 2008, 14, 61-86.

® Reviews: a) O. Guillame-Gentil, O. Semenov, A. S. Roca, T. Groth, R. Zahn, J. Vor6s, M. Zenobi-Wong, Adv.
Mater. 2010, 22, 5443-5462, b) H. Shin, S. Jo, A. G. Mikos, Biomaterials 2003, 24, 4353-4364.
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Des Weiteren sollte das Material vom menschlichen Kérper abbaubar sein.* Dieser
Degradationsprozess sollte jedoch erst eintreten, nachdem das kinstliche Gewebe
vollstdndig in vivo adaptiert ist. Die Abbauprodukte muissen, genauso wie das
Material selber, untoxisch und renal oder intestinal ausscheidbar sein. Eine
Anreicherung der Abbauprodukte in einem oder mehreren Organen wie der Leber
oder der Niere konnten bei der Behandlung des Patienten zu Komplikationen flhren
und Folgeerkrankungen ausldosen. Ein weiteres Kriterium fir die Wahl eines
geeigneten Gerilstmaterials ist seine Formbarkeit. Fur ihre spezielle Applikation
missen scaffolds in verschiedenen Gréflen und Formen hergestellt werden kdnnen.
Um Proliferation und Migration der Zellen im scaffold zu erméglichen, ist die
Einstellung einer geeigneten PorengréRRe nétig.> Des Weiteren muss das Material
mechanisch stabil sein und darf sich nicht durch menschliche Muskelaktivitat
beschadigen lassen.

Parallel mussen jedoch auch die Gerate weiterentwickelt und verbessert werden,
die zur Uberbriickung des Zeitraums zwischen Explantation des kranken Organs und
Transplantation des Spenderorgans oder des kunstlich hergestellten Gewebes
dienen. So mussen die Oberflachen von Herzschrittmachern, Dialsysemembranen
und Oxygenatoren biokompatibel gestaltet werden, um Immunreaktionen des
Kdrpers zu vermeiden.

Das tissue engineering erfordert eine interdisziplinare Zusammenarbeit zwischen
Chemikern, Physikern, Biologen und Medizinern. Die Chemiker sind dabei fir die
Herstellung und Funktionalisierung der Materialien verantwortlich. Anschlie3end
missen Physiker die veradnderten Eigenschaften des Materials wie beispielsweise
die  Flexibilitdt und die Deformationstoleranz  untersuchen oder die
Oberflachenzusammensetzung und —struktur eines biomedizinischen Gerats
Uberprufen. SchlieRlich muss eine zellulare Besiedlung eines scaffolds durchgefuhrt
werden, bevor es als funktionales Gewebe human implantiert werden kann. In Bezug
auf die Funktionalisierung von Oberflachen biomedizinischer Produkte, muss deren
Biokompatibilitat untersucht werden. Letztlich ist es unerlasslich die durch tissue
engineering gefertigten medizinischen Produkte in den klinischen Alltag zu
integrieren und im Hinblick auf ihre praktische Funktionalitdt und biologische

Vertraglichkeit erneut zu Uberprufen.

4 Review: G. D. Garret, S. J. Bryant, Tissue Eng. Part B 2008, 14, 149-165.
® F.J. O’'Brien, B.A. Harley, I.V. Yannas, L.J. Gibson, Biomaterials 2005, 26, 433—441.
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1.2 Medizinische Produkte

1.2.1 Oxygenatoren

Lungenversagen ist eine lebensbedrohliche Diagnose und eine mechanische
Beatmung kann die Lunge zuséatzlich schadigen. Durch die physische Belastung
wahrend der Beatmung und dadurch freigesetzte Enziindungsfaktoren koénnen
zudem Schadigungen an anderen Organen ausgel6st werden, die bis zum
Multiorganversagen fithren kénnen.®

Statt einer invasiven Beatmung des Patienten (Intubation) werden daher haufig
Oxygenatoren eingesetzt, bei denen der Gasaustauch (CO,—0;) extrakorporal
durchgefithrt wird.” Diese Gerate beinhalten eine Hohlfasermembran, an deren
Innenraum ein Sauerstoffuberdruck angelegt wird. Das Blut des Patienten flief3t
dagegen an der Aul3enseite der Hohlfasern entlang und der Gasaustausch findet an
der Grenzflache der Membran statt. Diese Membranen bestehen aus Poly-4-
methylpent-1-en (PMP), einem polymeren Kohlenwasserstoff, welcher aufgrund
seiner geringen Dichte von 0.833 g/cm® einen ungehinderten Gasfluss durch das
Material erlaubt.2 Da PMP ein kiinstlich hergestelltes Polymer und stark hydrophob
ist kann es nach einer Anwendungszeit von 11+7 Tagen zu einer Blockierung der
Membranen durch Blutkoagulate kommen, sodass das Gerét ersetzt werden muss.®
Hess et al. untersuchten eine Besiedlung von Heparin/Albumin beschichteten
PMP-Membranen mit Endothelzellen in Bezug auf die Hamokompatibilitdt des
Materials.'® Es konnte gezeigt werden, dass die Blutplatichenadhasion im Vergleich
zu den unbesiedelten Membranen deutlich unterdrickt werden konnte. Die
wasserlosliche Heparin/Albumin Beschichtung l6ste sich jedoch mit der Zeit vom
Material, sodass auch die Besiedlung mit den Endothelzellen nicht dauerhaft stabil

war.

6 a) J. L. Kaar, H. I. Oh, A. J. Russel, W. F. Federspiel, Biomaterials 2007, 28, 3131-3139. b) J. D. Ricard, D.
Dreyfuss, G. Saumon, Eur. Respir. J. Suppl. 2003;42, 2s-9s.

" Zum Beispiel iLA Lungenventilatoren der Firma NOVALUNG.

8 a) J. Brydson, in Plastics Materials, Butlerworth-Heinemann. Oxford 1999, 270, b)
http://www.mitsuichemicals.com/tpx_phy.htm (Zugriff: 23.11.2011)

°K. Lehle, A. Philipp, O. Gleich, A. Holzamer, T. Mdller, T. Bein, C. Schmid, ASAIO 2008, 54, 612-617.

0 C. Hess, B. Wiegmann, A. N. Maurer, P. Fischer, L. Méller, U. Martin, A. Hilfiker, A. Haverich, S. Fischer,

Tissue Eng. Part A 2010, 16, 3043-3053.
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1.2.2 Herzschrittmacher

Aufgrund einer immer &lter werdenden Bevolkerung in den Industrienationen hat in
den vergangenen Jahrzehnten die Menge an implantierten Herzschrittmachern
(Cardiovascular implantable electronic device (CIED)) stark zugenommen.** Damit
einher geht jedoch auch eine Vielzahl von Infektionen, ausgelost durch das
Bakterium Staphylococcus aureus. Neben Beschwerden der Patienten, muss bei
einer solchen Infektion das Gerat explantiert und eine medikamentdse Therapie mit

Antibiotika durchgefuhrt werden.

1.3 (Bio)polymere als Gerlste zur Zuchtung kunstlic her Organe

In der Literatur werden verschiedene Polymere als Bausteine fur die Herstellung von
GerUstmaterialien diskutiert, die im Bereich des tissue engineerings Anwendung
finden.'? Eine bedeutende Rolle spielen unter anderem die synthetisch hergestellten
Polyester, beispielsweise Polymilchsaure 1 oder Poly-e-Carpolacton 2 (Abbildung
1)."® Ersteres wird dabei hauptsachlich durch Ringdffnungspolymerisation aus Laktid,
letzteres aus der Polymerisation von e-Caprolacton gewonnen. Durch Esterasen
vermittelte, hydrolytische Spaltung der Esterbindungen kénnen diese Polymere in
vivo abgebaut werden. Studien zur Biokompatibilitdt und Bioresorbierbarkeit der

Polyester sind jedoch noch nicht abgeschlossen.**

AP

Polymllchsaure Poly- s—CaproIacton

Abbildung 1 : Polyester im Bereich des tissue engineerings.

" Reviews: a) M. R. Sohail, O. W. Sultan, S. S. Raza, Expert Rev. Anti Infect. Ther. 2010, 8, 831-839, b) P.
Tornos, T. Gonzalez-Alujas, F. Thuny, G. Habib, Curr. Prob. Cardiology 2011, 36, 175-222, ¢) R. Margey, J. Long
Term Eff. Med. Implants 2010, 20, 203-17.

12 A Lendlein, A. T. Neffe, B. F. Pierce, J. Vienken, Int. J. Artif. Organs 2011, 34, 71-75.

13 Reviews: a) R. Mehta, V. Kumar, H. Bhunia, S. N. Upadhyay, J. Macromol. Sci., Part C: Polym. Rev. 2005, 45,
325-349, b) D. Garlotta, J. Polym. Environ. 2001, 9, 63-84, c) J. Ren, Biodegradable Poly(Lactic Acid): Synthesis,
Modification, Processing and Applications, Tsinghua University Press, Beijing, Springer-Verlag Berlin Heidelberg
2010.

** M. Vert, Biomacromol. 2005, 6, 538-546.
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Ein in der Praxis haufig verwendetes scaffold zur Kultivierung von Zellen ist das
kommerziell erhaltliche Matrigel™.'® Dieses wird aus ENGELBRETH-HOLM-SWARM
(EHS) Mausetumorzellen gewonnen und besteht aus einer Mischung verschiedener
Bestandteile der extrazellularen Matrix wie beispielsweise Laminin, Kollagen IV und
Enactin (s. Kapitel 1.4). Bei 4 T handelt es sich um eine viskose Flussigkeit, die bei
Erwadrmung auf 37 T zu einem festen Gel erstarrt. D aher kbnnen Zellen in dem
flissigen Material homogen verteilt und anschlieend durch Erwédrmung im Gel
eingeschlossen werden.'® Da Matrigel™ jedoch aus Tumorzellen isoliert wird und
Materialien tierischen Ursprungs zumeist eine Chargen-Varianz aufweisen, kénnen
auf Matrigel™ kultivierte Gewebe nicht human angewendet werden.

Auch Proteine, wie beispielsweise Gelatine, die aus degeneriertem Kollagen
gewonnen wird, kdnnen im Bereich des tissue engineerings Anwendung finden.
Vorteilhaft an Gelatine ist, dass sie ein natirlicher Bestandteil der extrazellularen
Matrix ist und daher Aminosauresequenzen enthdalt, die zellular erkannt werden.
Verschiedene chemische Derivatisierungen zur Herstellung von Gelatine-basierten
scaffolds wurden von VAN VLIERBERGHE et al. zusammengefasst.'” Probleme bei der
Verwendung von Gelatine kdnnen jedoch auftreten, da es als tierisches Produkt
potentiell immunogen ist und eine chargenabhangige Qualitat aufweist.™®

Eine wichtige Klasse von Biopolymeren natirlichen Ursprungs, die sich als
Ausgangsmaterial fur das tissue engineering eignen, sind die Polysaccharide, wie
beispielsweise Alginat, Cellulose, Chitin beziehungsweise Chitosan, Hyaluronsaure
und Polysialinséure.’® Polysaccharide sind zumeist nicht-tierischen Ursprungs und
enzymatisch (bio)abbaubar. Die Polymere sowie ihre Abbauprodukte sind untoxisch

und kdnnen, im Falle von human vorkommenden Sacchariden, Uber verschiedene

5 a) D. J. Carey, M. S. Todd, C. M. Rafferty, J. Cell Biol. 1986, 102, 2254-2263 b) C. S. Hughes, L. M. Postovit,
G. A. Lajoie, J. Proteomics 2010, 10, 1886-1890.

18 G, Kensah, I. Gruh, J. Viering, H. Schumann, J. Dahlmann, H. Meyer, D. Skvorc, A. Bar, P. Akhyari, A.
Heisterkamp, A. Haverich, U. Martin, Tissue Eng. Part C 2011, 17, 463.473.

" Review: S. Van Vlierberghe, P. Dubruel, E. Schacht, Biomacromol. 2011, 12, 1387-1408.

8 Reviews: a) K. Y. Lee, D. J. Mooney, Chem. Rev. 2001, 101, 1869-1879, b) J. F. Mano, G. A. Silva, H. S.
Azevedo, .B. Malafaya, R. A. Sousa, S. S. Silva, L. F. Boesel, J. M. Oliveira, T. C. Santos, A. P. Marques, N. M.
Neves, R. L. Reis J. R. Soc. Interface 2007, 4: 999-1030.

93) M. Rinaudo, Polym. Int. 2008, 57, 397-430, b) J. F. Mano, G. A. Silva, H. S. Azevedo, P. B. Malafaya, R. A.
Sousa, S. S. Silva, L. F. Boesel, J. M. Oliveira, T. C. Santos, A. P. Marques, N. M. Neves, R. L. Reis, J. R. Soc.
Interface 2007, 4, 999-1030, c) G. Drager, A. Krause, L. Moller, S. Dumitriu, Handbook of Biodegradable
Polymers: Isolation, Synthesis, Characterization and Applications, chapter 7: Carbohydrates, Andreas Lendlein
(Ed.), Wiley-VCH, 2011.
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Stoffwechselwege ausgeschieden werden. Ein weiterer Vorteil der Polysaccharide ist
deren gute Wasserl6slichkeit. Durch chemische Vernetzung der Polymerstrange ist
es zudem maoglich, Konstrukte mit groRen Molekilmassen herzustellen (Hydrogele).
Diese Hydrogele sind wasserunloslich, jedoch sehr hydrophil hochgradig
wasserhaltig, sodass sich darauf kultivierte Zellen in einer wassrigen Umgebung
befinden.

1.3.1 Alginat

Bei Alginat 3 handelt es sich um ein lineares Polymer aus (3-D-Mannuronsaure- (M)
und a-L-Guluronsaure Einheiten (G), die Uber 1,4-glykosidische Bindungen verknupft
sind (Abbildung 2). Die verschiedenen Zuckerbausteine sind dabei in homophilen M
beziehungsweise G-Regionen oder in gemischten MG-Regionen angeordnet, sodass
Alginat als Block-Copolymer bezeichnet werden kann. Alginat kann entweder aus der
marinen Braunalge isoliert oder bakteriell produziert werden und ist damit nicht-

tierischen Ursprungs.?°

®Na ®Na [®©Na ®Na ®Na ®Na
S} S S S o
00C 00C 00C 00C 00C 00C

%—-o'r--z/:(}«o"mijz o|n--§7_02—0u-~-§0< o'-'-'QO""Z;_C}—-O%

HO OH HO OH HO OH HO OH HO OH HO OH
- M M - M G — - G G

Abbildung 2 : Chemische Sturktur von Natrium-Alginat 3.

Alginat bildet in Anwesenheit von zweiwertigen lonen, wie beispielsweise
Calcium, Blei oder Kupfer, Hydrogele aus, indem je zwei Carboxylgruppen der
a-L-Glukuronsaure-Einheiten von verschiendenen Polymerstrangen an jedes Kation
koordinieren.”* Zudem koordinieren weitere acht Sauerstoffatome von Alkoholen und
Acetalen an das Kation, sodass eine sogenannte Eierkarton Struktur (egg box)

entsteht (Abbildung 3, Koordination tber fettgedruckte Sauerstoffatome).

20 y. Remminghorst, B. H. A. Rehm, Biotechnol. Lett 2006, 28, 1701-1712.
L p. Sikorski, F. Mo, G. Skjak-Braek, B. T. Stokke, Biomacromol. 2007, 8, 2098-2103.
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Abkzaildung 3 : egg box-Modell der Gelierung von Alginat mit zweiwertigen Kationen nach SIKORSKI et
al..

Ein Problem bei der Verwendung dieser ionischen Gelierungsmethode im
Bereich des tissue engineerings ist jedoch die Instabilitit der Gele gegenuber
Calicum-affinen Liganden (Phosphat, Zitrat, Laktat) oder gegeniber einwertigen
lonen (Na* oder K*) sowie gegeniiber zweiwertigen lonen wie Mg?*, die aufgrund
ihrer geringen Grof3e nicht gleichzeitig an zwei Polymerstrdnge koordinieren
kénnen.??

Aus diesem Grund wurden auch Strategien zur kovalenten Hydrogelierung von
Alginat entwickelt. Beispielsweise wurde methacryliertes Alginat in Gegenwart von
Knorpelzellen radikalisch vernetzt.”® In einem weiteren Ansatz untersuchten LEE et
al. die Vernetzung von Alginaten mit einem Crosslinker.?* Zu diesem Zweck wurde
die Diol-Einheit des Alginats unter C-C-Bindungspaltung zum entsprechenden

Dialdehyd oxidiert und durch Zugabe von Adipinséuredihydrazid hydrogeliert.

1.3.2 Hyaluronsaure

Hyaluronsaure 4 (oder Hyaluronan) ist ein 1,4- beziehungsweise 1,3-verknUpftes
Polymer bestehend aus N-Acetyl-b-glucosamin- und b-Glucuronséure-Einheiten.?®
Abbildung 4 zeigt die Wasserstoffbriicken, die Hyaluronsdure in Dimethylsulfoxid

ausbildet (rechts, gestrichelte Linien).?® Indem sich Wassermolekiile in diese

2 Review: O. Smidsrad, G. Skj&k-Braek, Trends Biotechnol. 1990, 8, 71-78.

Z A D. Rouillard, C. M. Berglund, J. Y Lee, W. J. Polacheck, Y. Tsui, L. J. Bonassar, B. J. Kirby, Tissue Eng.:
Part C: Methods 2011, 17, 173-179.

24 a) K. Y. Lee, K. H. Bouhadir, D. J. Mooney, Macromol. 2000, 33, 97-101, b) K. Y. Lee, K. H. Bouhadira, D. J.
Mooney, Biomaterials 2004, 25, 2461-2466.

% Review: a) L Lapgik Jr., L Lapg&ik, Chem. Rev. 1998, 98, 2663-2684, b) I. Hargittai, M. Hargittai, Struct. Chem.
2008, 19, 697-717.

%% F, Heatley, E. Scott, Biochem. J. 1988, 254, 489-493.
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Wasserstoffbricken platzieren, kann Hyaluronsaure grol3e Mengen an Wasser
speichern.

®Na
O

_ ol
H ° 0 of i H
- ~HO O;----HO -
00C. 0. O Ho ° ° S r8Lr~d °
OH. HN----- O~
0= e} OH
oV "OH
| — —n

4

Abbildung 4 : links: Chemische Struktur von Hyaluronsaure 4, rechts: Wasserstoffbriickenbindungen
von Hyalurons&ure in DMSO nach HEATLY et al..*®

Hyaluronsaure wird in Sdugetieren von Hyaluronansynthetasen produziert und
kommt hauptsachlich im Bindegewebe vor.?” Fiir synthetische Anwendungen wird
Hyaluronsaure bakteriell aus Streptococcus equi oder Streptococcus zooepidemicus
gewonnen und ist damit, ebenso wie Alginat, nicht-tierischen Ursprungs.”® Zudem
kann Hyaluronsaure von Hyaluronidasen in vivo degradiert werden.” Die
Hyaluronidasen sind in Bezug auf Abbaumechanismus und Arbeitsbedingungen eine
sehr heterogene Klasse von Enzymen, die sich, abhangig von ihrer produzierenden
Spezies, in drei Gruppen unterteilen lassen:*® 1. aus S&ugetieren, 2. aus Bakterien,
3. aus Blutegeln.

Sofern Hyaluronsaure im Bereich tissue engineerings verwendet wird, muss der
Abbau kontrolliert werden kdénnen, indem das Polymer chemisch verandert wird. Eine
Mdoglichkeit dazu bietet die Veresterung der Saurefunktion, welche zu geanderten
biologischen Eigenschaften des Polysaccharids fiihrt.3

Zudem wurden verschiedene Ansatze zur Bildung von Hyaluronséure-basierten
Hydrogelen untersucht. So wurde beispielsweise von SoLTEs et al. ein Konzept

entwickelt, welches die Hydrogelierung von N-Acetylurea und [(-Cyclodextrin

2" Review: P. H. Weigel, V. C. Hascal, M. Tammi, J. Biol. Chem. 1997, 272, 13997-14000.

8 A. Shiedlin, R. Bigelow, W. Christopher, S. Arbabi, L. Yang,.R. V. Maier, N. Wainwright, A. Childs, R. J. Miller,
Biomacromol. 2004, 5, 2122-2127.

%9 Review: R. Stern, M. J. Jedrzejas, Chem. Rev. 2006, 106, 818-839.

3 a) K. Meyer, M. M. Rapport, Adv. Enzymol. 1952, 13, 199-236, b) Review: N. Volpi, J. Schiller, R. Stern, L.
Soltés, Curr. Med. Chem. 2009, 16, 1718-1745.

. Campoccia, P. Doherty, M. Radice, P. Brun, G. Abatangelo, D. F. Williams, Biomaterials 1998, 19, 2101-
2127.



Einleitung 17

funktionalisierter Hyaluronsaure erméglicht.*> Eine andere Hydrogelierungsstrategie
basierend auf Thiol-funktionalisierter Hyaluronsaure wurde von PRESTWICH et al.
beschrieben.*®* Durch Reduktion der Thioleinheiten zu den korrespondierenden
Disulfiden oder durch Reaktion mit einem MicHAEL-Akzeptor als Crosslinker, kann
das Polymer vernetzt werden. Eine weitere Variante der Hydrogelbildung ist die
Kondensation von Aldehyden mit Hydraziden, die schon am Beispiel von Alginat

besprochen wurde.3*

1.4 Die extrazellulare Matrix und RGD-Peptide

Der interzelluare Raum eines Gewebes wird als extrazellulare Matrix (ECM)
bezeichnet. Die Hauptbestandteile sind Proteoglycane, Kollagenfasern und
Multiadhasionsproteine, welche verschiedene Funktionen wie die Stabilisierung des
Gewebes oder Steuerung von Zell-Zell sowie Zell-Matrix Interaktionen
ibernehmen.®* Die Zusammensetzung der ECM und ihr prozentualer Anteil am
Gewebe variiert von Organ zu Organ, abhangig von dessen Funktion im Korper.

Der Kontakt der Zellen mit ihrer Umgebung erfolgt Uber Zelladh&sionsproteine,
die auf der Zellmembran lokalisiert sind.* Diese Zelladhasionsproteine verfiigen tiber
drei Domanen. Die extrazellulare Doméne steuert die Interaktion zur ECM oder zu
anderen Zellen, indem spezifische Erkennungsfaktoren gebunden werden.
Anschlieend wird das dadurch ausgeléste Signal durch die transmembrane
Domane der Zelladhasionsproteine ins  Zellinnere zur intrazellularen
(cytoplasmatischen) Doméne geleitet, wo verschiedene Kaskaden ausgel6st werden.
Diese fuihren wiederum zu Prozessen in der Zelle, wie beispielsweise Wachstum,

Vermehrung, Migration, Genexpression oder Zelltod.*®

% a) L Soltés, R. Mendichi, G. Kogan, M. Mach, Chem. Biodivers. 2004, 1, 468-472, b) L Soltés, R. Mendichi,
Biomed. Chromatogr. 2003, 17, 376-384, c) A. Charlot, A. Heyraud, P. Guenot, M. Rinaudo, R. Auzély-Velty,
Biomacromol. 2006, 7, 907-913.

$a) X. Z. Shu, Y. Liu, F. S. Palumbo, Y. Luo, G. D. Prestwich, Biomaterials 2004, 25, 1339-1348, b) X. Z. Shu, Y.
Liu, M. C. Roberts, G. D. Prestwich, Biomacromol. 2002, 3, 1304-1311, c) X. Z. Shu, Y. Liu, F. Palumbo, G. D.
Prestwich, Biomaterials 2003, 24, 3825-3834, (d) X. Z. Shu, S. Ahmad, Y. Liu, G. D. Prestwich, J. Biomed. Mat.
Res. Part A 2006, 79, 902-912.

% a) P. Bulpitt, D. Aeschlimann, J. Biomed. Mat. Res. 1999, 47, 152-169, b) X. Jia, G. Colombo, R. Padera, R.
Langer, D. S. Kohane, Biomaterials 2004, 25, 4797-4804.

% H. Lodish, A. Berk, S. L. Zipursky, J. Darnell, Molekulare Zellbiologie, 4. Auflage, Spektrum Akademischer
Verlag Heidelberg Berlin 2001.

% Reviews: a) E. Zamir, B. Geiger, J. Cell Sci. 2001, 114, 3583-3590, b) D. A. Calderwood, S. J. Shattil, M. H.
Ginsberg, J. Biol. Chem. 2000, 275, 22607-22610.
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Die Zelladhéasionsproteine werden in funf Klassen eingeteilt: Cadharine,
Immunoglobine, Selectine, Mucine und Integrine.*” Im Rahmen dieser Arbeit werden
hauptsachlich die Integrine beschrieben, welche sowohl fir Zell-Zell als auch fur
Zell-Matrix Interaktion verantwortlich sind.*® Es handelt sich dabei um Glycoproteine,
die aus nicht-kovalent assoziierten a— und B-Untereinheiten aufgebaut sind, wobei
die a-Untereinheit deutlich schwerer ist als die B-Einheit. Insgesamt sind 24
op-Heterodimere bekannt, die sich aus acht verschiedenen (-Einheiten und 18
verschiedenen a-Einheiten zusammensetzen (Abbildung 5). Unterteilt werden sie in
vier Untergruppen, abhéngig von ihren Erkennungsfaktoren (Liganden, farblich

unterscheiden in Abbildung 5).

a”b\ ".. / @ aM
b3 N \\ // p2 =

B5 a8 T——_ _— (a9 N ax
\Y; Bl oD
p6 //0( a5 / \ a4
B8 / ‘ \ ™ gy

a3 g6 97 oE
|
B4
Abbildung 5 : Die 24 of-Heterodimere der Integrinfamilie nach HYES et al.:* eckig umrandet:

B-Untereinheiten; rund umrandet: a-Untereinheiten; in vier Gruppen eingeteilt nach bindenden
Liganden: rot: Kollagenrezeptoren (alf1l, a2p1, alOpl, allfl); grun: Leukozyt spezifische
Rezeptoren (a9B1, a4B1, a4p7, aER7, aLB2, aMB2, aXp2, aDB2), blau: Laminin Rezeptoren (a3f31,
a6B1, a7B1, a6p4), gelb: RGD-Rezeptoren (a8f1, aVp1, a5p1, aVR3, aVp5s, aVEs, aVps, allbf3).

Die vier verschiedenen Ligandenklassen, die von den Integrinen erkannt werden,
sind in Abbildung 5 zusammengefasst. Zell-Zell-Interaktionen werden beispielswese
von den Leukozyt-spezifischen Integrinen vermittelt (griin). Des Weiteren werden die
Bestandteile der ECM Kollagen (rot), Lamin (blau) und Fibronectin (gelb) als

Liganden von bestimmten Integrinen erkannt. Die Erkennungssequenzen sind dabei

%" Review Immunolobin: K. Kuma, N Iwabe, T. Miyata, Curr. Opin. Struct. Biol. 1991, 1, 384-393, b) Review
Cadhérine: M. Takeichi, Science 1991, 251, 1451-1455, c) Review Selekine: L. A. Lasky, Science 1992, 258,
964-969, d) M. A.Hollingsworth, B. J. Swanson, Nat. Rev. Cancer 2004, 4, 45-60.

% a) Review: R. O. Hynes, Cell 2002, 110, 673-687, b) M. J. Humphries, Biochem. Soc. Trans. 2000, 28, 311-
340, c) M. Barczyk, S. Carracedo, D. Gullberg, Cell. Tiss. Res. 2010, 339, 269-280.
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zumeist relativ kurz. Die erkannte Proteindomane in Fibronectin weist beispielsweise
eine drei Aminoséuren lange Einheit auf (RGD, Abbildung 6).>* Zwar kommt diese
Aminosaurensequenz auch in Kollagen oder Laminin vor, jedoch ist sie in der nativen
Form der Proteine fir die RGD-Rezeptor-haltigen Integrine (gelb) zumeist sterisch
nicht zuganglich.*’ In Kollagen dient dagegen die Aminosaurensequenz GFOGER
als Erkennungseinheit (O = Hydroxyprolin).**

HN.__NH,
NH
OH
H O O
C-Terminus
N-Terminus H,N N\)J\H OH
0] o
Arginin Glycin Asparaginséaure
R G D

Abbildung 6 : RGD-Erkennungseinheit.

Die a-Einheit der Integrine besteht aus einer transmembranen und einer grof3en
extrazellularen Doméne, welche wiederum einen Abstandshalter (spacer) sowie eine
B-Propeller genannte Einheit besitzt. In neun der insgesamt 18 bekannten
a-Einheiten (aL, aM, aX, aD, aE, al, a2, al0, all) befindet sich, lokalisiert am
B-Propeller, eine al-Domane welche etwa 200 Aminosauren lang und fur die Bindung
des jeweiligen Liganden (Kollagen oder Leukozyt) verantwortlich ist. LEE et al. fanden
dabei heraus, dass die Bindung durch Koordination der Metallionen anhé&ngigen
Adhasionsdoméane der Integrine (MIDAS) an bivalente Metallionen (Mg®*) verlauft.*?
Bei den Integrinen, welche keine a-Einheit mit einer al Doméane tragen, verlauft die

Bindung des Liganden uiber eine entsprechende pI-Einheit.** Die Koordination eines

% M. D. Pierschbacher, E. Ruoslahti, Nature 1984, 309, 30-33.

0 G. E. Davis, Biochem. Biophys. Res. Commun. 1992, 182, 1025-1031.

4 a) C. Graham Knight, L. F. Morton, D. J. Onley, A. R. Peachey, A. J. Messent, P. A. Smethurst, D. S. Tuckwell,
R. W. Farndale, M. J. Barnes, J. Biol. Chem. 1998, 273, 33287-33294, b) W. Zhang, J. Kapyla, J. S. Puranen, C.
G. Knight, C. F. Tiger, O. T. Pentikainen, M. S. Johnson, R. W. Farndale, J. Heino, D. Gullberg, J. Biol. Chem.
2003, 278, 7270-7277.

423, 0. Lee, L. A. Bankston, M A. Arnaout, R. C. Liddington, Structure 1995, 3, 1333-1340.

%3a) J. O. Lee, P. Rieu, M. Amin Arnaout, R. Liddington, Cell 1995, 80, 631-638, b) J. P. Xiong, T. Stehle, B.
Diefenbach, R. Zhang, R. Dunker, D. L. Scott, A. Joachimiak, S. L. Goodman, M. Amin Arnaout, Science 2001,
294, 339-345.
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Liganden an ein Zelladhasionsprotein wurde von XIONG et al. am Beispiel des
Integrins aVB3 und einem RGD-Peptid untersucht.**

Nachdem das RGD-Peptid an die extrazellulare Domane des Integrins gebunden
hat, lauft im Zellinneren eine Signalkaskade ab, die zur Adhéasion der Zelle fuhrt
(outside-in-signaling).*® Es findet jedoch auch eine Integrin-vermittelte
Signaltransduktion vom Inneren der Zelle nach auf3en statt, um die Bindungsaffinitat
der Integrine zu regulieren (inside-out-signaling).*

Da RGD-Peptide die Adhasion von Zellen auslésen kénnen, wurden in den
vergangenen Jahrzehnten viele Oberflachen mit diesen Erkennungsfaktoren
funktionalisiert, um biomimetische Materialien zu erzeugen.*® In gleichem MaRe
wurden jedoch auch die Vor- und Nachteile dieser kurzen, zumeist synthetisch
hergestellten Peptide im Vergleich zu den naturlichen Proteinen als Ligand fiur die
Integrin-vermittelte Zelladhasion kontrovers diskutiert.*” Trotzdem wurden zahlreiche
Ligationsstrategien entwickelt, die es ermdéglichten natirliche oder kinstliche
Oberflachen mit RGD-Peptiden zu dekorieren, um bio-intelligente Substrate fir den
Einsatz in der regenerativen Medizin zu erhalten.>44®

Obwohl auch die in Abbildung 6 gezeigte lineare, Aminosdurensequenz von
verschiedenen Integrinen erkannt wird, wurden unter anderen von HAUBNER et al.
verschiedene zyklische RGD-Pentapeptide des Typs c(RGDXX) hinsichtlich ihrer
Affinitat zu aVB3 und allbp3-Integrinen untersucht.*® Es konnte gezeigt werden, dass
eine aromatische Aminosaure an Position 4 (c(RGDXX)) aufgrund von hydrophober
Interaktionen mit dem Integrin zu einer Steigerung der Affinitat fahrte. Die
Aminosaure an  Position5 spielt dagegen keine Rolle fur die

Struktur-Aktivitdts-Beziehung. Zudem konnte gezeigt werden, dass zyklische

43P Xiong, T. Stehle, R. Zhang, A. Joachimiak, M. Frech, S. L. Goodman, M. A. Arnaout, Science 2002, 296,
151-155.

53, Honda, H. Shirotani-lkejima, S. Tadokoro, Y. Maeda, T. Kinoshita, Y. Tomiyama, T. Miyata, Blood 2009, 113,
5304-5313.

46 Review: Ulrich Hersel, Claudia Dahmen, Horst Kessler, Biomaterials 2003, 24, 4385-4415.

“"D. E. Williams, J. H. Collier, T. Segura, S. L. Bellis, T. H. Barker, A. Ratcliffe, Biomaterials 2003, 32, 4195-4217.
8 A) Reviews: P. Schaffner, M. M. Dard, Cell. Mol. Life Sci. 2003, 60, 119-132, b) A. Meyer J. Auernheimer, A.
Modlinger, H. Kessler, Curr. Pharm. Des. 2006, 12, 2723-2747.

49 a) R. Haubner, R. Gratias, B. Diefenbach, S. L. Goodman, Al. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem. Soc. 1996,
118, 7461-7472, b) S. Verrier, S. Pallu, R. Bareille, A. Jonczyk, J. Meyer, M. Dard, J. Amédée, Biomaterials 2002,
23, 585-596.
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RGD-Peptide mit einer D-Aminosaure in Position 4 konformativ besser in die

Bindungstasche des Integrins passen als ihre all-L Analoga.

1.5 Plasmachemie

Um die fur die biologische Interaktion maf3gebliche Oberflache eines Materials zu
verandern, kann auf eine Plasmabehandlung zurlckgegriffen werden. Plasma wird
haufig als vierter Aggregatszustand der Materie bezeichnet. Dabei handelt es sich
um einen elektrisch neutralen Gasstrom, der aus gegensatzlich geladenen Teilchen
besteht. Die Theorie der Plasmaerzeugung und die Beschreibung der molekularen
Vorgange im Plasma wurde bereits in  mehreren Ubersichtsartikeln
zusammengefasst.”>*'°? Die Generierung von Plasmen beruht darauf, dass in jedem
Gas ein gewisser Anteil der Teilchen ionisiert vorliegt. Diese werden anschlie3end
durch Anlegen starker elektrischer Felder oder Einstrahlung thermischer Energie
beschleunigt, sodass es zu StéRen zwischen Elektronen, lonen und Neutralteilchen
(im Grundzustand oder im angeregten Zustand) kommt, die wiederum geladene
Spezies erzeugen.

Generell liegen im Plasma sowohl Elektronen als auch Schwerteilchen in Form
von Atomen, Molekilen und lonen vor. Die leichten und daher schnellen Elektronen
erreichen dabei im Gegensatz zu den Schwerteilchen eine hohe Temperatur. Je
nach von aul3en zugefihrter Energie kann es nun sowohl zu elastischen als auch zu
unelastischen StoRRen zwischen beiden Spezies kommen. Bei elastischen Stél3en
wird ausschlie3lich kinetische Energie von den Elektronen auf die Schwerteilchen
Ubertragen, sodass es zu lonisationsprozessen kommen kann. Im Gegensatz dazu,
findet bei unelastischen Stdl3en zuséatzlich ein Warmeaustausch statt, indem
kinetische Energie in innere Energie umgewandelt wird.

Abhangig von der Art der StoRRprozesse, werden zwei Arten von Plasma
unterschieden. Zum einen das heiBe Plasma (near-equilibrium-plasma), zum
anderen das kalte Plasma (non-equilibrium-plasma). Charakteristisch fur hei3es

Plasma sind viele elastische St6l3e, die dazu fuhren, dass sich die Temperatur von

0 Review: C. Tendero, C. Tixier, P. Tristant, J. Desmaison, P. Leprince, Spectrochim. Acta, Part B 2006, 61,
2-30.

*1 Review: F. S. Denes, Sorin Manolache, Prog. Polym. Sci. 2004, 29, 815-885

%2 Review: H. Conrads, M Schmidt, Plasma Sources Sci. Technol. 2000, 9, 441-454.
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Elektronen und Schwerteilchen stark annahert.>®* Zudem liegt die lonisationsrate bei
fast 100%. Im Gegensatz dazu weichen im kalten Plasma die Temperaturen von
Elektronen und Schweratomen stark voneinander ab. Es finden vorwiegend
unelastische StéRe statt, die eine lonisationsrate von etwa 10™-10% verursachen.

Ein Plasma kann sowohl bei Atmospharendruck als auch in einer evakuierten
Kammer erzeugt werden. Der Vorteil von Atmospharendruck gegenuber
Niederdruckplasma liegt dabei in der in-line-Fertigung bei industriellen Prozessen. So
kann ein zu bearbeitendes Substrat direkt dem Plasmaprozess ausgesetzt und
wieder entnommen werden, ohne Zeit und Energie in die Evakuierung der
Reaktionskammer zu investieren.

Niederdruckplasmen sind den kalten Plasmen zuzuordnen. Mit steigendem
Druck nimmt der Anteil an elastischen Stéf3en zu, der zu einer Erwarmung der
Schwerteilchen flihrt, sodass sich das Plasma dem near-equilibrium-Zustand
annahrt.>

Wird nun ein Substrat einem Plasmastrom ausgesetzt, kann es durch die
angeregten oder geladenen Teilchen des Plasmas zu Reaktionen auf der Oberflache
kommen. Die auf der Oberflache erzeugten Stoffklassen sind dabei anhangig von
Substrat, Plasmabedingungen und von dem fir die Plasmaherstellung verwendetem
Gas (lonisationsgas). DE GEYTER et al. untersuchten beispielsweise den Einfluss des
lonisationsgases bei der Behandlung der Oberflache von Polymilchsaure mit einem
kalten Plasma.>* Es wurden Luft-, Stickstoff-, Argon- und Heliumplasmen generiert,
die jeweils verschiedene Reaktionen auf der Oberflache auslosten. Es konnte durch
Kontaktwinkelmessungen gezeigt werden, dass bei allen verwendeten Gasen die
Hydrophilie der Oberflache zunahm. Nach Luftplasmabehandlung konnte mittels
Rontgen-Photoelektronen-Spektroskopie  (XPS) ein  deutlich  gestiegener
Sauerstoffanteil auf der Oberflache beobachtet werden. Nach der
Stickstoffplasmabehandlung konnte zudem die Bildung von funktionellen Gruppen
nachgewiesen werden, die Stickstoff enthalten. Weitere Oxidations- oder
Aminierungs-/Amidierungsprozesse, ausgeldst durch sauerstoff- beziehungsweise

stickstoffhaltiges Plasma wurden von Siow et al. zusammengefasst.>®

3 a) R. W. Smith, D. Wei, D. Apelian, Plasma Chem. Plasma Process. 1989, 9, 135S-165S, b) X. Chen, E.
Pfender, Plasma Chem. Plasma Process. 1983, 3, 351-366.

% N. De Geyter, R. Morent, T. Desmet, M. Trentesaux, L. Gengembre, P. Dubruel, C. Leys, E. Payen, Surf. Coat.
Technol. 2010, 204, 3272-3279.

%5 Review: K. S. Siow, L. Britcher, S. Kumar, H. J. Griesser, Plasma Processes Polym. 2006, 3, 392-418.
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AuBBerdem wurde der Einfluss von Ammoniakplasma auf Polyethylen- sowie
verschiedene Polyesterfilme eingehend untersucht.®® Durch Behandlung des
Kohlenwasserstoffs mit einem Ammoniakplasma in einer Wasserstoffumgebung
konnten primare Amine auf der Oberflache generiert werden.

Neben den durch Plasmachemie erzeugten Substanzklassen auf verschiedenen
Polymeren, wurde auch die Morphologie der behandelten Oberflachen untersucht.
MORENT et al. beobachteten durch Rasterkraftmikroskopie (AFM) die
Oberflachenstruktur von Polypropylenfilmen vor und nach einer
Stickstoffplasmabehandlung.”” Es konnte gezeigt werden, dass eine zuvor glatte
Oberflache nach der Plasmabehandlung deutliche Inhomogenitaten im Nanometer-
Bereich aufwies. Dies war, den Autoren zu Folge, auf einen Atzungsprozess
zuruckzufihren, der besonders amorphe Regionen des Polymers stark angriff.

Zudem wurde die zellulare Besiedlung von Plasma-behandelten Oberflachen
untersucht. WANG et al. berichteten dabei von einer gesteigerten Proliferation von
Hunde-Knochenmarkszellen auf Poly(3-hydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat) (PVBV)
nach Sauerstoff oder Stickstoffplasmabehandlung.®® Weitere Anwendungen von
Plasmachemie in der Medizin, wie zum Beispiel die Sterilisation von Geraten oder

lebendem Gewebe wurden von FRIDMAN et al. zusammengefasst.*®

1.6 Magnetische Wirkstofftransporter
Ein grol3es Problem in der medikamentdosen Behandlung von Krankheiten sind
Nebenwirkungen, die durch Wechselwirkungen des Wirkstoffs mit gesundem
Gewebe hervorgerufen werden. Dies spielt besonders bei der Krebstherapie eine
entscheidende Rolle, bei der hochwirksame Substanzen mit inhibitorischen
Konzentrationen (ICso-Werte) im nanomolaren Bereich eingesetzt werden.

Beispiele fur solche hochwirksamen Antitumorwirkstoffe sind die erstmals von

den Forschern der TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES LTD beschriebenen, mikrobiell

56 a) K. Narushima, M. Fukuoka, H. Kawai, N. Inagaki, Y. Isono, M. R. Islam, Jpn. J. Appl. Phys. 2007, 46, 7855-
7857, b) K. Narushima, N. Yamashita, M. Fukuoka, N. Inagaki, Y. Isono, M. R. Islam, Jpn. J. Appl. Phys. 2007,
46, 4238-4245.

R, Morent, N. De Geyter, L. Gengembre, C. Leys, E. Payen, S. Van Vlierberghe, E. Schacht, Eur. J. Appl.
Phys. 2008, 43, 289-294.

8 y.Wang, L. Lu, Y. Zheng, X. Chen, J. Biomed. Mater. Res. 2006, 76a, 589-595.

% Review: G. Fridman, G. Friedman, A. Gutsol, A. B. Shekhter, V. N. Vasilets, A. Fridman, Plasma Process.

Polym. 2008, 5, 503-533.
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produzierten Ansamitocine 5a-5e aus Actinosynnema pretiosum (Abbildung 7).%°
Diese weisen ein 19-gliedriges Macrolactam-Grundgerist auf und zeigen eine hohe
strukturelle Verwandtschaft mit den aus Pflanzen isolierten Maytansinoiden.®* Sie

unterscheiden sich voneinader durch die verschiedenen Ester-Seitenketten an C3.

MeO Sb
5¢c

5d

5e

Abbildung 7 : Struktur der Ansamitocine 5a-5e.

Ansamitocine zeigen schon im Bereich von 10° bis 107 pg/mL eine
pharmakologische Wirkung gegen Leukamie Zelllinien sowie gegen solide Tumore
bei Menschen.®? Die Wirkstoffe inhibieren die Verdrillung der Tubulin Proteine zu
Mikrotubuli, sodass der Spindelapparat wahrend der Mitose nicht ausgebildet werden
kann und so eine Zellteilung verhindert wird.?® Trotz ihrer hohen antimitotischen
Aktivitat scheiterten klinische Studien zum therapeutisch Einsatz von Ansamitocinen
als Antitumorwirkstoffe in Phase Il aufgrund von gastrointestinalen Nebenwirkungen
sowie der Neurotoxizitat des Wirkstoffes.** Aus diesem Grund wurden Derivate des
Naturstoffes sowohl auf totalsynthetischem wie auch auf mutasynthetischem Weg
synthetisiert, um die Aktivitat des Wirkstoffes zu modulieren.®® AuBerdem sollte mit
diesen nicht natirlichen Derivaten die Struktur-Aktivitats-Beziehung (structure-
activity-relationship, SAR) der Ansamitocine untersucht werden. Es wurde gezeigt,
dass Substituenten und Substitutionsmuster am Aromaten nicht essentiell fir die
Wirksamkeit des Antitumorwirkstoffs sind, sodass besonders an diesen Positionen

60 a) E. Higashide, M. Asai, K. Ootsu, S. Tanida, Y. Kozai, T. Hasegawa, T. Kishi, Y. Sugino, M. Yoneda, Nature
1977, 270, 721-722; b) M. Asai, E. Mizuta, M. Izawa, K. Haibara, T. Kishi, Tetrahedron 1979, 35, 1079-1085.

61 Review: J. M. Cassady, K. K. Chan, H. G. Floss, E. Leistner, Chem. Pharm. Bull. 2004, 52, 1-26.

&2 F, Taft, M. Brinjes, H. G. Floss, N. Czempinski, S. Grond, F. Sasse, A. Kirschning, ChemBioChem 2008, 9,
1057-1060.

%3 3. Remillard, L. I. Rebhun, G. A. Howie, Sm. M. Kupchan, Science 1975, 189, 1002-1005.

64 a) J. T. Thigpen, C. E. Ehrlich, W. T. Creasman, S. Curry, J. A. Blessing, Am. J. Clin. Oncol. 1983, 6, 273-275;
b) J. T. Thigpen, C. E. Ehrlich, J. Conroy, J. A. Blessing, Am. J. Clin. Oncol. 1983, 6, 427-430; c) M. J. Ravry, G.
A. Omura, R. Birch, Am. J. Clin. Oncol. 1985, 8, 148-150.

% A. Kirschning, K. Harmrolfs, T. Knobloch., C. R. Chimie 2008, 11, 1523-143.
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derivatisiert und funktionalisiert werden kann.®* Es wurden beispielsweise Disulfid-
verbrickte Ansamitocin-Folsaure Konjugate synthetisiert, die aufgrund der
tumoraffinen Eigenschaften der Folsédure bevorzugt von Krebszellen aufgenommen
werden sollten, sodass eine lokal adressierte Wirkstoffverabreichung erreicht
wurde.®® Nach Internalisierung des Konjugats konnte letztlich der Wirkstoff durch
Disulfidspaltung unter den reduzierenden, intrazellularen Bedingungen freigesetzt
werden.

Ein alternativer Zugang zu tumoradressierten Wirkstoff-Carrier Konjugaten, stellt
die Ligation von pharmakologisch aktiven Substanzen an magnetische Nanopartikel
dar. Hierbei konnen die Nanopartikel, nach Injektion in den Blutstrom, durch ein
externes Magnetfeld an ihrem Bestimmungsort konzentriert werden (Abbildung 8).
Der Wirkstoff kann von dem Nanopartikel anschlieBend entweder
diffusionskontrolliert, enzymatisch oder durch verdnderte physiologische

Bedingungen an seinem Bestimmungsort freigesetzt werden.®’

Turnorgewehe Blutgefals

] m
freinesetrter
Wilirkstoff o

-4
o
D @
Transporter-

Wiirkstoff
Komplex

l Blutstrom

Abbildung 8 : lllustration des magnetischen Wirkstofftransports nach Pankhurst et a

hagnet

67
l..

Die Rahmenbedingungen fir ein solches Konstrukt wurden bereits 1978 von
SENYE! et al. wie folgt definiert:®®
1. Der Durchmesser der Nanopartikel sollte weniger als 1.4 um betragen, damit

diese auch KapillargefalRe ungehindert passieren kdnnen.

3. A Reddy, E Westrick, H. K. R. Santhapuram, S. J. Howard, M. L. Miller, M. Vetzel, I. Vlahov, R. V.J. Chari,
V. S. Goldmacher, C. P. Leamon, Cancer Res. 2007; 67, 6376-6382.

®7Q. A. Pankhurst, J. Connolly, S. K. Jones, J Dobson, J. Phys. D: Appl. Phys. 2003, 36, R167-R181.

® A. Senyei, K. Widder, G. Czerlinski, J. Appl. Phys. 1978, 49, 3578-3583.
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2. Die Partikel sollten addquate magnetische Eigenschaften besitzen, um auch
unter physiologischen Bedingungen magnetisch dirigiert werden zu konnen.

3. Die Partikel sollten mit einer Vielzahl chemischer Wirkstoffe funktionalisiert
werden kdnnen.

4. Eine kontrollierte Ablosung des Wirkstoffs von seinem Tragermaterial sollte
ausschlie8lich an seinem Bestimmungsort stattfinden und von aul3en
steuerbar sein.

5. Die Oberflache der Partikel sollte eine gute Biovertraglichkeit zeigen um keine
Tragermaterial-induzierten Nebenwirkungen auszulésen.

6. Sowohl Tragermaterial als auch Wirkstoff sollten biologisch ausgeschieden
werden konnen, wobei die Abbauprodukte eine hohe Biokompatibilitat
aufweisen sollten.

Derartige Substanz-Carrier Konstrukte wurden unter anderem von CHEN et al.
beschrieben, die Eisenpartikel mit Doxorubicin 6 beschichteten und in pordse
Kieselgelhiillen eingekapselten (Abbildung 9).°° Diese Konstrukte erfiillten jedoch
nicht den Anspruch einer induzierten Ablésung des Substrats, da der release

lediglich diffusionskontrolliert erfolgte.

0_ 0 OH O, O COLH
o CJ

6 NH, 7
Abbildung 9 : Strukturen von links: Doxorubicin 6, rechts: Rhodamin B 7.

Ein Ansatz der Arbeitsgruppe BINNEWIES beruht auf der Anbindung von
Wirkstoffen an Magnetit-Partikel tiber Silyletherbindungen (Schema 1).”° Die Partikel
konnten nach erfolgter magnetischer Direktion durch Hydrolyse den Wirkstoff
freisetzen. S. SaNDvoss konnte anhand der Fluoresceine 11 und 12 als
Modellsubstanzen zeigen, dass der Wirkstoff zeitlich verzdgert und in Anhangigkeit

von der Salzkonzentration sowie der Temperatur der Umgebung abgespalten

% E. H. Chen, L. M. Zhang, Q. T. Chen, Y. Zhang, Z. J. Zhang, Chem. Commun. 2010, 46, 8633-8635.
°T. Giesenberg, S. Hein, M. Binnewies, G. Kickelbick, Angew. Chem. 2004, 116, 5816-5819.
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wurde.” Zudem hatte der sterische Anspruch der Modellsubstanz einen Effekt auf
die Konjugationsdauer von Partikel und Wirkstoff (Schema 1).

o 9o OFor
OH a a0l b ROTO _ OR
a O.d-cl  —— 0-¢;-OR
OH b b
0 0
8 9 R'=10a,
R? = 10b
HO l 0 l OH HO l 0 ! OH
0 0
g o {J
v o =" o
HO » HO H ”
=R1 =R2

Schema 1: Funktionalisierung von Magnetit-Partikeln mit den Fluoresceinen 11 und 12 als Modelle
von magnetisch dirigierbaren Wirkstofftransportern. a) SiCl,, b) 11 oder 12.

THOMAS et al. stellten im Gegensatz dazu mesoporoése Eisenoxid-Nanopartikel
mit Kieselgelbeschichtung her, die unter thermischer Energiezufuhr, induziert durch
ein oszillierendes magnetisches Feld, einen vorher eingeschlossenen Wirkstoff
freisetzen.”” Als Modellsubstanzen dafiir wurde ebenfalls Doxorubicin 6 sowie
Rhodamin B 7 gewahlt (Abbildung 9), welche sich bei einer induzierten Temperatur
von 83 T nach 27 Minuten vollstandig ablosten.

Als Nebeneffekt bei einer Temperatur-gesteuerten Ablosung von Wirkstoffen
kann zudem Erwarmung des umgebenden Gewebes auf 42-43 T auftreten
(Hyperthermie). Dieser Effekt kann bei der Behandlung von Tumoren vorteilhaft sein.
GILCHRIST et al. beschrieben erstmalig den Hyperthermie-Effekt zur Behandlung von

Tumoren.” Seitdem wurden verschiedene Techniken entwickelt, die zumeist auf

g, Sandvoss, Dissertation, Leibniz Universitat Hannover 2010; Fluoresceine wurden im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt, vergleiche Experimenteller Teil und I. Dubey, G. Pratviel, B. Meunier, Bioconjugate Chem. 1998, 9,
627-632.

2C. R Thomas, D. P. Ferris, J. H. Lee, E. Choi, M. H. Cho, E. S. Kim, F. Stoddart, J. S. Shon, J. Cheon, J. I.
Zink, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 10623-10725.

® R. K. Gilchrist, R. Medal, W. D. Shorey, R. C. Hanselman, J. C. Parrott, C. B. Taylor, Ann. Surg. 1957, 146,
596-606.
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Variation des magnetischen Materials oder der Methode zur Erhitzung selbiger

beruhen.”

" Review: P. Moroz,S. K. Jones, B. N. Gray, J. Surg. Oncol. 2001, 77, 259-69.
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit ist in drei Abschnitte unterteilt. Der erste Teil beschaftigt sich
mit der Steigerung der Biokompatibilitdit von Oberflachen, die im Bereich der
Medizintechnik als Ersatz fur defekte Organe von Patienten dienen. Zum ersten
sollen die in Oxygenatoren eingesetzten PMP-Membranen mit zyklischen
RGD-Peptiden beschichtet werden, um einen Bewuchs mit Endothelzellen zu
ermdglichen (Abbildung 10). Dabei soll eine gesteigerte flusskonstante Adhéarenz des
Endothelzellen-Monolayers im Vergleich zu den industriell verwendeten
Heparin/Albumin-beschichteten PMP-Oberflachen erzielt werden. Durch den
Zellbewuchs sollen wiederum hamokompatible Oberflachen generiert werden,
sodass keine Koagulation des Blutes im Gerat und dadurch ein ungehinderter
Blutfluss durch den Oxygenator stattfinden kann. Ferner soll eine generelle Methode
zur Funktionalisierung von polymeren Kohlenwasserstoffen entwickelt und der
Einfluss von Plasmachemie auf PMP untersucht werden.

Analog dazu sollen auch die Gehause-Oberflachen von Herzschrittmachern mit
RGD-Peptiden funktionalisiert werden, um ein besseres Einwachsen der Geréte in

umliegendes Gewebe zu ermdglichen.

H,N___NH
A B
HN
Gas Blut R (Arg)
. cOo, 9
NH
I Kys) o I 0 G(Gly)
Blutfluss NH
0y - HN <\
Ns ONN 0 CO,H
PMP Membran PMP Membran =\ H 2
f(D-Phe) Ph D (Asp) - oRGD
O = Endothelzelle 13

Abbildung 10 : A) Gasaustausch in Oxygenatoren, B) Konzept zur Funktionalisierung von Membranen
in Oxygenatoren.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der chemischen Vernetzung der
Biopolymere Hyaluronsédure und Gelatine. Es sollen Hydrogele aufgebaut werden,
die als Gerustmaterialen im Bereich des myocardialen tissue engineerings

Anwendung finden (Schema 2). Sowohl die chemische Funktionalisierung der
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Polymere und der Hydrogelierungsprozess als auch die Abbaubarkeit der Gele sollen

dabei untersucht werden.

OH e

(o) chemische
Derivatisierung, zellulare S @
%Na HO™ “"NHAG Vernetzung Besiedlung
ooCc,_0.__0 h
oV “OH
OH Hydrogel Gewebe
4

Schema 2: Funktionalisierung der Hyaluronsédure 4 fir Anwendungen im Bereich des tissue
engineerings.

Im dritten Teil soll ein magnetisches Wirkstofftransporter-System (drug release)
basierend auf MagSilica®Nanopartikeln entwickelt werden. Konzeptionell soll ein
Wirkstoff Uber einen thermolabilen Linker an die Partikel gebunden werden und nach
Injektion in den Patienten magnetisch in dem zu behandelnden Gewebe lokalisiert
werden. Durch induktives Heizen der Partikel soll anschlieRend der Wirkstoff
freigesetzt werden. Diese thermoreversible Sequenz soll dabei eine DIELS-ALDER
beziehungsweise retro-DIELS-ALDER Reaktion zwischen einem elektronenreichen
Furan und einem elektronenarmen Maleimid darstellen (Schema 3).

Im Rahmen einer proof-of-principle Studie wird die Synthese der beiden
Bausteine, die Anbindung an die Nanopartikel und die thermisch induzierte

DIELS-ALDER beziehungsweise retro-DIELS-ALDER-Reaktion an der festen Phase

untersucht.
0] 0 Wirkstoff
Wirkstoff._ o e o DIELS-ALDER _ _
+ — rti ~ ikel—
\E/} anopartkel = etro-DIELS-ALDER ~ 'vanopartikel—N @
o o

Schema 3: DIELS-ALDER und retro-DIELS ALDER -Reaktion zwischen Furan und Maleimid zur
Konjugation von Nanopartikel und Wirkstoff im Rahmen eines drug release Systems.
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3 Kovalente Funktionalisierung von Polymethylpenten mit
RGD-Peptiden

3.1 Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Polymethylpenten-Folien (PMP), welche in
Membranen von externen Lungenventilatoren Verwendung finden, mit zyklischen
RGD-Peptiden (Arg-Gly-Asp) funktionalisiert werden, um eine Besiedelung mit
Endothelzellen zu erméglichen. Die RGD-Peptide fungieren als Erkennungssequenz
fur die in der Zellmembran lokalisierten Integrine (Kapitel 1.4). Dabei induziert das
Ringsystem eine Konformation der biologisch aktiven Aminosauren RGD, die die
Zellbindung im Vergleich mit lineraren RGD-Peptiden erleichtert. Durch die
Bewachsung mit Lungenendothelzellen sollte ein hamokompatibles Material
entstehen, das bei den mit der Lungenmaschine behandelten Patienten zu einer
geringeren Immunantwort fihren soll als die derzeit verwendeten PMP-Membranen.
Auf diese Weise kann Blockierung der Membranen durch Blutkoagulate verhindert
werden und so die Belastung fur den Patienten sinken sowie die Lebensdauer des
Geréts deutlich erhdht werden.® Letzteres fiihrt wiederum zu einer Reduktion der

Behandlungskosten.

F 3

Blutstrom

Zelle

Integrin

RGD Zyklisches RGD-
Peptid

PEG-Spacer
Polymethylpenten-
Membran

Gasfluss innerhalb
der Hohlfasern

Abbildung 11 : Genereller Aufbau zur Oberflachenfunktionalisierung vom PMP mit RGD-Peptiden und
anschlielender Bewachsung mit Endothelzellen.
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Das Konzept zur Funktionalisierung der polymeren PMP-Membran ist in
Abbildung 11 dargestellt. Dabei sollte zunéchst ein spacer an die Oberflache der
Hohlfaser gebunden werden und dieser anschlieend mit dem in Schema 4
gezeigten RGD-Peptid funktionalisiert werden. Die gekoppelte, biologisch aktive
RGD-Sequenz sollte wiederum von auf der Membran kultivierten Endothelzellen
erkannt werden, sodass diese auf dem Material adhéarieren konnen. In der
Anwendung der so modifizierten Membran in Oxygenatoren wirde es nun zu keinem
Kontakt zwischen Blut und Membran mehr kommen. Abstol3ungsreaktionen sowie

Ablagerungen auf den Hohlfasermatten kénnten verhindert werden.
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Schema 4 : Retrosynthese der Dekoration von Polymethylpenten mit RGD-Peptiden.
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Die Retrosynthese der funktionalisierten PMP-Membran ist in Schema 4 gezeigt.
Hierzu sollte zuné&chst der fluorierte Azidaromat16 synthetisiert und mit
Polyethylenglycoldiamin 17  ilber eine  Amidbindung gekuppelt werden.”
AnschlieBend sollte der aus 16 und 17 bestehende Baustein durch eine
Nitreninsertion an die PMP-Folie 15 gebunden werden. Das Nitren sollte wiederum
durch Bestrahlung mit UV-Licht aus dem fluorierten Phenylazid generiert werden.
Azid 16 wurde verwendet, da durch den sehr elektronenarmen Aromaten eine
Ringerweiterungsreaktion zum Heptazyklus vermieden werden kann.”> Die
Nitreninsertion als Ligationsmethode zwischen Linker und Polymer wurde gewahlt,
da es sich bei dem fir die Oxygeneratoren verwendeten Membranen um
unfunktionalisierte Kohlenwasserstoffgertste handelt. Der Zugang zu synthetischen
Derivaten eines solchen Polymers ist daher stark eingeschréankt. Erschwerend
kommt hinzu, dass kaum olefinische Restfunktionalitat, die durch nicht vollstandige
Polymerisation im Polymer enthalten sein kdnnte, mittels Infrarot (IR)-Spektroskopie
nachzuweisen war. Die Nitreninsertion schien harsch genug zur Funktionalisierung
eines Kohlenwasserstoffs, wobei am Polymer selber kein Schaden zu erwarten war.
Ein solches Problem wirde zum Beispiel bei Reaktionen auftreten, die Temperaturen
Uber 100 < erfordern, da PMP nur eine geringe Temp eraturtoleranz aufweist.

Durch die Hydrophilie des uber die Nitreninsertion gebundenen
Polyethylenglycol-spacers sollte sichergestellt werden, dass der Linker nicht in das
hydrophobe Polymermaterial einsinken kann und somit sterisch unzuganglich fur
weitere Derivatisierungen wird. Aul3erdem sollte der spacer einen Abstand zwischen
Polymer und RGD-Peptid generieren, und dieses somit gut zuganglich fir die
Integrine der Lungenzellen halten.

Die folgenden Reaktionen zur Kupplung des RGD-Peptides sollten direkt am
Polymer durchgefiihrt werden.”® Im Gegensatz zu einer Synthese in Lésung entfallen
so aufwendige Aufarbeitungen und Reinigungen der Produkte. Das freie Amin des
Polyethylenglycol-spacers sollte mit 2-Acetylamino-pent-4-ylsdure 18 zum Amid
umgesetzt werden. Die Alkinfunktionalitat dieser Aminosaure sollte im Folgenden als

Bindungspartner fur das azidfunktionalisierte, zyklische RGD-Peptid 13 dienen. Die

g a) J. F. W. Keana und S. X. Cai J. Org. Chem. 1990, 55, 3640-3647 b) M. Yan React. Funct. Polym. 2000, 45,
137-144.

" C[RGDfK(N3)] wurde von J. Pale€ek bereitgestellt und nach J. Pale¢ek, G. Drager, A. Kirschning, Synthesis
2011, 4, 653-661 synthetisiert.
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Kupplung zwischen beiden Komponenten sollte durch eine 1,3-dipolare Zykloaddition

erfolgen.

3.2 Synthese des fluorierten Phenylazids und Nitren  insertion

Das fluorierte Phenylazid PFPA-PEG;,-NH, 23a, welches im Folgenden als Linker fur
die Anbindung von RGD-Peptiden an Kohlenwasserstoffpolymere dienen sollte,
wurde entsprechend der Synthese von YAN et al. aus
Pentafluorobenzoeséuremethylester 19 hergestellt (Schema 5).” Dazu wurde dieser
zunachst mit Natriumazid zum 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoesaduremethylester 20

umgesetzt und anschlielRend durch Zugabe von Natronlauge hydrolysiert.

O+__OMe O+_OMe O«__OH Q
0._O.
F F F F F F N
a b c
e — — F F
F F F F F F ©
F F
3 N
3 N3
19 20 16 21

F F X F F X
e
F F F F
N3 N3
PFPA-PEG»-NH, 23a X=10 22a
PFPA-PEG,-NH, 23b X=n 22b

Schema 5: Synthese von PFPA-PEG»,-NH, 23a bzw. PFPA-PEG,-NH, 23b. a) NaN;, Aceton/H,0, A,
8 h, 85%, b) NaOH, MeOH/H,0, RT, 25 h, 96%, c) NHS, DCC, CH,Cl,, RT, 25 h, 89%, d) NH,-PEG,,-
NHBoc, CHCI3, RT, 12 h, 92%, €) 10 % HCI, EE, RT, 1 h, quant.

Nach Reaktion mit Dicyclocarbodiimid und N-Hydroxysuccinimid (NHS) wurde
Aktivester 21 in einer Ausbeute von 89% erhalten. Anschlie3end wurde einfach Boc-
geschitztes Polyethylenglycoli,amin  nach Vorschrift von KeaNA et al. an
Aktivester 21 gekuppelt.” Alternativ wurde auch ein Polyethylenglycolamin mit einem
Molekulargewicht um 3000 Da verwendet, um den Einfluss der Linkerlange auf die
Oberflachenchemie  sowie auf die biologische Aktivitdt der finalen,

RGD-funktionalisierten Konstrukte zu studieren. Zuletzt wurde von beiden
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verwendeten Linkern 22a und 22b mit 10%iger Salzséure die Boc-Schutzgruppe
entfernt, wobei das AminoPEGylierte Fluorophenylazid PFPA-PEG,-NH, 23a
beziehungsweise PFPA-PEG,-NH; 23b freigesetzt wurden.

Zur Untersuchung der Nitreninsertion wurden zunéchst Modellreaktionen
durchgefihrt, die sowohl die Generierung des reaktiven Nitrens als auch die Insertion
in eine CH-Bindung nachweisen sollten. Zu diesem Zweck wurde 4-Azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoesauremethylester 20, welches als Zwischenprodukt in der Synthese
zu PFPA-PEG12-NH; 23a auftritt, mit Cyclohexan umgesetzt. Auf diese Weise sollte
sowohl die Effektivitdt der Nitreninsertion wie auch die optimale Reaktionsflihrung
untersucht werden.

Wie bereits von KEANA et al. beschrieben, konnte Insertionsprodukt 24 in einer
Ausbeute von 41% isoliert werden (Schema 6).”° Fir die Reaktion wurde dabei der
Reaktand Cyclohexan als Ldsungsmittel verwendet und eine Niederdruck-
Quecksilberlampe als Lichtquelle eingesetzt. Bei der Bestrahlung wurde neben dem
Insertionsprodukt auch das dem Azid entsprechende Amin 25 gebildet. KEANA et al.
berichteten zusatzlich von einer Dimerisierung der Aromaten Uber eine Diazobricke.
Diese Substanz konnte jedoch wunter den in dieser Arbeit verwendeten

Reaktionsbedingungen nicht nachgewiesen werden.

Os_OMe
E F (0] OMe
F F
F F Nebenprodukt:
HN F F
2 NH,
Os_OMe 24 25
F F
Os_OMe
F F b
F F
N, N
20 F F
N

e

Schema 6: Modellreaktion zwischen 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoesduremethylester 20 und
Cyclohexan beziehungsweise Cyclohexen zum Nachweis von Nitreninsertionen/addition fluorierter
Phenylazide. a) Cyclohexan, UV, 5 h, 41%, b) Cyclohexen, UV, 3 h, 47%.
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Des Weiteren wurde eine Modellreaktion zwischen 4-Azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoesauremethylester 20 und Cyclohexen durchgefihrt, um die
Auswirkungen einer Behandlung mit einem reaktiven Azid auf ungeséttigte Systeme
zu studieren (Schema 6). Dies konnte, fiur den Anteil an olefinischer
Restfunktionalitat, die durch nicht vollstandige Polymerisation im PMP-Polymer
vorhanden sein kdnnte, von Relevanz sein. Da jedoch mittels IR-Spektroskopie keine
solche Restfunktionalitat nachgewiesen werden konnte, spielte das Ergebnis dieser
Modellstudie verglichen mit der Insertion am gesattigten System eine untergeordnete
Rolle.

Im Gegensatz zu der in Schema 6 gezeigten Insertion des Azids wurde bei dem
ungesattigten System ausschliel3lich die Nitrenaddition statt einer Nitreninsertion
beobachtet. Additionprodukt 26 wurde dabei in einer Ausbeute von 47% erhalten
(Schema 6).

Anschlieliend wurden die aus den Modellreaktionen gewonnenen Erkenntnisse
auf die Funktionalisierung von PMP 15 Ubertragen. Zu diesem Zweck wurden die
PMP-Folien, wie in Schema 7 dargestellt, einer Nitreninsertion unterzogen. Dazu
wurden sie in einer methanolischen LOosung von 23a oder 23b mit einer
Konzentration von 10 mg/mL Uber Nacht inkubiert und anschlie3end getrocknet.
Durch Bestrahlung mit einer Quecksilber-Lampe im ultavioletten Bereich (UV) wurde
aus Azid 23a beziehungsweise 23b das entsprechende Nitren generiert, welches in
situ in die CH-Bindung des Polymers 15 insertierte. Wé&hrend dieser Reaktion
befanden sich die PMP-Folien in einem evakuierten Quarzglasréhrchen, sodass der
wahrend der Reaktion gebildete Stickstoff standig entfernt wurde. Unter Normaldruck

war im Gegensatz dazu keine Reaktion zu beobachten.
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Schema 7: Insertion von PFPA-PEG»,-NH, 23a bzw PFPA-PEG,-NH, 23b in PMP 15.a) hv, RT, 3 h.

3.3 XPS-Analysen
Da die klassischen Analysemethoden der organischen Chemie (NMR, Masse, etc.)
bei polymeren Materialien nicht einsetzbar sind, wurden die modifizierten
Oberflachen mittels Roéntgen-Photoelektronen-Spektroskopie (XPS) untersucht.
Dabei wird die zu analysierende Probe mit Rontgenstrahlen beschossen, sodass es
zu lonisationsprozessen der inneren Elektronen der auf der Oberflache befindlichen
Elementen kommt. Die kinetische Energie der Elektronen wird anschliel3end in einem
konzentrischen Halbkugelanalysator detektiert und so die Bindungsenergien der
Elektronen in ihrem jeweiligen Orbital berechnet. Anhand dieser Werte kann die
elementare Zusammensetzung der Oberflache bestimmt werden. Da die kinetische
Energie der emittierten Elektronen nicht nur von ihren Ursprungselementen abhangt,
sondern auch von der funktionellen Gruppe in der sich letztere befinden, kann nach
XPS-Analyse auch eine Aussage Uber die Art der Substanzklassen auf der
Oberflache getatigt werden.

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht tiber die kinetischen Energien der Elektronen aus
den Cls, Ols und N1s Orbitalen bei verschiedenen Bindungsarten. Diese wurden

am Beispiel von Plasma-behandelten Polypropylenoberflichen gemessen.”” XPS

s, Guimond, I. Radu, G. Czeremuszkin, D. J. Carlsson, M. R. Wertheimer, Plasmas Polym. 2002, 7, 71-88.
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liefert zudem Uber die Integration der einzelnen Peaks das genaue Mengenverhaltnis

der Elemente zueinander.

Tabelle 1: Kinetische (Eyn)- und Bindungsenergien (BE) von Elektronen aus C1s, Ols und N1s
Orbitalen bei verschiedenen Substanzklassen (MgKa-Strahlung).

BE [eV] Exin. [eV] Substanzklasse
Cils 285.0 968 C-H, C-C

285.9 967.1 C-N, C-O

286.7 966.3 C=N

287.6 965.4 N-C=0, C=0

288.9 964.1 N-CO-N, O-C-O
Ols 531.5 721.5 N-C=0,

532.7 720.3 C-0, C=0
N1s 399.2 853.8 C-N

400.5 852.5 N-C=0, C=N, C=N

Um eine chemische Verdnderung der Oberflache nachzuweisen, musste
zunachst die unbehandelte PMP-Membran 15 untersucht werden. Im Folgenden
konnten so Ruckschlisse auf die entstandenen Substanzklassen auf der Oberflache
durch Interpretation der Verschiebung der Signale relativ zur unbehandelten
Oberflache gezogen werden. Die Zuordnung erfolgt Uber den Vergleich mit
Literaturdaten (Tabelle 1). Die Integration der Peaks erméglicht zudem eine
Quantifizierung von gebundenen Elementen und Stoffklassen. Dabei wurde das
Kohlenstoffsignal als interner Standard verwendet.

3.2.1 XPS-Analyse: unbehandeltes PMP

Zunachst wurde unbehandeltes PMP mittels XPS untersucht, um die spéateren,
chemischen Veranderungen auf der Oberflache durch Vergleich mit den Messwerten
der unbehandelten Oberflache nachzuweisen.

Es konnte gezeigt werden, dass auf reinem PMP ausschliel3lich Kohlenstoff
(C1ls, um Eyxn. = 970 eV, BE 284 eV) und Sauerstoff (O1ls, um Eyn, = 720 eV, BE
534 eV) nachzuweisen waren (Abbildung 12). Der besonders hohe Kohlenstoffgehalt
der Oberflache ist darauf zurtckzufihren, dass das Polymergrundgertst ein
Kohlenwasserstoff darstellt. Wasserstoff ist aufgrund seiner geringen Masse nicht
durch XPS detektierbar.
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Abbildung 12 : Gesamt XP-Spektrum von unbehandeltem PMP; Pass-Energie: 100 eV.
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Abbildung 13 : Hochauflésung des Kohlenstoffpeaks von unbehandeltem PMP; Pass-Energie:
100 eV.
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Abbildung 14 : Hochauflésung des Sauerstoffpeaks von unbehandeltem PMP; Pass-Energie: 50 eV.

Der Sauerstoffgehalt der unbehandelten Oberflache ist dagegen nicht durch die
chemische Struktur des Polymers zu begriinden. Allerdings wurde von MORENT et al.
beschrieben, dass auch Folien aus Polypropylen einen geringen Sauerstoffanteil
aufweisen.’® Dieser resultierte nach Angaben des Herstellers aus einer Corona
Vorbehandlung des Polymers, die in geringem MalRe zu einer Oxidation der
Oberflache fuhrte. Die Integration von Kohlenstoff- und Sauerstoffpeak ergab fur
PMP ein Verhaltnis der Elemente von 18:1.

Abbildung 13 zeigt eine Hochauflosung des Kohlenstoffpeaks bei einer Pass-
Energie von 100 eV. Es sind sowohl der geglattete Kurvenverlauf als auch die fur die
Rohdaten optimierten Gausskurven dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass sich
die Rohdaten gut durch zwei Uberlappende Gausskurven interpretieren lassen.
Dieses legt die Vermutung nahe, dass neben dem sp®hybridisierten
Kohlenstoffgrundgerist, welches ausschlie3lich C-H und C-C Bindungen aufweist,

noch mindestens eine weitere Bindungsart des Kohlenstoffs auf der Oberflache

R, Morent, N. De Geyter, L. Gengembre, C. Leys, E. Payen, S. Van Vlierberghe, E. Schacht, Eur. J. Appl.
Phys. 2008, 43, 289-294.
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vorliegt. Die Maxima der beiden Gausskurven liegen bei Eyn. = 967 eV (BE 286 eV)
fur die C-H bzw. C-C Bindungen sowie bei Eyj,. = 966 eV (BE 287 eV). Ein Vergleich
mit den Literaturdaten aus Tabelle 1 ergibt, dass es sich bei letzteren um C-O
Einfachbindungen wie zum Beispiel von Alkoholen oder Ethern handeln kénnte.
Carbonylgruppen zeigen im Vergleich zu C-O Einfachbindungen Absorptionen bei
geringeren kinetischen Energien, ihre Existenz kann jedoch aufgrund der nur
geringen Energiedifferenz nicht ausgeschlossen werden. C-N Bindungen treten
dagegen nicht auf, da sonst auch ein Kkorrelierender Stickstoffpeak auf der
Oberflache zu beobachten wére.

Eine detaillierte Untersuchung des Sauerstoffpeaks konnte ebenfalls
durchgefuihrt werden. Die Kurve liel3 sich durch drei tberlagernde Gausskurven
beschreiben, die Maxima bei Eyn. = 722 eV (BE 531 eV), Exn. = 725 eV (BE 528 eV)
und Eyin, =727 eV (BE 526 eV) aufwiesen (Abbildung 14). Ein Vergleich mit den
Literaturwerten ergab, dass dieses Spektrum um etwa 1-2eV zu geringeren
kinetischen Energien verschoben ist. Dies ist damit zu begrtinden, dass das Polymer
PMP ein Nichtleiter ist, das XP-Spektrometer jedoch auf leitende Proben wie Metalle
kalibriert wurde.”® Da jedoch auRschlieRlich Kohlenstoff und Sauertstoff auf der
Oberflache nachzuweisen waren, ist der Sauerstoff vermutlich in C-O oder C=0
Gruppen gebunden.

3.2.2 XPS-Analyse: Nitreninsertion

Nachdem die unbehandelte Oberflache XP-spektroskopisch analysiert worden war
(Kapitel 3.2.1), wurde die Nitreninsertion von PFPA-PEG1,-NH; 23a in PMP analog
zu Schema 7 durchgeflihrt. Die Analyse erfolgte erneut Uber XP-Spektroskopie. Es
konnte gezeigt werden, dass auf der Oberflache kein Linker insertiert wurde, da
weder Fluor noch Stickstoff nachzuweisen waren (Abbildung 15). Lediglich die schon
auf der unbehandelten Oberflache beobachteten Cls und O1s Peaks wurden
detektiert. Zudem wurden zwei nicht zuzuordnende Peaks bei Eyn = 1097 eV (BE
156 eV) und Eyin, = 1149 eV (BE 104 eV) detektiert, die auf eine leicht kontaminierte

Oberflache hindeuten.

E Leisenberger, R. Duschek, R. Czaputa, F. P. Netzer a, G. Beamson, J. A. D. Matthew, Appl. Surf. Sci. 1997,
108, 273-281.
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Abbildung 15 : XP-Gesamtspektrum von PMP ohne Plasma-Behandlung, nach Linkerinsertion; Pass-
Energie: 150 eV.
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3.4 Plasma-Behandlung von PMP

Da eine Linkerinsertion von PFPA-PEG;i,-NH;23a in das unbehandelte
PMP-Polymer (analog zu Schema 7) nicht eindeutig nachzuweisen war, wurde eine
Fehleranalyse der Insertionsreaktion durchgefihrt. Bei der Inkubation des Polymers
mit der Linker-L6ésung wurde beobachtet, dass die Membran nur schlecht von der
methanolischen Lésung benetzt werden konnte. Vielmehr schwamm das Polymer auf
dem polaren Losungsmittel ohne in dieses einzutauchen. Diese Beobachtung wurde
durch die Messung des Kontaktwinkels (1079 bestati gt, welcher in Korrelation mit
der chemischen Struktur ein stark hydrophobes Polymer nachwies. Der
Polyethylenglycol-spacer hat dagegen eine hydrophile Struktur, sodass sich
vermuten lasst, dass eine Abstol3ung zwischen Polymer und spacer vorliegt, die eine
Insertionsreaktion erschweren oder verhindern konnte.

Aus diesem Grund wurden Mdglichkeiten evaluiert die Hydrophilie der
Oberflache des Polymers zu erhtéhen. Als geeignete Methode erschien dabei die
Plasmachemie, da durch die Behandlung von Polymeren mit einem Plasmastrahl
oxidative Prozesse ausgelost werden koénnen (s. Kapitel 1.5). Abhangig von den
verwendeten Bedingungen und dem zu behandelnden Material kdnnen so unter
anderem C-O und C-N- Bindungen erzeugt werden, die zu einer starkeren Polaritat
des Materials fuihren.

Im Hinblick auf eine spatere industrielle Anwendung, schien dabei der Einsatz
von atmospharischem Plasma besonders vielversprechend, da ein zeit- und
kostenintensives Evakuieren der Plasmakammer entfallt und die
Plasma-vorbehandlung direkt im ,Rolle-zu-Rolle“-Verfahren durchgefihrt werden
kann. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Geraten der Firma Plasmatreat,
Steinhagen (Deutschland) gearbeitet, welche sich auf die Herstellung von
Atmospharendruck-Plasmaanlagen spezialisiert hat.®

Dazu gehdorten ein Generator FG 5001, ein Transformator HTR12 L133 und ein
Verfahrtisch PT 60. Der Aufbau entspricht dem serieller Prozesse, wird in einem

Patent von FORNSEL et al. beschrieben und ist in Abbildung 16 gezeigt.?*

80 http://www.plasmatreat.de (Zugriff am 04.12.11)
8. p. Fornsel, C. Buske, U. Hartmann, A. Baalmann, G. Ellinghorst, K. D. Vissing, US-Patent-Nr. 6,800,366 B1,
2004.
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al

Abbildung 16 : Plasmaanlage fur Atmospharendruckplasma mit verschiedenen Disen; 1: Temperaturregulator Verdampfereinheit Precursor; 2
Temperaturregulator Tragergas; 3: Pumpe; 4: Gasdurchflussmesser fiir Gase, fir die die Verdampfungseinheit nicht bestandig ist; 5: Gasdurchflussmesser
Tragergas; 6: Gasdurchflussmesser lonisationsgas; 7: Vorratsgefald fir Precursor; 8: lonisationsgaseinlass; 9: Tragergaseinlass; 10: Transformator; 11:
Verfahrtisch; 12: kleine Dise 23073 mit Aufsatz 23074, 13: rotierende Dise RD 1004 mit Aufsatz 10157; 14: Stellrad zur Regulation des Substrat-Plasmaduse-
Abstands; 15: Stellrad fur horizontale Justierung der Plasmaduse; 16: Substrathalter.
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Abbildung 17 : Verschiedene Diisen zur Generierung von Atmosphéaredruckplasma; links: kleine,
statische Dise fir lonisationsgasstrome von etwa 500 L/h; Mitte: Rotationsdise fir
lonisationsgasstréme von etwa 3000 L/h fir groRflachige Plasma-Behandlungen; rechts: statische
Duse fur lonisationsgasstrome von etwa 3000 L/h mit Precursor-Zustrom.

Die Plasmadise wurde abhéngig von der Art des erzeugten Plasmas gewabhilt.
Dabei wurde fir niedrige lonisationsgasstrome die Duse 23073 mit dem Aufsatz
23074 verwendet (Abbildung 17links). Fir intensive Plasmastrome mit einer hohen
lonisationsgasmenge wurde die Dise RD1004 genutzt. Dabei wurde fur grof3e zu
behandelnde Flachen eine rotierende Plasmadise (Typennummer: 10157)
eingesetzt (Abbildung 17Mitte) und, sofern ein Precursor dem Plasma zugesetzt
werden sollte, eine statische Duse (Typennummer: 19328) (Abbildung 17rechts). In
diesem Fall wurde der Precursor aus einer Verdampfereinheit direkt in die Duse
geleitet. Die Verdampfereinheit bestand wiederum aus einer Pumpe, die den
betreffenden Precursor aus einem Vorratsbehalter in das Gerat einleitete, und einer
beheizbaren Kammer, in der der Precursor auf bis zu 250 T erhitzt werden konnte.
Durch ein zugeleitetes und vorgewarmtes Trégergas konnte der Precursor nun in die

Duse transportiert werden.

3.4.1 Plasmamodifizierungen mit Druckluftplasma

Um die Oberflache von PMP mittels Plasmachemie zu modifizieren, musste zunachst
ein geeignetes Prozessfenster ermittelt werden, das einen madglichst hohen
Funktionalisierungsgrad des Polymers erlaubt ohne die Oberflache zu deformieren.
Die Plasmamodifizierung darf keine thermischen Verformungen hervorrufen, da
sonst die Gasdurchlassigkeit verringert werden konnte, die fur die Anwendung des

Polymers in Lungenmaschinen obligatorisch ist. Die Erzeugung von Ldchern wirde
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zudem dazu fuhren, dass sich Blut- und Gasstrom in der kiinstlichen Lunge mischen,
sodass die Funktion des Gerats erheblich gestort wirde. Trotzdem muss die
Plasmamodifizierung zu einer erheblichen Steigerung der Hydrophilie des Polymers
fuhren, um dieses flr weitere, chemische Funktionalisierungen zuganglich zu
machen.

Genaue Untersuchungen sollten es ermdglichen, die Plasmaintensitat mit der
hervorgerufenen Funktionalisierung und der als Begleiterscheinung aufgetretenen
Deformation der PMP-Folien in Zusammenhang zu bringen. Darum wurde PMP
zunachst verschiedenen Plasmabedingungen ausgesetzt und anschlieliend mittels
Kontaktwinkelmessungen untersucht (Tabelle 2).

Tabelle 2: Bedingungen fir die Plasma-behandlung von PMP mit Formiergas.
lonisationsgasstrom = 3000 L/h, PCT =100 fir A-F und 50% fir G und H. GV = Geschwindigkeit
Verfahrtisch; KW = Kontaktwinkel; KA = keine Messung mdglich wegen starker Deformation.

Frequenz Spannung Abstand GV Wieder- Deformation KW

[kHZz] [V] [mm] [mM/min]  holung [

A 21 270 4 5 3 sehr schwer kA

B 21 270 9 5 3 schwer 38.2
C 21 270 9 5 1 mittel 50.9
D 23 300 9 5 1 schwer 40.3
E 23 250 9 5 1 schwer 42.3
F 19 300 9 5 1 keine 62.0
G 23 300 9 5 1 keine 63.0
H 23 300 9 20 1 keine 60.0

Variiert wurden die Parameter: Intensitat des Plasmas (Frequenz, Spannung und
Puls-Pause-Verhaltnis [PCT]), Abstand zwischen Plasmadise und PMP,
Geschwindigkeit des Verfahrtischs, mit dem das Polymer unter dem Plasmastrahl
bewegt wurde, und Haufigkeit der Plasma-Behandlung pro Stelle. Die Art des
lonisationsgases (Druckluft) sowie dessen Durchflussmenge wurden dagegen
konstant gehalten.

Es konnte gezeigt werden, dass eine starke Verringerung des Kontaktwinkels
auch immer zu einer starken Deformation des Polymers fuihrte. Wéahrend bei einer
Senkung des Kontaktwinkels von 107°fur unbehandelt es PMP auf bis zu 60° keine
Deformation auftrat, fiihrte eine intensivere Plasma-Behandlung zu mittlerer bis

starker Deformation (KW unter 509. Einen besonders grof3en Einfluss auf
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Kontaktwinkel und Deformation zeigte die Anzahl der Wiederholungen der
Plasma-Behandlung. Ein Vergleich zwischen Eintrag B und C, wo aul3er der Anzahl
der Wiederholungen alle Parameter konstant gehalten wurden, zeigt, dass eine
wiederholte Behandlung die Deformation intensivieren und den Kontaktwinkel
senken konnte. Daher wurde, sofern nicht anders angeben, bei allen weiteren
Experimenten eine einmalige Behandlung durchgefinhrt.

AuBerdem hat der Abstand zwischen Dise und Polymer einen grol3en Einfluss
auf die Intensitat der Behandlung (vergl. Eintrag A und B). Dies ist besonders darauf
zurtckzufiihren, dass die Temperatur des Plasmastrahls mit grof3erer Entfernung zur
Duse abnimmt, da St6fie mit der umgebenden Luft einen Energieaustausch
ermdglichen und das Plasma abkuhlen. So sinken mit steigender Entfernung sowohl
Deformationsrate als auch Kontaktwinkel.

Auch die technischen Parameter der Plasmaherstellung spielen eine grolde
Rolle. Es gilt: Je héher Spannung und Frequenz und je grol3er der Wert des Puls-
Pause-Verhaltnisses, desto harter das Plasma und desto gro3er die Deformation und
die Veranderung des Kontaktwinkels.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit den Parametern nach Eintrag F, G
und H ein optimales Prozessfenster gefunden wurde, welches fir die

Hydrophilisierung von PMP geeignet war.

3.4.2 XPS-Analyse: Formiergasplasma-Behandlung

Neben den in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Luftplasma-modifizierten Oberflachen
wurde PMP auflerdem mit Formiergasplasma behandelt, um einen Effekt des
lonisationsgases auf die Oberflachenchemie zu untersuchen. Dabei wurden die in
Tabelle 3 angegebenen Bedingungen verwendet. Eine Analyse erfolgte zunachst
durch Messung der Kontaktwinkel. Es konnte gezeigt werden, dass die Oberflachen
durch Behandlung mit Formiergasplasma deutlich an Hydrophilie gewannen. Der
Kontaktwinkel wurde von 107° auf bis zu 21° gesenkt . Allerdings fuhrte die
Plasma-Behandlung auch mit Formiergasplasma zum Teil zu starker Deformation
der Oberflache. Da das Polymer jedoch fir eine spatere Anwendung in einer
kinstlichen Lunge intakt bleiben sollte, wurde im Folgenden ein mildes Plasma fur

die Funktionalisierung von PMP verwendet.
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Tabelle 3: Bedingungen fir die Plasma-Behandlung von PMP mit Formiergas. PCT =100,
lonisationsgasstrom = 3000 L/h. GV = Geschwindigkeit Verfahrtisch; KW = Kontaktwinkel; kA = keine
Messung mdoglich wegen starker Deformation.

Frequenz Spannung Abstand GV. Wieder- Deformation KW

[Hz] [V] [mm] [mM/min]  holung [
A 23 300 8 10 1 leicht 21.4
B 23 270 8 10 1 leicht 44
C 23 270 8 10 4 schwer kA
D 19 300 8 10 1 keine 46.1
E 19 300 5 10 1 leicht 42.9
F 19 300 5 5 1 schwer kA
G 23 270 5 10 1 mittel 54.8

Zur genaueren Charakterisierung der Oberflache, wurde eine nach Tabelle 3,
Eintrag D Plasma-behandelte Oberflache mittels XPS untersucht (Abbildung 18).
Diese Plasmabedingungen fihrten zu keiner nennenswerten Deformation der
Oberflache, wobei der Kontaktwinkel auf 46.1° gesen kt werden konnte. Im Vergleich
zu Luftplasma lassen sich folglich mit Formiergasplasma deformationsfreie,
hydrophilere Oberflachen erzeugen.

Fur die nach Tabelle 3D behandelten Oberflachen ergab sich ein im Verhaltnis
zum Kohlenstoff gestiegener Sauerstoffwert, verglichen mit der unbehandelten
Oberflache. Das Verhéltnis der Integrale von Kohlenstoff- zu Sauerstoffpeak betrug
nach der Behandlung etwa 5:1. Des Weiteren liel3 sich Stickstoff mit einem Anteil von
55:1 nachweisen.

Im Folgenden wurden die drei Signale von Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff
erneut hinsichtlich ihrer Feinaufspaltung untersucht. Dazu wurden geringere Pass-
Energien gewahlt als bei dem Ubersichtsspektrum, die zu einer geringeren Intensitat

der Signale bei gestiegener Linienschéarfe fihrten.
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Abbildung 18 : XP-Gesamtspektrum von PMP nach Formiergasplasma-Behandlung; Pass-Energie:
100 eV.

Das Kohlenstoffspektrum zeigt eine veranderte Feinstruktur verglichen mit der
von unbehandeltem PMP (Abbildung 19). Es trat eine Verschiebung in Richtung
geringerer kinetischer Energien auf, sodass neben den in Kapitel 3.1 beschriebenen
Banden noch eine weitere Bande bei Exn. = 964 eV (BE 289 eV) zu beobachten war.
Diese lasst sich mit dem Auftreten von Kohlenstoff-Stickstoff Bindungen begrinden.
Es konnten also sowohl C-N Einfachbindungen als auch C=N Doppelbindung oder
C=N Dreifachbindungen entstanden sein (vergl. Tabelle 1). Des Weiteren ware eine
plasmavermittelte Reaktion, die zu N-C-N Bindungen fuhrt, denkbar, da diese

Stoffklasse ebenfalls Signale bei geringeren kinetischen Energien hervorrufen wirde.
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Abbildung 19 : Hochauflésung des Kohlenstoffpeaks von PMP nach Formiergasplasma-Behandlung;
Pass-Energie: 100 eV.

Eine genauere Zuordnung erfolgte im Weiteren Uber die Hochauflosung des
Stickstoffpeaks (Abbildung 20). Dieser lasst sich durch eine Gausskurve
beschreiben, die eine maximale Absorption bei Eyx, = 852 eV (BE 401 eV) zeigt. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der C1s Elektronen deutete diese kinetische
Energie der N1s Elektronen ebenfalls auf die Stoffgruppen N-C=0, C=N und C=N
hin. Das Vorhandensein von primaren Aminen sowie C-NO,;, C=NOH und C-ONO;
konnte ausgeschlossen werden, da dann weitere Peaks bei Ey, =854 eV (BE
399 eV) beziehungsweise Eyin, = 847-845 eV (BE 406-408 eV) zu erwarten gewesen
waren.’®

Auch wurde die Feinstruktur des Sauerstoffpeaks untersucht (Abbildung 21).
Nach der Plasma-Behandlung konnte ein im Vergleich mit den unbehandelten Folien
stark verdndertes Sauerstoffspektrum gemessen werden. Wahrend vor der
Behandlung drei verschiedene Bindungsarten am Sauerstoff detektiert werden
konnten, lasst sich nach der Plasma-Behandlung das XP-Spektrum als nahezu
perfekte Gausskurve mit einem Maximum bei Eyn =720eV (BE 533eV)
beschreiben. Dies entspricht einer Verschiebung zu hdheren kinetischen Energien
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und legt die Vermutung nahe, dass die diversen Substanzklassen, die zuvor auf der
Oberflache vorhanden waren, durch die Plasma-Behandlung weiter oxidiert wurden.
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Abbildung 20 : Hochauflosung des Stickstoffpeaks von PMP nach Formiergasplasma-Behandlung;
Pass-Energie: 100 eV.
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Abbildung 21 : Hochauflosung des Sauerstoffpeaks im XP-Spektrum von PMP mit
Formiergasplasma-Behandlung; Pass-Energie 100 eV.
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3.5 XPS-Analyse: Nitreninsertion

Nachdem mit der Formiergasplasma-Behandlung nach Tabelle 3D eine optimale
Methode zur Steigerung der Hydrophilie der PMP-Oberflachen gefunden war,
konnten nun Experimente zur Nitreninsertion in C-H Bindungen der Oberflache
durchgefiihrt werden. Dazu wurden die in Kapitel 3.2 diskutierten Bedingungen
verwendet (Schema 7).

AnschlieBend wurde der Erfolg der Nitreninsertion erneut mittels
XP-Spektroskopie untersucht. Ein Ubersichtsspektrum einer derart behandelten
PMP-Membran ist in Abbildung 22 gezeigt.

Besonders charakteristisch fur die erfolgte Reaktion war das Auftreten der Fls-
Bande, die eindeutig dem Tetrafluoroaromaten des Linkers zuzuordnen war, da nach
der Plasma-Behandlung kein Fluor auf der Oberflache nachzuweisen war.2#®® Eine
Hochauflésung dieses Peaks zeigte dabei den Verlauf, der sich durch eine Gauss
Glockenkurve mit einem Maximum bei Eyn. = 562 eV (BE 691 eV) beschreiben lasst
(Abbildung 23). Da ausschlie3lich arylisches Fluor auf der Polymeroberflache
gebunden war, traten keine Nebenmaxima auf. Eine Integration ergab ein Fluor zu
Kohlenstoff Verhéltnis von 1.61. Unter Vernachlassigung der Tatsache, dass der
Linker das Polymergrundgertist Uberdeckt und unter Berlcksichtigung der
zusatzlichen Kohlenstoffatome des Linkers ergibt sich dadurch eine Derivatisierung

von etwa jeder finften Monomereinheit des PMPs.

8 3. F Moulder, W. F. Strickle, P. E, Sobol, K. Bomben, J. Chastain (editor) Handbook of photoelectron
spectroscopy 2" Edn; Perkin-Elmer Corporation (Physical Electronics), Minnesota 1992.
8B A M. Ferraria, J. Dias Lopes da Silva, A. M. Botelho do Rego, Polymer J. 2003, 44, 7241-7249.
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Abbildung 22 : XP-Gesamtspektrum von PMP nach Formiergasplasma-Behandlung und
Linkerinsertion; Pass-Energie: 100 eV.
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Abbildung 23 : XPS-Hochauflésung des Fluorpeaks nach Formiergasplasma-Behandlung und
Linkerinsertion; Pass-Energie: 150 eV.
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Ein weiterer Hinweis auf eine erfolgte Nitreninsertion ist der im Vergleich zu der
nur Plasma-behandelten Oberflache gestiegene Stickstoffanteil. Das Kohlenstoff zu
Stickstoff-Verhaltnis stieg von 55:1 auf 35:1. Dieser zusatzliche Stickstoff ist
wiederum durch den im insertierten Linker vorhandenen Stickstoff zu begrinden.
Eine Feinausspaltung des Stickstoffpeaks war nicht zu beobachten (Abbildung 24).

Abbildung 25 zeigt die XPS-Hochauflosung des Kohlenstoffpeaks nach der
Linkerinsertion. Der Kurvenverlauf zeigt zwei Maxima bei Exn. = 970 eV (BE 283 eV)
und Exn =969 eV (BE 284 eV). Die Verschiebung der kinetischen Energie im
Vergleich zu den bisher beschriebenen Spektren resultiert dabei aus der deutlich
gesenkten Pass-Energie und der ungenauen Kalibrierung des Spektrometers. Es
kann jedoch beobachtet werden, dass der Peak, der bei niedrigerer kinetischer
Energie auftaucht, nach der Nitreninsertion deutlich an Intensitdt zunahm. Dieser
lasst sich sowohl C-O Einfach- als auch Doppelbindungen zuzuordnen und ist damit
aufgrund der Carbonylgruppen im Linker ein weiteres Indiz fur die erfolgreiche

Nitreninsertion.
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Abbildung 24 : XPS-Hochauflésung des Stickstoffpeaks nach Formiergasplasma-Behandlung und
Linkerinsertion; Pass-Energie: 190 eV.
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Abbildung 25 : XPS-Hochauflésung des Kohlenstoffpeaks nach Formiergasplasma-Behandlung und
Linkerinsertion; Pass-Energie: 20 eV.

3.6 Weitere Analysen: Nitreninsertion

In Kapitel 3.5 wurde bereits mittels XP-Spektroskopie gezeigt, dass nach erfolgter
Plasma-Behandlung eine Funktionalisierung der PMP-Membranen durch
Nitreninsertion  durchgefiihrt werden konnte. Trotzdem sollten  weitere
Analysemethoden die chemische Funktionalisierung der Membran belegen. Zu
diesem Zweck wurden IR- und UV-Studien sowie eine Untersuchung mittels

Elementaranalyse durchgefuhrt.

Nachweis durch IR-Messung:
Die Nitreninsertion des Linkers PFPA-PEGi»>-NH, 23a wurde durch IR-

spektroskopische Messungen nachgewiesen. Abbildung 26 zeigt das IR-Spektrum

der in Linker getauchten PMP-Folien vor der Bestrahlung mit UV-Licht (blau) und
danach (rot). In dem Spektrum der nicht belichteten Folien ist deutlich die Azidbande
des Linkers bei 2125 nm zu erkennen. Diese ist nach der Reaktion nicht mehr zu
beobachten, sodass daraus geschlossen werden kann, dass das Azid wahrend der

UV-Reaktion vollstandig zum Nitren abreagiert hat. Die Carbonylbande des Linkers
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bei 1682 nm ist jedoch in beiden Spektren zu beobachten. Dies weist den Linker auf
der Oberflache nach.

0,95
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Abbildung 26 : IR-Spektrum von: blau: PMP nach Inkubation in PFPA-PEG;,-NH, 23a vor der UV-
Bestrahlung; rot: PMP nach Bestrahlung mit UV-Licht.

Nachweis durch Beobachtung der UV-Absorption des Linkers:
Durch Insertion von PFPA-PEGi,-NH, 23a in die PMP-Membran wurde ein

fluorierter Phenylring auf deren Oberflache aufgebracht. Dieser zeigt Absorption auf
einer UV-Platte mit Sperrfilter bei 512 nm (Abbildung 27links). Eine ebenso wie
Insertionsprodukt 27a behandelte PMP-Folie, die jedoch nicht mit UV-Licht bestrahlt
wurde, zeigt dagegen keine Absorption (Abbildung 27rechts).

Abbildung 27 : Links: PMP-PFPA-PEG,-NH, 27a; rechts: PMP, das in PFPA-PEG;,-NH, 23a quellen
gelassen und gesplilt, jedoch nicht belichtet wurde (MalRstab = 1 cm)
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Nachweis durch Elementaranalyse:

Im Gegensatz zu Linker 23a enthalt das Polymer PMP keinen Stickstoff. Dies
konnte durch Elementaranalyse nachgewiesen werden. Nach der Nitreninsertion von
23a in PMP wurde dagegen ein Stickstoffanteil von bis zu 0.028% gemessen.
Daraus folgt, das etwa jede 1800ste monomere Einheit des PMPs derivatisiert
wurde. Die Belegungsdichte auf der Oberflache lasst sich jedoch durch diese
Methode nicht quantifizieren, da die gesamte PMP-Membran, und nicht nur die

funktionalisierte Schicht, bei der Elementaranalyse untersucht wurde.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass durch alle im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Analysemethoden (Kapitel 3.5 und Kapitel 3.6) die Funktionalisierung
der PMP-Oberflache nachgewiesen werden konnte. Zusammengenommen ergab
sich ein qualitativer Nachweis der Nitreninsertion. Eine Quantifizierung konnte

dagegen aufgrund der polymeren Struktur des Substrats nur in Anséatzen erfolgen.

3.7 Kupplung eines Linkers flr Kupfer-katalysierte Ligation

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben und in Kapitel 3.5 und 3.6 nachgewiesen, wurden
PMP-Folien durch Nitreninsertion mit PFPA-PEG,-NH, 23a beziehungsweise
PFPA-PEG,-NH, 23b beschichtet. Um im letzten Schritt das biologisch aktive,
zyklische RGD-Peptid auf die Oberflache aufzubringen zu kénnen, musste zunachst
ein Linker gekoppelt werden. Dieser sollte das Verbindungsglied zwischen
PEG-spacer und RGD-Peptid darstellen. Da die Anbindung des
Azid-funktionalisierten RGD-Peptids durch eine 1,3-dipolare Zykloaddition erfolgen
sollte, musste der verbindende Linker eine Alkin-Funktionalitat tragen (vergl.Schema
4).

Als mogliche Linker wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei verschiedene
Verbindungen untersucht. Zum einen sollte der Carboxylterminus von
2-Acetylamino-pent-4-ylsaure 18 unter klassischen Peptidkupplungsbedingungen an
das freie Amin des PEG-spacers gekuppelt werden (Schema 8). Zum anderen sollte
5-1sothiocyanato-1-pentin 29 an das Polymer gebunden werden, indem das freie
Amin des PEG-spacers nukleophil das Isothiocyanat des Linkers angreift.
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Schema 8: Kupplung von PMP-PFPA-PEG;,-NH, 27a bzw. PMP-PFPA-PEG,-NH, 27b mit
2-Acetylamino-pent-4-ylsaure 18 bzw. 5-Isothiocyanato-1-pentin 29.

2-Acetylamino-4-pentylsdure 18 wurde nach einer Vorschrift von BREA et al. aus
Diethylacetamidomaleat 31 (Schema 9) hergestellt.** Dabei wurde mit KOtBu
Diethylacetamidomaleat zunachst in a-Position deprotoniert und anschlieBend mit
Propargylbromid zu dem Zwischenprodukt 32 umgesetzt. Zuletzt wurde unter
basischen Bedingungen hydrolysiert und sauer decarboxyliert, sodass 1-Acetamino-

4-pentylséaure 18 in einer Ausbeute von 48% erhalten wurde.

A A,/ 7
07 “NH o NH// . o A~
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Schema 9: Synthese von 2-Acetylamino-4-pentylsdure 18 nach BREA et al.® a) 1) KOtBu, Dioxan,
60 C, 2.5 h, 2) Propargylbromid, Rickfluss, 48 h, 42%, 1) 10% NaOH, Rickfluss, 5h, 2) 6 M HCI,
Ruckfluss, 5 h, 48%

#R.J. Brea, M. P. L6pez-Deber, L. Castedo und J. R. Granja, J. Org. Chem. 2006, 71, 7870-7873.
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5-Isothiocyanato-1-pentin 29 wurde nach einer Vorschrift von L’'ABBE et al.
synthetisiert (Schema 10).% Dafiir wurde zunachst 5-Chloro-1-pentin 33 in das
korrespondierende Phthalimid in einer Ausbeute von 92% Uberfuhrt. Anschlieend
wurde in einer GABRIEL-Reaktion 4-Pentinamin 35 freigesetzt. Die geringe Ausbeute
von 34% ist dabei auf die hohe Flichtigkeit des Produkts zurtckzufiihren.
Isothiocyanat 29 konnte im Folgenden in einer Ausbeute von 83% durch Zusatz von

Thiophosgen erhalten werden.

35 29
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Schema 10: Synthese von 5-Isothiocyanato-1-pentin 29 nach L'ABBE et al.® a) Kaliumphthalimid, KI,
DMF, 100 C, 6 h, 92%, b) NH ,NH,, EtOH, RT, 12 h, 34%, c) CSCl,, NEt;, RT, 12 h, 83%.

Um die in Schema 8 dargestellte Kupplung zwischen
PMP-PFPA-PEG1,-NH; 27a  oder PFPA-PEG,-NH; 27b und den Bausteinen
2-Acetylamino-pent-4-ylsaure 18 beziehungsweise 5-Isothiocyanato-1-pentin 29 zu
untersuchen, wurden zunadchst Modellreaktionen mit PFPA-PEG;,-NH, 23a
durchgefiihrt (Schema 11). Da bei dieser Reaktion kein polymeres Substrat
verwendet wurde, konnte der Erfolg der Reaktion mit klassischen Analysemethoden
wie NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie Uberprift werden. Es konnte
gezeigt werden, dass sich PFPA-PEG,-NH, 23a und
2-Acetylamino-pent-4-ylsaure 18 in einer Ausbeute von 61% unter Zugabe der
klassischen Peptidkupplungsreagenzien N-Hydroxysuccinimid, Dicyclocarbodiimid
(DCC) und HUNIG-Base (DIPEA) kuppeln lieRen. Der Thioharnstoff 37 konnte aus
PFPA-PEG:2-NH, 23a und 5-Isothiocyanato-1-pentin 29 in einer Ausbeute von 86%
erhalten werden.

Nachdem die Kupplung der Bausteine an den Polyethylenglycollinker in
moderaten bis guten Ausbeuten durchgeftihrt werden konnte, wurden die Ergebnisse
der Modellreaktion auf das Polymer udbertragen. Die in Schema 8 gezeigten
Reaktionen wurden unter den in Schema 11 beschriebenen Bedingungen

durchgefuhrt.

8 G. L’abbé, S. Leurs, I. Sannen, W. Dehaen, Tetrahedron 1993, 49, 4439-4446.
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Schema 11: Modellreaktionen zur Kupplung von PMP-PFPA-PEGi,-NH, 27a  bzw.
PMP-PFPA-PEG,-NH, 27b mit 2-Acetylamino-pent-4-ylsdure 18 bzw. 5-Isothiocyanato-1-pentin 29
anhand von Linker PFPA-PEG;,-NH, 23a mit den jeweiligen Bausteinen.

3.8 Kupfer-katalysierte, 1,3-dipolare Zykloaddition  en

In den Kapiteln 3.1-3.7 wurden die Plasma-Behandlung, die Nitreninsertion sowie die
Funktionalisierung von PMP mit verschiedenen, alkinhaltigen Linkern gezeigt. Im
nachsten Schritt sollte das zyklische, Azid-funktionalisierte RGD-Peptid,
c[RGDfK(N3)] 13, mittels ,Klick“-Chemie an die Oberflache gekuppelt werden. Da das
RGD-Peptid jedoch chemisch nicht auf der Oberflache nachzuweisen ist, wurde
stattdessen die Modellsubstanz Azidofluorescein 38 verwendet, welche durch
UV-Spektroskopie eindeutig nachzuweisen sein sollte.

Zunachst wurde erneut eine Modellreaktion durchgefuhrt, um die
Reaktionsbedingungen fir die nachfolgende Reaktion am Polymer zu untersuchen.
Zu diesem Zweck wurde eine Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Zykloaddition
zwischen Azidofluorescein 38 und 2-Acetylamino-4-pentylsaure 18 durchgefihrt

(Schema 12). Triazol 39 wurde dabei in einer Ausbeute von 72% erhalten.
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N=N 39

Schema 12: 1,3-Dipolare Zykloaddition zwischen Azidofluorescein 38 und 2-Acetylamino-4-
pentylsaure 18. a) 18, Cul, DIPEA, MeOH, RT, 24 h, 72%.

Azidofluorescein 38 wurde in einer Ausbeute von 58% nach einer Vorschrift von
RoTMAN et al. dargestellt (Schema 13).*® Dazu wurde 5-Aminofluorescein 40 mit
Amylnitrit unter sauren Bedingungen in sein Diazoniumsalz Uberfuhrt, welches durch

Natriumazidzugabe zu Azidofluorescein 38 reagierte.

HO 0] OH HO
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Schema 13: Synthese von Azidofluorescein 38. a) i) Amylnitrit, H,SO4, DMF/H,O, 0 T, 30 min, ii)
NaNz, 0 T, 45 min, 58%.

Da im Folgenden Fluorescein auf die PMP Oberflache aufgebracht und mittels
UV-Absorption qualitativ nachgewiesen beziehungsweise quantifiziert werden sollte,
wurde Azidofluorescein 38 in einer Konzentration von 10 pM in Methanol im Bereich
der UV-Absorption des Fluoresceins zwischen 400 und 600 nm vermessen
(Abbildung 28; durchgezogene Linie). Absorptionsmaxima von 38 waren bei 457 und
481 nm zu beobachten. Das Auftreten von zwei Maxima ist damit zu erklaren, dass
Fluorescein als Gleichgewicht zweier, isomerer Formen vorliegt. Zum einen liegt es
in einer laktonisierten Form 38a (Maximum bei 481 nm) zum anderen als
offenkettiges, anionisches Isomer 38b (Maximum bei 457 nm) vor (Schema 14).%"

Das ,Klick*-Produkt 39 (Schema 12) zeigte dagegen eine maximale Absorption
bei 498 nm (Abbildung 28; gestrichelte Linie). Dies ist damit zu begrinden, dass

8 A. Rotman, J. Heldman, Biochemistry, 1981, 20, 5995-5999.
87\, zanker, W. Peter, Chem. Ber. 1958, 9, 572-80.
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Kupfer aus der ,Klick“-Reaktion an das m=System des Fluoresceins koordinierte und
so eine Bandenverschiebung um 17 nm zu langeren Wellenlangen verursachte.
Nach Zugabe von EDTA zeigte Zykloadditionsprodukt 39 die gleichen Maxima in der
UV-Absorption wie zuvor Azidofluorescein 38 (Abbildung 28; gepunktete Linie).
EDTA fungierte dabei als starkerer Komplexbildner fir das Kupfer im Vergleich zum

Fluorescein, sodass der Chromophor frei vorlag.
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Abbildung 28 : Durchgezogene Linie: Absorption von Azidofluorescein 38 (c = 10 mM in Methanol);
gestrichelte  Linie:  ,Klick“-Produkt 39 mit Spuren von  Kupfer; gepunktete Linie:
Zykloadditionsproduktprodukt 39 nach EDTA-Zugabe.

{3
O

N3

38a
Schema 14 : Isomere Formen des Azidofluoresceins 38.

AnschlieBend wurde die in Schema 12 gezeigte 1,3-dipolare Zykloaddition auf
das Polymer Ubertragen. Dazu wurden insgesamt vier verschieden funktionalisierte
Polymere eingesetzt, die sich entweder in der Ladnge der Polyethylenglycollinkers
oder in der Art des gekuppelten Alkinbausteins unterschieden (Schema 15). Bei allen

Reaktionen wurde dabei Kupferiodid als Katalysator eingesetzt.
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Schema 15: 1,3-dipolare Zykloaddition zwischen Azidofluorescein 38 und den Polymer-gebundenen
Alkinen 28a, 28b, 30a und 30b. a) R*-N338, Cul, DIPEA, MeOH, RT, 24 h.

Im nachsten Schritt wurde exemplarisch das Polymer-gebundene
Zykloadditionsprodukt 41a  UV-spektrometrisch  untersucht  (Abbildung  29;
gestrichelte Linie). Um den Erfolg der Plasmachemie erneut zu tberprtfen, wurden
zunachst PMP-Membranen verwendet, die nicht durch Plasma-Behandlung sondern
ausschlief3lich durch Nitreninsertion, Linkerkupplung und Fluoresceinanbindung
funktionalisiert wurden. Der Kurvenverlauf der Absorption von Azidofluorescein 38
wird zum Vergleich durch die gestrichelte Linie in Abbildung 29 dargestellt. Nach
Behandlung der PMP-Membran auf oben beschriebene Weise konnte kein
Fluorescein auf der Oberflache nachgewiesen werden. Eine Funktionalisierung fand

folglich nicht oder nur in sehr geringem Mal3e statt.
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Abbildung 29 : durchgezogene Linie: Absorption von Azidofluorescein 38; gestrichelte Linie:
Zykloadditionsprodukt 41a.

Daraufhin wurde die unbehandelte PMP-Folie als Ausgangsmaterial fir die
chemische Funktionalisierung durch eine mit Formiergasplasma-behandelte
PMP-Folie ersetzt. Die Behandlung der PMP-Oberflache mit Formiergas hatte eine
Steigerung der Hydrophilie zur Folge, die eine chemische Funktionalisierung in
polaren, organischen Losungsmitteln erlaubte (vergl. Kapitel 3.4).

AnschlieBend wurde mit den Folien ebenso verfahren wie bereits beschrieben
(Schema 15). Die UV-Absorption im Bereich von 400 bis 600 nm der verschieden
behandelten PMP-Derivate wird in Abbildung 30 gezeigt. Bei den mit Formiergas
vorbehandelten Folien war deutlich die Kupplung des Fluoresceins an die PMP-
Oberflache nachweisbar (PMP-Derivat 41a und 41b, Abbildung 30; durchgezogene
und gestrichelte Linie). Der Unterschied in der Absorption der beiden Derivate mit
verschiedenen Linkerlangen liegt dabei jedoch im Bereich der Messungenauigkeit.

Im Vergleich zu 41a und 41b zeigte PMP Derivat 28a vor der ,Klick“-Reaktion
mit Fluorescein keine Absorption (Punkt-Strich Linie). Dadurch konnte gezeigt
werden, dass das bei den PMP-Derivaten 4la und 41b beobachtete
Absorptionsmaximum tatsachlich dem gebundenen Fluorescein zuzuordnen ist und

nicht auf frihere Modifizierungen zurlckzuftihren ist.
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Abbildung 30 : UV-Absorptionen der PMP-Derivate 4l1a und 41b, hergestellt aus
Plasma-vorbehandelten PMP-Folien; gestrichelte Linie: Zykloadditionsprodukt 41a; durchgezogene
Linie: Zykloadditionsprodukt 41b; gepunktete Linie: Negativprobe des ,Klick“-Versuches; Punkt-Strich
Linie: PMP-Derivat 28a vor ,Klick“-Reaktion.

Des Weiteren wurde ein Blindversuch durchgefiihrt (Abbildung 30; gepunktete
Linie). Hierzu wurde eine Plasma-vorbehandelte Folie in eine Ldsung von
Fluorescein in Methanol getaucht, um die Menge an physisorbiertem Fluorescein auf
der Oberflache zu bestimmen. Aufgrund der fehlenden Alkinfunktionalitdt konnte
jedoch keine ,Klick“-Reaktion erfolgen. Nachdem die Oberflache analog zu den
bisher diskutieren Oberflachen gespilt worden war, konnte kein Maximum im
Absorptionsbereich des Fluoresceins beobachtet werden. Durch diesen Blindversuch
konnte gezeigt werden, dass kein Fluorescein adhasiv an der PMP-Membran
anhaftete und die bei 4la und 41b gezeigte Absorption bei 490 nm auf eine
kovalente Anbindung des Fluoresceins zurtickzuftihren war.

Ein Vergleich zwischen den Absorptionsspektren von 41a und 41b mit dem der
Modell-, Klick“-Reaktion aus Abbildung 28 zeigte jedoch erneut eine Verschiebung
des Absorptionsmaximums zu hoheren Wellenlangen (490 nm). Dies legte die
Vermutung nahe, dass das auf der Oberflache gebundene Fluorescein erneut einen
Komplex mit Kupfer ausbildete. Um das anhaftende Kupfer zu entfernen wurde die

Oberflache von Zykloadditionsprodukt 4la intensiv mit wassriger EDTA-L6sung
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gespult. Es konnte jedoch keine Bandenverschiebung in Richtung geringerer
Wellenlangen beobachtet werden. Dies ist vermutlich darauf zurtckzuftihren, dass

das Kupfer sehr fest an die Oberflache koordinierte oder sterisch abgeschirmt wurde.
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3.9 RGD-Anbindung und biologische Evaluation

In den Kapiteln 3.2 bis 3.8 wurde bereits ausfuhrlich die Funktionalisierung der
PMP-Membranen beschrieben und diskutiert. Schema 16 zeigt eine Ubersicht tiber
die bisher durchgefuhrte Oberflachenchemie zu dem PMP-Derivaten 28a, 28b, 30a
und 30b, sowie die Kupplung des RGD-Peptides c[RGDfK(N3)] 13 durch eine
Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Zykloaddition.

o) N\/\fo/\%o NH,
F F X
a F—.
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0 Né/\ )/VNHZ F F
15 07y NH
F F I
X=1023a -R
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Schema 16: Ubersicht der Funktionalisierung der PMP-Membran mit RGD. a) 1) Formiergasplasma-
behandlung 2) dip coating mit 23a oder 23b in MeOH, 3) UV, RT, 3 h, 0.02 mbar, b) NHS, DCC,
DIPEA, DMF, RT, 12 h, c¢) Cul, H,O, c[RGDfK(N3)] 13 RT, 3 d, d) DIPEA, CH.Cl,, RT, 3 d.
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Nach einer Formiergasplasma-Vorbehandlung erfolgte die Nitreninsertion von
Linker 23a oder 23b. Im nachsten Schritt wurden zwei verschiedene Bausteine 18
oder 29 aufgebracht, deren Alkinfunktionalitat in einer Kupfer-katalysierten,
1,3-dipolaren Zykloaddition mit zyklischem RGD Peptid weiter umgesetzt werden
sollten. Diese Reaktion wurde bereits mit Azidofluorescein 38 als Modellsubstanz
durchgefuhrt (Kapitel 3.8) und nun auf c[RGDfK(N3)] 13 tbertragen (Schema 16).

Die PMP-Derivate 43a, 43b, 44a und 44b wurden im Folgenden durch
Besiedlung mit humanen Endothelzellen aus Nabelschnurblut untersucht.®® Die
Isolierung und Aufbereitung erfolgte wie von Hess et al. zuvor beschrieben.™®
AnschlieRend wurden die Zellen auf etwa 6 cm? groRRe Stiicke der PMP-Membran in
einer Dichte von 3.5x10* Zellen/cm?® aufgebracht und nach zwei Tagen mit
Calcein-Acetomethylester gefarbt. Die Adharenz und das Wachstum der Zellen
wurde mittels Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Als Negativkontrolle wurden
unbeschichtete PMP-Folien verwendet, auf denen keinerlei Zellwachstum zu
beobachten war (nicht gezeigt). Als Standard wurden Zellen auf Heparin/Albumin
getrankten Oberflachen kultiviert, welche derzeit industriell eingesetzt werden
(Abbildung 31a).

Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse der biologischen Evaluation der PMP-Folien
hergestellt nach Weg 1 (Schema 16). In Abbildung 31b ist der Zellbewuchs nach der
Formiergasplasma-Behandlung zu erkennen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Menge an adharierten Zellen etwa der der Heparin/Albumin-Beschichtung entsprach.
Dies ist vermutlich auf eine gestiegene Hydrophilie verglichen mit der unbehandelten
Membran zuriickzufiihren.®® Jedoch kénnen lediglich Plasma-behandelte Folien nicht
in Oxygenatoren angewendet werden, da die Oberflache mit der Zeit altert und die
Hydrophilie abnimmt. Dieser aging effect ist hauptséchlich auf einen Entropie-
getriebenen Prozess zuriickzufuhren, bei dem die durch die Plasma-Behandlung
erzeugten, polaren Gruppen in das Material einsinken.®® Das Abnehmen der
Hydrophilie liel3 sich durch wiederholte Messung des Kontaktwinkels nach
Plasma-Behandlung visualisieren (Tabelle 4). Es konnte beobachtet werden, dass
der Kontaktwinkel zunachst durch die Plasma-Behandlung von 107° auf 46.1° sank
(vergl. Kapitel 3.4.2), dann aber innerhalb von zwei Monaten wieder auf 74.7°

% Die biologischen Examinationen der PMP Folien wurde von Dr. rer. physiol C. Hess durchgefiihrt, Medizinische
Hochschule Hannover; Leibniz Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und kiinstliche Organe, Carl-Neuberg-
Str. 1, 30625 Hannover.

K. s. Siow, L. Britcher, S. Kumar, H.J. Griesser, Plasma Proc. Polym. 2006, 3, 392-418.
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anstieg. Alternde Oberflachen konnen jedoch in der Medizintechnik nicht

angewendet werden, da eine gleichbleibende Qualitdt des Produkts nicht garantiert
werden kann.

Abbildung 31 : Bewuchs von PMP-Derivaten hergestellt nach Weg 1 (Schema 16) mit Endothelzellen
(MaRstab entspricht 500 um): a) Kontrolle; PMP mit Heparin/Albumin-Beschichtung; b) PMP nach
Formiergasplasma-Behandlung; C) PMP nach Formiergasplasma-Behandlung und
PFPA-PEG;,-NH, 23a-Insertion; d) PMP nach Formiergasplasma-Behandlung,
PFPA-PEG;,-NH, 23a-Insertion und Kupplung von Baustein 18; €) PMP nach Formiergasplasma-
Behandlung, PFPA-PEG;,-NH, 23a--Insertion, Kupplung von Baustein 18 und RGD-Anbindung.®®
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Tabelle 4 : Kontaktwinkel von PMP vor uns nach Formiergasplasma-Behandlung.

PMP-Derivat Kontaktwinkel Streuung
PMP ohne Formiergasplasma-Behandlung 107° 1.15
1 Tag nach Formiergasplasma-Behandlung 46.1 6.5°
1 Woche nach Formiergasplasma-Behandlung 69.4° 5.2°
2 Monate nach Formiergasplasma-Behandlung 74.7° 1.7

Nachdem die Formiergasplasma-behandelte Oberflache einen dichten Bewuchs
mit Endothelzellen aufwies, wurden auch die PMP Derivate 27a, 28a und 43a
biologisch evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass nach der Insertion von
PFPA-PEG1,-NH;, 23a die Menge an adhéarenten Zellen deutlich reduziert wurde
(Abbildung 31c). Ein weiterer Riuckgang zeigte sich nach Anbindung des
alkinhaltigen Bausteins (Abbildung 31d).

Zudem wurde der Einfluss des durch die ,Klick“-Reaktion angebrachten
RGD-Peptids untersucht (Abbildung 31e). Es konnte jedoch nur eine geringe
Zunahme des Zellbewuchses beobachtet werden. Die Menge der adharierten Zellen
zeigte sich als nahezu konstant verglichen mit der RGD-freien PMP-Folie 28a.

AulRerdem wurden die anderen RGD-haltigen PMP-Derivate, die nach Schema
16 Weg 1 und Weg 2 hergestellt wurden, biologisch untersucht (Abbildung 32). Diese
Oberflachen unterschieden sich von den in Abbildung 31 gezeigten durch die
Verwendung eines langeren Linkers beziehungsweise die Anbindung des anderen,
alkinhaltigen Linker-Bausteins 29. Die Zellen aus Abbildung 32 wurden jedoch nicht
gefarbt, sondern ausschlie3lich mikroskopisch untersucht. Die Isolierung und
Aussiedlung der Zellen erfolgte allerdings wie zuvor beschrieben.

Zum besseren Vergleich wurde PMP-Derivat 43a noch einmal dargestellt
(Abbildung 32a). Es liel3 sich jedoch beobachten, dass die Wahl des verwendeten
Bausteins (Abbildung 32 b) keinen Einfluss auf die Menge an adharierten
Endothelzellen hatte. GleichermalRen verhielt es sich mit der Verwendung eines
langeren PEG-Linkers, der den RGD-Peptiden mehr konformationelle Freiheit
gewahren und somit eine Integrinbindung erleichtern sollte (Abbildung 32c). Die
Kombination aus langerem PEG-Linker und Baustein 29 fuhrte ebenfalls zu

unbefriedigenden Ergebnissen (Abbildung 32d).



Kovalente Funktionalisierung von Polymethylpenten mit RGD-Peptiden 71

Abbildung 32 : Bewuchs von PMP-Derivaten hergestellt nach Schema 16, Weg 1 bzw. 2 mit
Endothelzellen; alle nach Formiergasplasma-Behandlung, PFPA-PEG;,-NH, 23a-Insertion; a) und
PFPA-PEG,,-NH, 23a-Insertion, Anbindung von Baustein 18 und RGD; b) und PFPA-PEG;,-NH, 23a-
Insertion, Anbindung von Baustein 29 und RGD; c) und PFPA-PEG,-NH, 23b-Insertion, Anbindung
von B;%ustein 18 und RGD d) und PFPA-PEG,-NH, 23b-Insertion, Anbindung von Baustein 29 und
RGD.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Anbindung von RGD-Peptiden tber
die in Schema 16 gezeigte Reaktionsfolge nicht zu der erhoffen Steigerung an

adherierten Endothelzellen auf der PMP-Membranen fihrte.
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3.10 Kupfer-freie 1,3-dipolare Zykloaddition

Da die in Kapitel 3.9 beschriebene, Kupfer-katalysierte Ligation von azid-
funktionalisierten Substraten an PMP nur zu unbefriedigenden biologischen
Ergebnissen fiihrte, sollte alternativ eine Kupfer-freie Ligation untersucht werden.
Indem auf das zelltoxisches Kupfer verzichtet wurde, sollte eine hdhere
Vertraglichkeit der in der medizinisch verwendeten Polymere erreicht werden.®
Dieses ist von besonderer Bedeutung, da sich das in der 1,3-dipolaren Zykloaddition
eingesetzte Kupfer nicht vollstandig von der Oberflache entfernen lie3 (vergl.
Abbildung 30). Daher wurde als Kupfer-freie Variante die von RUTJES et al.
entwickelte Oxanorbornadien-Azid-Ligationsstrategie verwendet.”* Bei
Oxanorbornadien 45 handelt es sich um ein besonders aktives Alkinderivat, das bei
Azid-Zugabe ohne weitere Katalyse zum Triazol reagiert. Diese Ligation erfolgt Uber
eine 1,3-Zykloaddition/retro-DIELS-ALDER Kaskade (Schema 17). Die HUISGEN-
Reaktion lauft dabei ohne weitere Energiezufuhr ab, da durch die hohe
Ringspannung und die starke Elektronenarmut des 1,3-Dienophils dessen Energie
des LUMOs stark herabgesetzt ist.

Der Mechanismus wurde von RUTJES et al. bereits eingehend untersucht und
beschrieben.”> Es konnte beobachtet werden, dass nach Zusammenfiigen von
Oxanorbornadien 45 und Azid 46 zwei diastereomere Triazole 48 und 50 gebildet
wurden. Daher wurden zwei Ubergangszustande 47 und 49 postuliert, die sich in der
Regiochemie der 1,3-dipolaren Zykloaddition unterschieden. Triazol 50 wurde dabei
etwa in einem Uberschuss von 1.5:1 gebildet.

Zudem konnte eine Nebenreaktion zu Triazol 52 und dem substituierten Furan
53 beobachtet werden. In diesem Fall erfolgte der Angriff des Azids auf die
elektronisch unginstigere, aber sterisch weniger anspruchsvolle Doppelbindung des
Oxanorbornadiensystems. Abhangig von der Sperrigkeit der Substituenten und dem
verwendeten Losungsmittel lag der Anteil dieser Nebenreaktion zwischen drei und
16%.

% a) Y. Ogra, J. Health Sci. 2011, 57, 385-396, b) C. J. Lin, H. C. Huang, Z. F. Jiang, Brain Res. Bull. 2010, 82,
235-242.

1 3) S. S. van Berkel, A. J. Dirks, M. F. Debets, F. L. van Delft, J. J. L. M. Cornelissen, R. J. M. Nolte, F. P. J. T.
Rutjes, ChemBioChem 2007, 8, 1504-1508; b) S. S. van Berkel, A. J. Dirks, S. A. Meeuwissen, D. L. L. Pingen,
O. C. Boerman, P. Laverman, F. L. van Delft, J. J. L. M. Cornelissen, F. P. J. T. Rutjes, ChemBioChem 2008, 9,
1805-1815; c) B. H. M. Kuijpers, S. G. Groothuys, A. C. Soede, P. Laverman, O. C. Boerman, F. L. van Delft, F.
P.J. T. Rutjes, Bioconjugate Chem. 2007, 18, 1847-1854.
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46

R, R? = alkylische ResteJ

Schema 17 : Mechanismus der Kupfer-freien Ligation nach RUTJES et al.”

Die Synthese des Oxanorbornadiensystems 61 fir die Kupfer-freie ,Klick*-
Chemie beruht auf den Arbeiten von RUTJES et al. und wurde anschliel3end von Su et
al. modifiziert (Schema 18).91.92.93 Dabei wurde zunachst
Bromessigsaureethylester 54 in das entsprechende Triphenylphosphoniumsalz 55
Uberfahrt. AnschlieRend wurde 55 mit Trifluoracetanhydrid umgesetzt. Nach der
Pyrolyse konnte Alkin 57 erhalten werden. Aufgrund dessen Instabilitat, wurde sofort
eine DIELS-ALDER Reaktion mit Furan durchgefuhrt. Nach Verseifung des
Ethylesters 58 wurde Oxanorbornadien 59 erhalten. Die S&aurefunktion sollte im
Folgenden zur Anbindung eines Substrats wie zum Beispiel der PMP-Membran
dienen. Da diese jedoch durch das Oxanorbornadiensystem sterisch abgeschirmt
werden konnte, wurde die Saure durch Kupplung mit S-Alanin-Methylester verlangert.

Nach erneuter Verseifung konnte so Oxanorbornadien 61 erhalten werden.

%2y, Su, C. Kasper, A. Kirschning, G. Drager, S. Berski, Macromol. Biosci. 2010, 10, 1028-1033.
% Die Oxanorbornadiene 59 und 61 wurden freundlicherweise bereitgestellt von A. KRAUSE und Dr. Y.
Su.



Kovalente Funktionalisierung von Polymethylpenten mit RGD-Peptiden 74

0 o O ,— ? g c 0
Br\)J\O/\ L EL3P@4>;O _b, Ph,P o — 50%{0
3
54 55 O 56 57 _\

Q Q o o
Z CF g £ CF f 7 7
Y 3, < Y 3y o CFs _ e —CF,
o H/\AOH o H/\)J\O/ 07 0N 0PN
61 60 59 58

Schema 18: Synthese von Oxanorbornadien 61. a) PPhs, Kl, Toluol, RT, 48 h, 99%, b) NEts,
Trifluoracetanhydrid, THF, 0 C, 1.5 h, 99%, c) 180-230 C, 83%, d) Furan, 60 T (mw), 30 min, 78%,
e) LiOH, THF/H,0, 0 C, 30 min, 90%, f) B-Alanin Methylester, DMAP, EDC, CH,Cl,, RT, 12 h, 38%, f)
LiOH, THF/H,0, 0 C, 2 h, 87%.

Oxanorbornadien 61 sollte analog zu dem in Kapitel 3.7 beschriebenen
Baustein 18 durch Standard-Carbodiimid-Chemie an das PMP-Derivat 27a gebunden
werden (Schema 19). Die Synthese wurde bereits in den vorangegangenen Kapiteln

ausfuhrlich diskutiert und in Schema 16 zusammengefasst.
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Schema 19: Funktionalisierung von PMP mit RGD-Peptiden uber Kupfer-freie 1,3-dipolare
Zykloaddition.



Kovalente Funktionalisierung von Polymethylpenten mit RGD-Peptiden 75

Da die Erfahrungen der Kupfer-katalysierten Route bereits gezeigt hatten, dass
nur geringe Unterschiede zwischen den PEG-spacern mit verschiedenen Langen zu
erwarten sind, wurde im Rahmen dieser Untersuchung ausschlieflich
PMP-Derivat 27a mit dem kirzeren Linker zur weiteren Funktionalisierung
verwendet. Zur Untersuchung der Reaktionsbedingungen fir die Carbodiimid-
Chemie und der Kupfer-freien 1,3-dipolaren Zykloaddition wurden erneut
Modellreaktionen durchgefuhrt. Eine Reaktion von PFPA-PEG;»>-NH;23a mit
Oxanorbornadien 61 fihrte in einer Ausbeute von 60% zu Kupplungsprodukt 64
(Schema 20).

Die Kupfer-freie ,Klick*-Chemie wurde am Beispiel von Oxanorbornadien 61 und
5-Azidopentansaure 65 durchgefuhrt (Schema 21). Es konnten beide Regioisomere
66a und 66b erhalten werden. Die Stereokontrolle der Reaktion spielt allerdings fur
die Reaktion am Polymer keine Rolle, da lediglich ein Ligation von RGD-Peptid und
Polymer erzielt werden sollte.
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Schema 20: Modellreaktion: Kupplung von PFPA-PEG;,-NH, 23a mit Oxanorbornadien 61. a) NHS,
DCC, DIPEA, DMF, RT, 12 h, 60%.
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Schema 21: Modellreaktion: Kupfer-freie Ligation von Oxanorbornadien 59 mit 5-Azidopentansaure
65. a) MeOH, RT, 12 h.
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Anschlieend wurden die Reaktionsbedingungen auf das Polymer Ubertragen
(Schema 19). Dabei wurden zwei Anderungen vorgenommen. Zum einen wurde die
Reaktionszeit auf je etwa drei Tage erhdht, da am Polymer eine sterische
Abschirmung der reaktiven Zentren und eine eingeschrankte Dynamik der Substrate
zu erwarten war. Aullerdem wurde die 1,3-dipolare Zykloaddition mit zyklischem
RGD-Peptid 13 aufgrund der verdnderten Polaritat im Vergleich mit der
Modellsubstanz 5-Azidopentanséure 65 in Wasser statt in Methanol durchefthrt.

Neben c[RGDfK(N3)] 13 wurde zudem in gleicher Weise Azidofluorescein 38 an
das Polymer gebunden, um den Erfolg der Kupfer-freien ,Klick*-Reaktion zu
untersuchen. Die Absorption der Fluorescein-beschichteten Folien wurde, wie in
Kapitel 3.8 beschrieben, UV-spektroskopisch untersucht (Abbildung 33). Es konnte
beobachtet werden, dass nach Kupfer-freier 1,3-dipolarer Zykloaddition Fluorescein
deutlich auf der Oberflache nachzuweisen war (Abbildung 33, durchgezogene Linie).
Vor der Reaktion konnte im Gegensatz dazu kein Absorptionsmaximum zwischen
400 und 600 nm detektiert werden (Abbildung 33, gepunktete Linie).

0,25 +

0,20

0,15 +

Absorption

0,10

0,05 +

0,00 . I . I : 7 ,
400 450 500 550 600

Wellenlange (nm)

Abbildung 33 : Durchgezogene Linie: Absorption von Zykloadditionsprodukt 63 (Cu-frei); gestrichelte
Linie: Absorption von Zykloadditionsprodukt 43a (Cu-katalysiert); gepunktete Linie: PMP-Derivat 62
vor ,Klick“-Reaktion.
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Ein Vergleich zwischen Kupfer-haltiger (Abbildung 33 bzw. Abbildung 30, gestrichelte
Linie) und Kupfer-freier ,Klick“-Chemie ergab nach Kupfer-freier Anbindung einen
etwa 11fach hoheren Wert. Dies lasst sich vermutlich darauf zurtickfihren, dass die
Kupfer-freie ,Klick“-Chemie am Polymer effektiver ablaufen kann, weil das fur die
Azid-Alkin-Chemie benotigte Kupfer moglicherweise nicht homogen in der
Reaktionslosung verteilt ist.

3.11 Biologische Evaluation der Kupfer-freien Ligat ion
Nachdem c[RGDfK(N3)] 13 mittels Kupfer-freier ,Klick“-Chemie nach Schema 19 auf
die PMP Membran aufgebracht war, wurden auch diese Oberflachen biologisch
evaluiert. Wie bereits in Kapitel 3.9 beschrieben, wurden zu diesem Zweck
Endothelzellen auf der Oberflache kultiviert.#°

Abbildung 34a zeigt dabei die Menge an Endothelzellen auf PMP-Derivat 62.%
Da dieses Polymer noch nicht mit RGD Peptiden funktionalisiert wurde, konnte auch
kaum Zellbewuchs beobachtet werden. Nach der Kupfer-freien ,Klick“-Chemie
konnte dagegen ein signifikanter Anstieg der Menge an Endothelzellen beobachtet

werden (Abbildung 34b). Es lie3 sich ein homogener Bewuchs feststellen.

b)

Abbildung 34 : Bewuchs von PMP-Derivaten hergestellt nach Schema 19 mit Endothelzellen

(MaRstab entspricht 500 um) a) PMP-Derivat 62 mit Linker fiir Cu-freie 1,3-dipolare Zykloaddition; b)
PMP-Derivat 63 nach Cu-freier RGD Anbindung.88

Vergleichend mit der Methode der Kupfer-katalysierten Klick“-Chemie
(Abbildung 31), zeichnete sich diese Synthesestrategie als deutlich effizienter aus.
Dies lasst sich zum einen mit der zelltoxischen Wirkung des Kupfers begrinden, die

maoglicherweise zur Apoptose der Endothelzellen flhrte. Zum anderen konnte auch
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gezeigt werden, dass die Kupfer-freie 1,3-dipolare Zykloaddition am Polymer mit
deutlich besseren Ausbeuten ablief (vergl. Abbildung 33).

Zur Quantifizierung der Zellen wurde die Intensitat der Fluoreszenz bei 385
beziehungsweise 535 nm bestimmt.2® Dabei diente die Heparin/Albumin beschichtete
Oberflache erneut als Referenz und wurde auf einen Wert von 100% gesetzt. Die
Intensitat der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten PMP-Folien wurde Uber acht
Messungen gemittelt (Abbildung 35). Die Ergebnisse der Quantifizierung bestatigten
erneut, dass die Kupfer-freie Ligation von RGD-Peptiden (Abbildung 35d) zur einer
Steigerung des Zellwuchses gegentber Derivat 62 ohne RGD (Abbildung 35c)
fuhrte. Die Menge an adharierten Zellen entspricht etwa dem des derzeitigen,
industriellen  Standard der Heparin/Albumin-beschichteten PMP-Membranen
(Abbildung 35a). Eine Untersuchung beziglich einer verbesserten Stabilitdt des in
dieser Arbeit vorgestellten Konstrukts unter Flussbedingungen ist derzeit in
Bearbeitung.
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Abbildung 35 : Quantifizierung der Endothelzellen auf verschiedenen PMP-Derivaten a) PMP mit
Heparin/Albumin Beschichtung (auf 100% gesetzt); b) PMP nach Formiergasplasma-Behandlung; c)
PMP-Derivat 27a nach Linkerinsertion; d) PMP-Derivat 63 nach Cu-freier RGD Anbindung.®

AnschlieRend wurde die Funktionalisierung der PMP-Folien mit RGD-Peptiden
auf die PMP-Hohlfasermatten (bertragen. Diese werden in den Oxygenatoren
standardmallig eingesetzt und entsprechen daher dem industriellen Standard. Die
Herausforderung lag dabei in der homogenen, chemischen Beschichtung des
dreidimensionalen Polymers. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch auf den

Hohlfasermatten nach Funktionalisierung mit RGD-Peptiden eine homogene
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Besiedlung mit Endothelzellen eintrat (Abbildung 36).%* Bereits nach 24 Stunden war

ein dichter Bewuchs zu beobachten, der auch nach 72 Stunden intakt war.

Abbildung 36 : Bewuchs von PMP-Hohlfasern hergestellt nach Schema 19 mit Endothelzellen; links:
PMP-Derivat 63 nach 24 Stunden, rechts: PMP-Derivat 63 nach 72 Stunden.*

% Die biologischen Examinationen der PMP-Hohlfasermatten wurde von Dr. med B. Wiegmann
durchgefiihrt, Medizinische Hochschule Hannover; Leibniz Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie

und kinstliche Organe, Carl-Neuberg-Str. 1, 30625 Hannover.
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3.12 XPS-Analyse der Kupfer-freien Ligation

Nachdem die biologische Evaluation der PMP-Membranen, die Uber Kupfer-freie
.Klick®-Chemie mit RGD Peptiden funktionalisiert wurden, zufriedenstellende
Ergebnisse geliefert hatte (Abbildung 34b), wurde die Oberflache erneut mit
XP-Spektroskopie charakterisiert.

Sowohl die Formiergasplasma-Behandlung als auch die Nitreninsertion wurden
bereits in den Kapiteln 3.4.2 und 3.5 diskutiert. PMP-Derivat 62, nach Anbindung von
Oxanorbornadien 61, wurde zudem XP-spektroskopisch untersucht. Aus diesen
Messungen konnten jedoch keine neuen Erkenntnisse gewonnen werden, da durch
die Anbindung von Oxanorbornadien 61 keine neuen Elemente auf die Oberflache
gebracht wurden. Daher sind die Analysen im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt.

Ein XP-Ubersichtsspektrum nach der 1,3-dipolaren Zykloaddition mit
RGD-Peptid 63 ist in Abbildung 37 gezeigt. Auf der Oberflache waren erneut
Kohlenstoff aus dem Polymerriickgrad sowie Sauerstoff, Stickstoff und Fluor aus den
verschiedenen chemischen Derivatisierungen nachzuweisen (vergl. Abbildung 22;

PMP nach Formiergasplasma-Behandlung und Linkerinsertion).
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Abbildung 37 : Gesamt XP-Spektrum von PMP-Derivat 63 nach Cu-freier ,Klick“-Chemie analog zu Schema 19 ;
Pass-Energie: 120 eV.
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Aufgrund einer neuen Kalibrierung des Messgerats nach den bis Kapitel 3.6
beschriebenen Untersuchungen, wurde bei der Analyse von PMP-Derivat 63 eine
Verschiebung der Wellenlange beobachtet. Diese Betrug 13.0 eV hin zu hdheren
kinetischen Energien, beziehungsweise zu tieferen Bindungsenergien. Dies ist
vermutlich auf die Nichtleiter-Eigenschaften des PMPs zurtickzufihren. Die Spektren
werden unkorrigiert gezeigt, die angegebenen Energiewerte wurden dagegen
korrigiert. Als Standard wurde dazu der C1s Kohlenstoffpeak auf Exi,. = 968.6 eV (BE
285 eV) kalibriert.

Eine Ubersicht tiber die gemessenen kinetischen und Bindungsenergien wird in
Tabelle 5 gezeigt. Ein Vergleich mit den Literaturwerten aus Tabelle 1 lieferte dabei
die Zuordnung der verschiedenen Substanzklassen. Es wurden die Cls, Ols, N1s
und F1s Elektronen untersucht. Die beiden Peaks bei Eyn = 641.4 eV und 891.7 eV
(BE 612.2 eV und 361.9 eV) wurden dabei nicht bertcksichtigt, da sie keinem
Element zuzuordnen waren. Dabei konnte es sich zum Beispiel um
AUGER-Elektronen handeln. Mdglicherweise handelt es sich jedoch auch um ghost
lines, die von einer Verschmutzung der Rontgenquelle stammen oder um shake-up
lines die entstehen sobald komplizierte elektronische Prozesse im Element

ablaufen.®?

Tabelle 5: Maxima der kinetischen- und Bindungsenergieen im XP-Spektrum von PMP-Derivat 63 nach
Cu-freier ,Klick“-Chemie bei Pass-Energie 120 und Vergleich mit Literaturwerten aus Tabelle 1.

Exin. [eV] BE [eV] Substanzklasse
Cls 968.6 285.0 C-H, C-C
967.3 286.3 C-N, C-O, C=N
964.5 289.1 N-CO-N, O-C-O, N-C=0, C=0
Ols 721.3 532.3 C-0, C=0
719.4 534.2 C=0-0
N1s 863.7 399.9 C-N
852.2 401.4 N-C=0, C=N, C=N
Fls 569.3 684.3 k.A.

566.7 686.9 CHF-CH>
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Eine Hochauflosung des Fluorpeaks ist in Abbildung 38 gezeigt. Es konnte ein
Peak mit zwei Maxima beobachtet werden, sodass darauf geschlossen werden kann,
dass Fluor in zwei verschiedenen Bindungsarten auf der Oberflache vorliegt. Dies
entspricht der erwarteten Struktur der beschichteten Oberflache. Zum einen ist
arylisches Fluor an dem Tetrafluoraromaten des PEG-spacers zu finden. Zum
anderen befindet sich eine CF3-Gruppe an dem neu formierten Triazolring, der tGber
die Kupfer-freie ,Klick“-Chemie eingefiihrt wurde. Durch das Auftreten zweier Peaks
unterscheidet sich das XP-Spektrum des Fluors somit deutlich von dem des
PMP-Derivats 27a nach der Linkerinsertion (Abbildung 23), bei dem nur ein
symmetrischer Peak zu beobachten war. Dieser Peak mit zwei Maxima war bereits
nach Linkeranbindung (PMP-Derivat 62) deutlich erkennbar (nicht gezeigt).

Ein genauer Vergleich der kinetischen Energien der Fluorpeaks mit
Literaturdaten konnte leider nicht erfolgen, da fluorhaltige, organische Proben selten
mittels XP-Spektroskopie analysiert werden.”® In eine Arbeit von FERRARIA et al.
wurde lediglich fir alkylisch gebundenes Fluor eine BE von 686.9 eV angegeben.®
Arylisches Fluor wurde nicht untersucht, F1s Elektronen in CF3;-Gruppen wurden

nicht von anderen Fluorbindugsarten unterschieden.

4800

4600 +

4400

Abs.

‘ ”‘\ H ||‘|‘\m My
‘ “lw ’” Hifrer

562

“ nl \

i Iy
ik

4000 +——r—F——F——7—7—
546 548 550 552 554 556 558 56

(eV)

k|n

Abbildung 38 : Hochauflosung des Fluorpeaks im XP-Spektrum von PMP-Derivat 63; Pass-Energie:
120 eV.

% http://srdata.nist.gov/xps/ (Zugriff: 25.11.2011).
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Leider konnte der korrespondierende Cls-Peak der CFs;-Gruppe nicht in der
Hochauflésung des Kohlenstoffpeaks beobachtet werden (Abbildung 39). Dieser
ware um BE 293.7 eV (Ekin. = 960 eV) zu erwarten gewesen. Da das Polymer PMP
jedoch hauptsachlich aus sp*-hybridisiertem Kohlenstoff besteht, ist die Intensitat des
Cls-Peaks der CHs-Gruppen im Vergleich zu nur einer CF3-Gruppe pro
Linkermolekul sehr grof3. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der Cls
Peak der CF3-Gruppe im Grundrauschen untergeht. Da die Analyse der
Hochauflésung von Sauerstoff- und Stickstoffpeak keine neuen Erkenntnisse lieferte,

werden diese Spektren nicht gezeigt.
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Abbildung 39 : Hochauflésung des Kohlenstoffpeaks im XP-Spektrum von PMP-Derivat 63; Pass-
Energie: 30 eV.
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3.13 Weitere Derivatisierungen

3.13.1 Azid Derivate

In den vorangegangenen Kapiteln wurde die Kupplung eines Alkin-funktionalisierten
Linkers an die PMP-Oberflache diskutiert, welcher im Folgenden mit Azid-
funktionalisierten, zyklischem RGD-Peptid durch ,Klick“-Reaktion verbunden wurde.
Neben diesen PMP-Derivaten sollten jedoch auch solche die mit einer
Azidfunktionalitat hergestellt werden. Derart modifizierte Oberflachen béten die
Mdoglichkeit, Alkin-funktionalisierte Naturstoffe an die Oberflache zu binden. Auf diese
Weise konnte, wie bei dem Ansatz der Anbindung von RGD-Peptiden, die
Biokompatibilitdt erhoht werden, um eine zellulare Besiedlung zu ermdglichen.
Andererseits kbnnten auch Wirkstoffe gebunden werden, die eine Biofilmbildung
inhibieren oder Medikamente freisetzen, die die Behandlung mit dem Oxygenator
unterstutzen.

Nachdem bereits die erfolgreiche Beschichtung von PMP-Folien mit
PFPA-PEG12-NH; 23a gezeigt wurde (Kapitel 3.2 und 3.6), sollte PMP-Derivat 27a
mit NBoc-Lys(N3)-OH 67 umgesetzt werden, um eine Azid-haltige Oberflache zu
generieren (Schema 22). Die Ligation des Wirkstoffs sollte erneut Uber Kupfer-

katalysierte, 1,3-dipolare Zykloaddition durchgefiihrt werden.

N3
N
Vfo“/} NH,
F F 10 OH
BocNH H
67° N-r
F F > BocNH
NH o)
| 68
=R Wirkstoff —=
27a 69
Wirkstoff\(/\ N
N=N
N
BocNH R
700

Schema 22: Herstellung von PMP-Derivaten mit Azid-Gruppen zur anschlieBenden Kupplung
Alkin-funktionalisierten Wirkstoffen.
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Die Synthese von NBoc-Lys(N3)-OH 67 wurde nach einer Vorschrift von LINK et
al. ausgehend von NBoc-Lys-OH 71 durchgefithrt (Schema 23).°° Dabei wurde
zunachst Trifluormethansulfonsdureazid aus Trifluormethansulfonsdureanhydrid und
Natriumazid hergestellt, welches ohne weitere Aufarbeitung mit NBoc-Lys-OH 71

unter Kupfersulfat-Katalyse in guten Ausbeuten Produkt 67 lieferte.

NH, N,

BocHN OH BocHN OH

71 67

Schema 23: Synthese von NBoc-Lys(N3)-OH 67. a) K,CO3;, CuSO,, TfN3, H,O/MeOH/CH,CI,, RT,
19 h, 92%.

Um die Kupplung zwischen PMP-PFPA-PEG,,-NH; 27a und
NBoc-Lys(N3)-OH 67 zu untersuchen, wurde erneut eine Modellreaktion mit dem
niedermolekularen Testsubstrat PFPA-PEG;,-NH, 23a  durchgefiihrt.  Mittels
Carbodiimid-Chemie konnte Kupplungsprodukt 72 in einer Ausbeute von 58%

erhalten werden.

H
F F 10

0
H
Ny . 0 N\/\<O/\ao\/\NJ§NHBoc
23a = = 10 H H

N
* F F H/

N3 N3
72

BocHN OH

67

Schema 24 : Modellreaktionen zur Kupplung von PMP-PFPA-PEG;,-NH, 23a mit NBoc-Lys(N3)-OH 67
anhand von Linker PFPA-PEG;,-NH, 23a. a) NHS, DCC, DIPEA, DMF, RT, 12 h, 58%.

96 A. J. Link, M. K. S. Vink, und D. A. Tirrell, 3. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 10598-10602.



Kovalente Funktionalisierung von Polymethylpenten mit RGD-Peptiden 86

Die Bedingungen der Modellreaktion aus Schema 24 wurden im Folgenden auf
die Reaktion am Polymer Ubertragen (Schema 22). Der Erfolg der Kupplung sowie
eine mogliche 1,3-dipolare Zykloaddition mit einem Alkin wurden durch eine
Modellreaktion mit Ethinylfluorescein 73 untersucht (Schema 25). Es wurden dabei
die gleichen Bedingungen gewahlt, wie schon bei der Kupfer-katalysierten
.Klick“-Reaktion zwischen Azidofluorescein 38 und dem polymergebundenem
Alkin 28a (Schema 15).

O HO (0] OH
R. NHBoc O O
N a
H + —
B84
(6]
N3 // 73

R =s. Schema 20

68 :
BocHN/\n/N\R

Schema 25: 1,3-dipolare Zykloaddition zwischen Ethinylfluorecein 73 und den polymergebundenen
Azid 68. a) Cul, DIPEA, MeOH, RT, 12 h.

Zur Synthese von Ethinylfluorescein 73 wurde zuné&chst 5-Aminofluorescein 40
nach einer Vorschrift von JiAo et al. durch Zugabe von Natriumnitrit und Kaliumiodid
unter sauren Bedingungen zum lodofluorescein 75 umgesetzt (Schema 26).%
Anschlieend wurden die Hydroxylgruppen des lodofuoresceins 75 durch Zugabe
von Essigsaureanhydrid geschitzt und das entstehende lodofluoresceindiacetat 76
in  einer  SONOGASHIRA-Kupplungsreaktion  mit  Trimethylsilylacetylen  zu
(Trimethylsilylethinyl)-fluoresceindiacetat 77 umgesetzt.*® Dabei wurden
Tetrakis(triphenylphosphan)-palladium und Kupferiodid als Katalysatoren eingesetzt.
Anschlieend wurden sowohl die Acetylschutzgruppen als auch die TMS-Gruppe

basisch entfernt, wodurch Ethnylfluorescein 73 freigesetzt wurde.

% G.-S. Jiao, J. W. Han, und Kevin Burgess, J. Org. Chem. 2003, 68, 8264-8267.
% L. H. Thoresen, G.-S. Jiao, W. C. Haaland, M. L. Metzker und K. Burgess, Chem. Eur. J. 2003, 9, 4603-4610.
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HO 0] OH HO o] OH AcO 0] OAc
L, oo, T
3 B8 B8
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40 75 76

Schema 26: Synthese von Ethinyllifluorescein 73. a) 1) HCI, 0 C, 15 min, 2) NaNO ,, 0 C, 30 min, 3)
Kl, RT, 1 h, 56%, b) Ac,O, DMAP, Pyridin, RT, 4 h, 89%, c) TMS-Acetylen, Cul, Pd(PPhj),, EtsN, THF,
50 C, 1 h, 33%, d) K,CO3, MeOH/THF, RT, 17 h, 99%.

Das mit Ethinylfluorescein 73 uUber 1,3-dipolare Zykloaddition funktionalisierte
Polymer 74 wurde im Folgenden UV-spektroskopisch analysiert (Abbildung 40).%
Wahrend PMP-Derivat 68 kein Absorptionsmaximum zwischen 400 und 600 nm
zeigte (gestrichelte Linie), konnte nach der ,Klick“-Reaktion ein deutliches Signal bei
etwa 500 nm (durchgezogene Linie) beobachtet werden. Dadurch konnte das
Fluorescein-Derivat 73 und somit der Erfolg der in Schema 23 gezeigten Reaktion
nachgewiesen werden (vergl. Abbildung 28). Auch bei Zykloaditionsprodukt 74 wurde
eine Komplexierung des an die Oberflache gebundenen Fluoresceins mit Kupfer
beobachtet, da eine Wellenlangenverschiebung im Vergleich zum unkomplexierten
Fluoresceins festgestellt werde.

Um zu zeigen, dass kein Fluorecein am PMP physisorbiert war, wurde erneut ein
Kontrollexperiment durchgefiuihrt. Dazu wurde eine Formiergasplasma-behandelte
PMP-Membran mit einer Fluoresceinlésung getrankt und in gleicher Weise gesplilt,
wie PMP-Derivat 74. Da jedoch kein Azid auf der Oberflache gebunden war, konnte
keine 1,3-dipolare Zykloaddition ablaufen. Auf einer derart behandelten Oberflache
konnte jedoch nur in Spuren Fluorescein nachgewiesen werden (gepunktete Linie).
Daraus kann geschlossen werden, dass kein Fluorescein auf der Oberflache
physisorbiert wurde und die UV-Absorption von PMP-Derivat 74 bei 500 nm auf eine

kovalente Bindung des Fluoresceins zurtickzufiihren ist.

% Ergebnisse entnommen aus T. Tautz, Bachelorarbeit, Leibniz Universitat Hannover 2009.
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Abbildung 40 : durchgezogene Linie: Zykloadditionsprodukt 74; gestrichelte Linie: PMP-Derivat 68 vor
.Klick“-Reaktion; gepunktete Linie: Negativprobe des ,Klick“-Versuches.
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3.13.2 PMP nach Ammoniakplasma-Behandlung

Neben den mit Formiergasplasma vorbehandelten Folien, welche anschlie3end fir
weitere chemische Modifizierungen der Oberflache zur Funktionalisierung mit RGD-
Peptiden eingesetzt wurden (vergl. Kapitel 3.4.2), wurden zudem weitere
lonisationsgase und Plasmabedingungen untersucht. Zum Beispiel sollte der
Stickstoffgehalt auf der Oberflache weiter gesteigert werden, um eine Oberflache mit
reaktiven Aminen zu generieren, die fir chemische Reaktionen zuganglich ist. Auf
diese Weise konnte, alternativ zur Nitreninsertion, die Oberflache der PMP-Folien
funktionalisiert werden.

Zur Aminierung der Oberflache wurden die PMP-Folien mit einem Ammoniakplasma
behandelt. Dieses wurde zunachst erzeugt, indem wassriger Ammoniak (26%)
verkocht wurde und die entstehenden Gase mit einem Stickstofftragerstrom als
Precursor direkt in eine statische Plasmadise (Abbildung 15 rechts) eingeleitet
wurden. Als lonisationsgas wurde Druckluft verwendet. Es wurden erneut
verschiedene Plasmabedingungen variiert, um eine Modifikation bei mdglichst
geringer Deformation zu erhalten. Als optimal zeigten sich dabei die Parameter aus
Tabelle 6.

Tabelle 6: Paramter zur Aminierung der PMP-Oberflache mit Ammoniakplasma.

Parameter

Frequenz 19 Hz
Stromstarke 114 A

Spannung 260V

Puls-Pause-Verhaltnis 100

Abstand Oberflache-Plasmadise 12 mm
Geschwindigkeit Verfahrtisch 10 m/min
lonisationsgasstrom 3000 L/nh
Tragergasstrom 200 L/h

Mittels XPS-Analytik konnte nachgewiesen werden, dass durch diese
Plasmatechnik ein Kohlenstoff:Stickstoff-Verhaltnis von 24:1 auf der Oberflache
erzielt werden konnte. Dies ist eine deutliche Steigerung im Vergleich zu
unbehandeltem und zu mit Formiergasplasma behandelten PMP-Folien ohne
Precursor (vergl. Kapitel 3.4). Allerdings stieg auch der Sauerstoffanteil auf ein

Kohlenstoff-Sauerstoff-Verhaltnis von 1:3.5.
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Die Kurvenverlaufe der O1ls und N1s Peaks entsprechen denen der
Formiergasplasma-Behandlung und sind daher nicht gezeigt. Die maximale
Absorption liegt ebenfalls bei Eyxn, =720eV (BE 533eV) fir Sauerstoff und
Ekin. = 852 eV (BE 401 eV) fur Stickstoff.

Zur Untersuchung, ob freie Amine auf der Oberflache fir chemische
Derivatisierungen zur Verflgung stehen, wurden die Plasma-behandelten PMP
Folien mit Fluoresceinisothiocyanat Uberspilt und hinsichtlich ihrer Fluoreszenz
untersucht (Schema 27). Leider konnte nach dieser Behandlung kein Fluorescein auf
der Oberflache nachgewiesen werden. Dies lasst darauf schlie3en, dass keine
reaktiven Amine auf der Oberflache generiert wurden, die fur weitere chemische
Derivatisierung zuganglich waren. Eine mogliche Erklarung dafiir geht aus einer
Publikation von NARuUsHIMA et al. hervor. Problematisch sei demzufolge die
Anwesenheit von Luftsauerstoff, da dieser die entstehenden, primaren Amine

oxidieren konnte.1®

HO O (0] O OH HO I 0 I OH
(0]
() 5 O
SCN 79 © NHzHT N @)

e

78 80

Schema 27: Reaktion von Ammoniakplasma-behandelten PMP-Folien mit
Fluoresceinisothiocyanat 79.

Aus diesem Grund sollte der Wasseranteil im Plasma gesenkt werden, wahrend
der Ammoniakanteil erhéht werden sollte. Dazu wurde der Ammoniak nicht mehr als
Precursor in den Druckluft-Plasmastrom eingeleitet, sondern als Prozessgas
verwendet. Es wurde ein kleinere Duse verwendet als bei den zuvor beschriebenen
Plasma-Behandlungen, um die Durchflussmenge von Ammoniak zu minimieren
(Abbildung 17links). Es konnte jedoch beobachtet werden, dass sich Ammoniak
allein nur schlecht bis gar nicht als lonisationsgas eignet, da sich kein stabiler
Plasmastrahl ausbildete. Daher wurde Ammoniak mit Druckluft beziehungsweise mit

190 k. Narushima, M. Fukuoka, H. Kawai, N. Inagaki, Y. Isono, M. R. Islam, Jpn. J. Appl. Phys. 2007, 46, 7855-

7857.



Kovalente Funktionalisierung von Polymethylpenten mit RGD-Peptiden 91

Stickstoff Uber ein T-Stick versetzt, bevor es in die Plasmaduse eingeleitet wurde.
Die verwendeten Plasmabedingungen sind in Tabelle 7 angegeben und fihrten
lediglich zu geringer oder keiner Deformation des Polymers.

Anschlie3end wurde eine Analyse der PMP-Oberflachen von Tabelle 7C, D und
E mittels XP-Spektroskopie durchgefiihrt. Diese drei untersuchten Folien
unterschieden sich dabei in der Menge an zugesetztem Ammoniak (C und D) oder in
der Art des beigemischten lonisationsgases (C und E). Es konnte jedoch auf allen
drei Oberflachen kein Stickstoff nachgewiesen werden. Dieser wére bei einer

kinetischen Energie von etwa 850 eV zu erwarten gewesen.

Tabelle 7: Bedingungen der Ammoniakplasma-Behandlungen von PMP-Folien. A-F: Dise Abbildung
17 links, NH; als lonisationsgas, Frequenz 21 Hz, Stromstarke: 8 A, Spannung: 180 V, Puls-Pause-
Verhaltnis: 10; G: Duse Abbildung 17 rechts, NHs als Precursor, Frequenz 23 Hz, Stromstarke: 11 A,
Spannung: 250 V, Puls-Pause-Verhaltnis: 100.

NHz Strom Luftstrom N, Strom Abstand zur Geschw.

[L/h] [L/h] [L/h] Dise [mm] [m/min]
A 157 263 - 10 20
B 157 263 - 8 10
C 157 263 - 10 10
D 263 263 - 10 10
E 157 - 263 10 10
F 377 - - 10 10
G 377 3000 - 10 20
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Abbildung 41 : XP-Spektrum von Plasma-behandelten Oberflachen mit Ammoniak als lonisationsgas;
oben: Bedingungen: Tabelle 7C; mittig: Tabelle 7D; unten: Tabelle 7E; alle: Pass-Energie 120 eV.

Ein mdglicher Grund fur das Ausbleiben einer Aminierung/Amidierung der
PMP-Oberflache bei einer Behandlung mit Ammoniak-Plasma ist der zu geringe
Anteil von Ammoniak im Plasma. Die kleine Plasmaduse (Abbildung 17 links) konnte
nur mit lonisationsgasstromen um 400 L/h betrieben werden. Diese Menge an
Ammoniak reicht dabei eventuell nicht fir eine chemische Reaktion auf der
PMP-Oberflache aus. Mdglicherweise wird der Ammoniak unter Plasmabedingungen
auch direkt zu Stickstoff oxidiert, welcher aufgrund zu milder Plasmabedingungen
nicht weiter reagieren kann.

Trotzdem wurde die Reaktivitdt der Oberflache erneut durch Kupplung mit
Fluoresceinisothiocyanat untersucht (Schema 27). Leider konnte auch auf diese
Weise keine primeren Amine auf der Oberflache nachgewiesen werden, welche fur
weitere chemische Derivatisierung zuganglich waren. Diese Beobachtung korreliert
mit den Ergebnissen der XP-spektroskopischen Untersuchung.
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3.13.3 PMP nach Bromplasma-Behandlung

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses von Plasmachemie auf PMP Oberflachen
wurden PMP-Folien mit verschiedenen Plasmabedingungen behandelt. So wurden
verschiedene Precursor in einen Plasmastrom eingeleitet, der mit Luft als
lonisationsgas erzeugt wurde.

Zum Beispiel wurde die Plasma-vermittelte Reaktion von PMP mit elementarem
Brom durchgefuhrt. Eine bromierte Oberflache bote die Moglichkeit einer chemischen
Derivatisierung Uber nukleophile Substitutionen. Dazu wurde Brom im Wasserbad
erwarmt und das entstehende Bromgas als Precursor in eine statische Dise geleitet.
Die Bedingungen zu Erzeugung des Plasmas sind in Tabelle 8 dargestellt.
Zusammenfassend konnte beobachtet  werden, dass sogar milde
Plasmabedingungen (geringe Frequenz und Spannung bei groRem Abstand
zwischen Polymer und Plasmadise) zu erheblichen Deformationen des Polymers
fuhrten. Lediglich Folien mit einer Plasma-Behandlung analog zu Eintrag A lie3en die
Messung eines Kontaktwinkels zu, der etwa 35° betru g. Die Hydrophilie der Folien

stieg folglich verglichen zu dem unbehandelten PMP um mehr als 300%.

Tabelle  8: Bedingungen  der  Bromplasma-Behandlungen  von PMP. PCT =100,
lonisationsgasstrom = 3000 L/h. KW = Kontaktwinkel.

Frequenz Spannung Abstand Geschw. Deformation
[Hz] [V] [mm] [m/min]
19 300 9 10 mittel
B 19 270 12 10 mittel
C 19 260 12 10 mittel

Die durch Bromplasma modifizierten Folien wurden anschlieBend mittels
XP-Spektroskopie im Hinblick auf ihren Gehalt an Brom analysiert (Abbildung 42).
Der betreffende Ausschnitt des Spektrums ist in Abbildung 43 gezeigt. Es konnte ein
Peak bei Eyn, =1181 eV (BE 72 eV) beobachtet werden, der von Elektronen aus
einem Br3d Orbital hervorgerufen werden kénnte.#2% Die fiir Brom charakteristische
Dublett-Feinaufspaltung ist jedoch nicht erkennbar. Ein Peak bei Exn. = 1067 eV (BE
186 eV) konnte auf Br3p Elektronen zurtickzufihren sein, wahrend der ebenfalls zu
erwartende Peak bei Eyj,, = 1023 eV (Br3s, BE 230 eV) nicht zu beobachten war. Die

Intensitat der Br3d und Br3p Peaks liegt allerdings im Grundrauschen, sodass

11 R. Basu, C. R. Kinser, J. D. Tovar, M. C. Hersam, Chem. Phys. 2006, 326, 144-150.
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hdchstens von einem geringen Funktionalisierungsgrad ausgegangen werden kann.
Dies ist vermutlich auf den zu geringen Bromgehalt im Plasma zurtckzufihren. Da
ein starkerer Bromstrom jedoch zu noch starkeren Deformationen der Oberflache
fuhren wirde, wurde von weiteren Experimenten zur Bromplasma-Behandlung von

PMP abgesehen.
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Abbildung 42 : XP-Gesamtspektrum von PMP mit Bromplasma-Behandlung; Pass-Energie: 100 eV.
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Abbildung 43 : XPS-Hochauflésung von PMP nach Plasma-Behandlung mit Brom als Precursor im
Bereich zwischen E,j,. =1000 und 1250 eV; Pass-Energie: 100 eV.
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3.14 Uberblick: Derivate von PMP

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Strategien zur Funktionalisierung von
PMP-Membranen mit zyklischen RGD-Peptiden untersucht. Die erfolgreichste
Methode ist in Schema 28 zusammengefasst. Dabei wurde zun&chst durch
atmospharisches Formiergasplasma eine hydrophile Oberflache generiert, welche
anschlieBend einer Nitreninsertion mit PEG-Linker 23a unterzogen wurde. Nach
erfolgter Anbindung des Bausteins 61 Uber klassische Carbodiimid-Chemie, konnte
das RGD-Peptid tber Kupfer-freie ,Klick“-Chemie an die Oberflache gebunden

werden.
o) H o]
Vfo“/) NH,
F F 10
H F F
15 0O Né/\o%\/NHz NH

F F 10 |
=R
F F 27a
N3
23a o)
/ CF,
b % (0]
Ay~ Ao
61
RGD o
- CF 7 CF
\ 3 3
N—/ 0 o / 0
o N/\)J\N,R o) NVJ\N,R
H H H 62 H

63a + Diastereomer

Schema 28: Erfolgreichste Methode zur Funktionalisierung von PMP mit RGD-Peptiden. a) 1)
Formiergasplasmabehandlung, 2) dip coating mit 23a in MeOH, 3) UV (254 nm), RT, 3 h, 0.02 mbar,
b) NHS, DCC, DIPEA, DMF, RT, 12 h, ¢) c[RGDfK(N3)] 13, H,O, RT, 3 d.

Eine Ubersicht tber die Analytik ausgewahlter PMP-Derivate ist in Tabelle 9
gezeigt. Es konnte gezeigt werden, dass die Adhasion der Endothelzellen auf den
nach Schema 28 behandelten PMP-Folien am starksten war und erst auftrat
nachdem RGD-Peptide gebunden waren (Eintrag 6). Die Strategien der
Kupfer-katalysierten RGD-Anbindung flhrten dagegen nicht zum gewiinschten Erfolg
(Eintrag 8, 10). Genauso verhielt es sich mit einem langeren PEG-spacer (nicht

gezeigt).
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Zudem wurden verschiedene Plasma-Behandlungen durchgefuhrt und
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass alle Bedingungen zu gestiegener
Hydrophilie der Oberflache im Vergleich zu unbehandeltem PMP (Eintrag 1) fahrten.
Nach Behandlung mit Formiergasplasma und Ammoniak als Precursor im Luftplasma
(Eintrag 3, 13) konnte mittels XPS Stickstoff auf der Oberflache nachgewiesen
werden. Wurde Ammoniak dagegen als lonisationsgas verwendet, konnte keine
stickstoffhaltige Oberflache generiert werden (Eintrag 12). Bromplasma erwies sich
als sehr intensiv. Die Bromierung der Oberflaiche konnte nicht zweifelsfrei

nachgewiesen werden (Eintrag 14).

Tabelle 9: Zusammenfassung der Untersuchung verschiedener PMP-Derivate beziiglich Polaritat,
elementarer Zusammensetzung und biologischer Aktivitat; KW = Kontaktwinkel, FG = Formiergas,
BS = Baustein, IG = lonisationsgas, kA = nicht untersucht.

Modifikation KW Elemente im Zellbewuchs
[7 XPS
1 PMP unbehandelt 107 C, O nein
2 PMP mit Heparin/Albumin 64.2 kA ja
3 PMP+FG 46.1 C,O,N ja
4 27a (PMP+FG+PEG) 74.4 C,O,N, F nein
5 62 (PMP+FG+PEG+BS 61) 72.8 C,O,N, F nein
6 63 (PMP+FG+Linker 61+RGD) 77.7 C,O,N,F ja
7 28a (PMP+FG+PEG+BS 18) 92.8 kA nein
8 43a (PMP+FG+Linker 18+RGD) 97.9 kA wenig
9 30a (PMP+FG+PEG+BS 29) 90 kA nein
10 44a (PMP+FG+Linker 29+RGD) 79.7 kA wenig
11 PMP mit Luftplasma 60 kA kA
12 PMP mit NH3 Plasma (IG) kA C,O0 kA
13 PMP mit NH3 Plasma (Precursor)  31.9 C,O,N kA
14 PMP mit Bromplasma 34.8 C, O, Br(?) kA
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4 Funktionalisierung von Herzschrittmacher-Oberflac hen
mit RGD Peptiden

4.1 Einleitung

In Kapitel 3 konnte die chemische Funktionalisierung von PMP-Folien mit zyklischen
RGD-Peptiden gezeigt und eine Steigerung der Biokompatibilitdt nachgewiesen
werden. Diese Art der Bio-Funktionalisierung erlaubte es, Lungenendothelzellen auf
dem kunstllichen Material zu kultivieren. Auch bei Herzschrittmachern entstehen
haufig Komplikationen, welche auf eine geringe Biokompatibilitat des
Metalloberflache zuriickzufiihren sind. Oftmals resultieren Absto3ungsreaktionen und
Infektionen in vivo, sodass auch die Oberflachen der Herzstrittmacher durch
Anbindung von RGD-Peptiden funktionalisiert werden sollten.'* Auf diese Weise
sollte ein Einwachsen des Gerdats in umgebendes Gewebe ermoglicht und

Abwehrreaktionen wie Entziindungen oder Einkapselungen des Gerates verhindert

werden.
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Schema 29 : Retrosynthese der Dekoration von Metallen mit zyklischen RGD-Peptiden.
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Die Retrosynthese einer solchen Funktionalisierung ist in Schema 29 dargestellt. Sie
basiert auf den Erkenntnissen, die bei der Funktionalisierung von PMP gewonnen
wurden. Zunéchst sollte das Metall durch Generierung von Hydroxyl-Gruppen auf der
Oberflache aktiviert werden. AnschlieBend sollte 3-Aminopropyltriethoxysilan 83
unter Abspaltung von Ethanol an die eingefiihrten Sauerstoffatome gebunden und
Oxanorbornadien 61 durch Carbodiimid-Chemie gekuppelt werden. In einem letzten
Schritt sollte das zyklische RGD-Peptid c[RGDfK(N3)] 13 durch Metall-freie
1,3-dipolare  Zykloaddition ligiert werden. Die aufgefuhrten Schritte zur
Funktionalisierung der Metalloberflache werden in den folgenden Kapiteln eingehend
diskutiert.

4.2 Untersuchung der unbehandelten Oberflache

Herschrittmacher-Gehause bestehen zumeist aus reinem Titan. Die Gehause, die
standardmalig implantiert werden, stellen jedoch einen erheblichen Kostenfaktor
dar, sodass zunachst mit Titanplatten als Modell gearbeitet wurde. Diese wurden auf
eine GrofRe von etwa 1x1 cm zugeschnitten und vor Gebrauch intensiv mit Methanol
und Aceton im Ultraschallbad gereinigt.

Um eine spatere Funktionalisierung der Oberflachen nachzuweisen, wurde
zunachst die unbehandelte Metallplatte untersucht. Wie schon bei der Analyse der
Oberflache von PMP (Kapitel 3), wurde auch in diesem Projekt XP-Spektroskopie
eingesetzt.

Abbildung 44 zeigt das XP-Spektrum der unbehandelten Metalloberflache bei
Ekin. = 450-1000 eV. Es konnte sowohl Sauerstoff (Exin. = 719.5 eV, BE 534.1 eV) als
auch Kohlenstoff (Exn. = 963.1 eV, BE 290.5 eV) nachgewiesen werden. Zudem war
ein Peak mit zwei Maxima bei Ey, =878.7 eV (BE 374.9 eV) und Ey =885.3 eV
(BE 368.3 eV) zu beobachten. Eine Hochauflésung dessen ist in Abbildung 45
gezeigt. Diese Signale lassen sich eindeutig Elektronen aus den 3dz, und

3ds,-Orbiltalen von elementarem Silber zuordnen.??
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Abbildung 44 : XP-Ubersichtsspektrum der unbehandelten Metalloberflache; Pass-Energie 120 eV.
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Abbildung 45 : Hochauflosung des Silberpeaks der unbehandelten Metalloberflache; Pass-Energie
120.



Funktionalisierung von Herzschrittmacher-Oberflachen mit RGD Peptiden 101

Zudem wurde die Region zwischen Eyn, =770 eV und Eyn =810 eV genauer
untersucht. Dort ware ein Peak mit zwei Maxima zu erwarten gewesen, der von
Elektronen aus den 2p;;, und 2ps;-Orbitalen des Titans hervorgerufen wird (nicht
gezeigt).**? Allerdings konnte auch nach langen Messzeiten in dieser Region kein
Signal beobachtet werden.

Dies lasst darauf schliel3en, dass die als Modell verwendeten Metallplatten
hauptsachlich aus Silber bestanden beziehungsweise die Oberflache der Titanplatten
versilbert wurde. AbschlieRende Untersuchungen werden derzeit durchgefihrt.
Trotzdem wurden Modellreaktionen mit diesen Metallplatten durchgefiihrt, da
zunachst eine generelle Strategie zur Funktionalisierung von Metalloberflachen
erarbeitet werden sollte, die anschlieBend auf verschiedene Metalle oder
Legierungen anwendbar ware. Zudem sollte nach vollstdndiger Dekorierung der
Oberflache mit Silanolgruppen (Kapitel 4.3) die Art des Metallkerns eine
untergeordnete Rolle spielen, da ausschliel3lich die Oberflache fir die chemische

Derivatisierung verwendet wird.

4.3 Aktivierung der Titanoberflache

In der Literatur werden verschiedene Methoden beschrieben, um Titan oder
Titanlegierungen fir chemische Funktionalisierungen zuganglich zu machen. Kim et
al. berichteten zum Beispiel, dass bereits die natirliche Oxidschicht des Titans flr
chemisches Reaktionen genutzt werden kann (Schema 30).'°® Dem widersprachen
sowohl PORTE-DURRIEUA et al. wie auch SCHWARTzA et al., die die Notwendigkeit
einer zusatzliche Aktivierung der Titanoberflache postulierten (Schema 30).}%* Zum
einen boéte sich die Moéglichkeit einer Oxidation der Oberflache mit einer Mischung
aus Schwefelsdure und Wasserstoffperoxid, zum anderen kdénne durch Erhitzen in

Phosphorsaure eine Ti(H2PO,)s-Schicht gebildet werden. Die zusatzlich generierten

192 \M.C. Porté-Durrie, F. Guillemot, S. Pallu, C. Labrugére, B. Brouillaud, R. Bareille, J. Amédée, N. Barthe, M.
Dard, C. Baquey, Biomaterials 2004, 25, 4837-4846.

193 5, E. Kim, S.H. Song, Y. P. Yun, B.J. Choi, I. K. Kwon, M. S. Bae, H. J. Moon, Y. D. Kwon, Biomaterials 2011,
32, 366-373.

104 a) M.C. Porte-Durrieua, F. Guillemota, S. Pallua, C. Labrugereb, B. Brouillaudc, R. Bareillea, J. Amedeea, N.
Barthec, M. Dardd, C. Baqueya, Biomaterials 2004, 25, 4837-4846, b) J. Schwartza, M. J. Avaltronia, M. P.
Danahya, B. M. Silvermana, E. L. Hansona, J. E. Schwarzbauerb, K. S. Midwoodb, E. S. Gawalta, Mat. Sci. Eng.

C 2003, 23, 395-400.
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Oxo-Gruppen kénnten im Folgenden zur Funktionalisierung der Oberflache mit 3-
Aminopropyltriethoxysilan 83 (APTES) verwendet werden (Silanisierung).

1) N
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Schema 30: Literaturbeschriebene Methoden zur Aktivierung von Titanoberflachen: 1) nach
Quelle103, 2) nach Quelle 104a, 3) nach Quelle 104b. a) H,SO,4, H,O,, H,0O, b) H3PO,, c) APTES 83, -
Ethanol.

Eine weitere Methode zur Aktivierung von Metalloberflachen ist die Abscheidung
von Silikonen oder Silikaten.’®® Dies kann durch Zusatz von Hexamethyldisiloxan
(HMDSO) zu einem Plasmastrom erreicht werden, mit dem die Oberflache behandelt
wird. Sofern (Luft-)Sauerstoff zugegen ist, kdnnen zudem Oxidationsprozesse
stattfinden, die Silanolgruppen erzeugen. HMDSO eignet sich besonders fur solche
Prozesse, da es nicht toxisch ist und einen relativ niedrigen Dampfdruck von 98 mbar
bei 310 K aufweist.'® Die Substanz kann daher unter geringer Energiezufuhr
verdampft und dem Plasma zugesetzt werden. Die chemischen Reaktionen, die
unter Plasmabedingungen stattfinden, kénnen jedoch schwer vorhergesagt und

missen flir jedes Material und jeden Plasmaparameter neu analysiert werden.

195 ¢. vautrin-Ul, F. Roux, C. Boisse-Laporte, J. L. Pastolc, A. Chaussea, J. Mater. Chem. 2002, 12, 2318-2324,
b) C. Vautrin-Ul, C. Boisse-Laporte, N. Benissad, A. Chausse, P. Leprince, R. Messina, Prog. Org. Coat. 2000,
38, 9-15.

1% G.F. Leu, A. Brockhaus, J. Engemann, Surf. Coat. Technol. 2003, 174-175, 928-932.
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Da bereits die Oberflache von PMP erfolgreich mittels Plasmachemie aktiviert
werden konnte, wurde fir die Aktivierung der Metalloberflachen ebenfalls
HMDSO-Plasma gewahlt. Der Aufbau der Plasmaanlage mit statischer Dise und
Precursor-Zustrom wird in Kapitel 3.4 beschrieben. Es wurden die folgenden

Parameter verwendet:

Tabelle 10: Parameter Plasma-Behandlung von Metalloberflachen.

Parameter

Frequenz 23 Hz
Stromstarke 111 A

Spannung 250V

Puls-Pause-Verhaltnis 100

Abstand Oberflache-Plasmadise 7 mm
Geschwindigkeit Verfahrtisch 10 m/min
lonisationsgasstrom 3000 L/nh
Tragergasstrom 200 L/h
Precursor-Strom 1 mL/min

Da bei Metalloberflachen, im Gegensatz zum thermolabilen Polymer PMP, keine
Deformationen auftreten kdnnen, wurden deutlich intensivere Plasmabedingungen
gewahlt. Als lonisationsgas wurde Formiergas (N2/H, 90/10) verwendet, als
Tragergas Stickstoff. Da erneut ein Atmospharendruck-Plasma verwendet wurde,
war wahrend des ganzen Prozesses Luftsauerstoff zugegen, der oxidative Prozesse
ermoglichen kénnte. Zunachst wurde die Oberflache ohne Precusor aktiviert, im
Folgenden wurde dem Plasmastrom HMDSO zugesetzt. Dies war deutlich anhand
der Farbe des Plasmastrahls zuerkennen, da sich dieser bei Zusatz von HMDSO von
gelb-rot nach blau farbte. AnschlieBend wurde der  Aktivierungs-
Beschichtungsprozess in gleicher Weise wiederholt.

Im Folgenden wurde die Plasma-behandelte Metallplatte erneut qualitativ
XP-spektroskopisch analysiert (Abbildung 46). Es konnte gezeigt werden, dass der
Anteil an Sauerstoff und Kohlenstoff nach der Plasmabehandlung deutlich
angestiegen war. Zudem konnte die Anwesenheit von Silizium nachgewiesen werden
(2p: Exin. = 1142.2 eV, BE 111.4 eV, 2s: Exin. = 1091.4 eV, BE 164.2 eV). Diese Werte
weichen allerdings etwa um 7 eV von den Literaturwerten fir SiO, und sogar um

12 eV von denen fur elementares Silizium ab. Dies ist damit zu begriinden, dass auf
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dem leitenden Metall eine nicht-leitende Schicht aufgebracht wurde, die zu einer
Verschiebung der kinetischen Energien fihren kann. Diese war in gleichem Mal}
auch bei Sauerstoff und Stickstoff zu beobachten, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass die beiden Peaks aus Abbildung 47 trotz Verschiebung dem
Element Silizium zuzuordnen sind. Zudem stimmt der Abstand zwischen beiden

Peaks exakt mit den Literaturwerten tberein (51 eV).
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Abbildung 46 : XP-Ubersichtsspektrum der Metalloberflache nach Plasmabehandlung mit HMDSO als
Precursor; Pass-Energie 120 eV.
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Abbildung 47 : Hochauflésung des Siliziumpeaks der Metalloberflaiche nach Plasmabehandlung mit
HMDSO als Precursor; Pass-Energie 120.

Da vor der Plasmabehandlung kein Silizium auf der Oberflache nachzuweisen
war, kann darauf geschlossen werden, dass dieses aus der Reaktion der
Metalloberflaiche mit HMDSO stammt. Durch die Verschiebung der Peaks im
Vergleich zu den Literaturwerten und durch einem Mangel an internem Standard,
konnten keine Schlisse auf die Bindungspartner und Hybridisierung des Siliziums
gezogen werden.

Der charakteristische Silberpeak mit zwei Maxima war hingegen nach der
Plasmabehandlung nicht mehr zu beobachten (Abbildung 46). Die Oberflache wurde
folglich deckend mit einer Schicht aus Silizium, Sauerstoff und Kohlenstoff versehen.

4.4 Aminierung der Oberflache

Durch XPS-Analyse konnten die chemischen Prozesse wahrend der
Plasmabehandlung mit HMDSO als Precursor nicht eindeutig bestimmt werden
(Kapitel 4.3). Daher wurden die folgenden Derivatisierungen durchgefiihrt, ohne die

reagierenden Substanzklassen zu kennen. Es wurde vermutet, dass die
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Plasmabehandlung in Gegenwart von Luftsauerstoff zur Bildung einer
Silikon/Silikatschicht flhrte, sodass terminale Silanolgruppen generiert wurden.

Diese sollten mit APTES 83 unter Ethanol-Abspaltung umgesetzt werden,
sodass eine Amin-funktionalisierte Oberflache 84 entstand (Schema 31). Dazu
wurden die Plasma-behandelten Metallplatten ohne weitere Reinigung in einer
Losung von APTES 83 in Toluol gegeben und fur zwo6lf Stunden unter Ruckfluss
erhitzt.'°” Dabei wurde die Reaktionsmischung nicht geriihrt, da sich die Metallplatten

sonst gegenseitig beschadigten.

-0
—08i17 ""NH,

—OH —0

—OH o

—OH  _a, SsiTONH,

1
—OH —0” OFt
—OH Ot

|
—0-Si” >""NH,
= Metallpl _ _
[] = metalipiatte 82 84  OEt

Schema 31: Silanisierung der Plasma-behandelten Metalloberflache mit APTES 83. a) APTES 83,
Toluol, Ruckfluss, 12 h, -Ethanol.

07 M. Ortega-MuCoz, J. Lopez-Jaramillo, F. Hernandez-Mateo, F. Santoyo-Gonzaleza, Adv. Synth. Catal. 2006,

348, 2410-2420.
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Abbildung 48 : XP-Ubersichtsspektrum der modifizierten Metalloberflache 84; Pass-Energie: 120 eV.
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Abbildung 49 : Hochauflosung des Stickstoffpeaks der modifizierten Metalloberflache 84; Pass-
Energie: 190.
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Anschliel3end wurden die aminierten Metallplatten 84 mittels XP-Spektroskopie
untersucht (Abbildung 48). Es konnte gezeigt werden, dass neben den Elementen
Kohlenstoff, Sauerstoff und Silizium, die schon nach der Plasmabehandlung zu
beobachten waren, auch Stickstoff (Exin. = 848.8 eV, BE 104.8 eV) nachzuweisen
war. Eine Hochauflésung dessen ist in Abbildung 49 gezeigt. Erneut waren samtliche
Peaks um etwa 6 eV zu geringeren, kinetischen Energien verschoben. Dies ist
vermutlich auf die aufgebrachte, isolierende Silikon/Silikatschicht zuriickzuftihren.

Da vor der Reaktion mit APTES 83 kein Stickstoff auf der Oberflache
detektierbar war (vergl. Abbildung 46), kann von einer erfolgreichen Aminierung
(Silanisierung) der Metallplatte nach Schema 31 ausgegangen werden.

4.5 Kupplung des Oxanorbornadiens 61

Nachdem die erfolgreiche Derivatisierung der Metalloberflache, welche als Modell fur
Herzschrittmacher-Gehéuse dienen sollte, nachgewiesen werden konnte (Kapitel
4.4), sollte im Folgenden die Anbindung des Oxanorbornadiens 61 durchgefihrt
werden (Schema 32). Dazu wurden die klassischen Kupplungsreagenzien
N-Hydroxysuccinimid (NHS) und Dicyclocarbodiimid (DCC) sowie die Base Di-iso-
proylethylamin (DIPEA) eingesetzt, welche bereits fir die Anbindung des
Oxanorbornadiens 61 an PMP verwendet wurden. Das Oxanorbornadiensystem 61
ermdglicht in einem nachsten Schritt eine Metall-freie Ligation von Aziden (Kapitel
4.6).

—0 0 0
—O>§i/\/\NH2 y —o}sf\/\NHz
—0” OEt 7 ~CFs o —0 o OFC
—O0. NN /\)J\ —0_ NN J\/\ g 0
s NH, 0”™N OH s N N
OEt a OEt
—0-81" " NH, —0-8" " NH,
| OEt OEt
84 85

|:| = Metallplatte

Schema 32: Reaktion der silanisierten Metalloberflache 84 mit Oxanorbornadien 61. a) NHS, DCC,
DIPEA, DMF, RT, 7 d.
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Abbildung 50 : XP-Ubersichtsspektrum der modifizierten Metalloberflache 85; Pass-Energie 120 eV.
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Abbildung 51 : Hochauflésung des Fluorpeaks der modifizierten Metalloberflache 85; Pass-Energie
190.
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Ein Ubersichtsspektrum der XP-spektroskopischen Untersuchungen von
Metall-Derivat 85 ist in Abbildung 50 gezeigt. Erneut konnten Stickstoff, Sauerstoff
und Silizium nachgewiesen werden (Si auRerhalb des Messbereichs von Abbildung
50), die bereits nach der Reaktion mit APTES 83 (Kapitel 4.4) detektiert wurden.
Zusatzlich  konnte auch das in Oxanorbornadien 61 enthaltene Fluor
(Exin. = 555.1 eV, BE 698.5 eV) beobachtet werden (Abbildung 51), sodass von einer
erfolgreichen Funktionalisierung der Metalloberfliche mit diesem Baustein

ausgegangen werden konnte.

4.6 Ligation von zyklischen RGD-Peptiden

Der letzte Schritt zur Steigerung der Biokompatibilitat der Metalloberflache in Hinblick
auf deren Anwendung in Herzschrittmacher-Systemen, war die Kupplung von
zyklischen RGD Peptiden an das Metall-Derivat 85 (Schema 33). Diese Kupplung
solite eine 1,3-dipolare  Zykloaddition zwischen der Metall-gebundenen
Oxanorbornadieneinheit und der Azidfunktionalitdt des RGD-Peptids 13 darstellen.
Die Reaktionsbedingungen wurden bereits in Kapitel 3.11 am Beispiel von PMP
eingehend erlautert. Das zyklische RGD-Peptid 13 mit der Aminosaurensequenz
c[RGDfK(N3)] wurde in Wasser geldst und die Metallplatten in dieser Losung fur eine
Woche inkubiert. Nach grindlicher Reinigung mit Wasser erfolgte erneut eine
XP-spektroskopische Analyse. Da durch das Peptid keine neuen Elemente auf der
Oberflache eingefuhrt wurden, lieferten diese Experimente keine stichhaltigen
Nachweise fir den Erfolg der Reaktion. Zudem fiihrte die Analyse der
Feinaufspaltung der einzelnen Peaks zu keinen neuen Erkenntnissen, da die
aufgebrachte Nichtleiterschicht zu einer Verschiebung der Peaks fiuhrte. Die
Verschiebung fand nicht nach jeder Modifizierung in gleichem Mal3e statt, sodass die
Spektren untereinander nicht verglichen werden konnten.

Es konnte die Funktionalisierung der Metallplatten bis zu Derivat 85
nachgewiesen werden. Zudem konnte die erfolgreiche 1,3-dipolare Zykloaddition an
einem Polymer bereits am Beispiel von PMP gezeigt werden, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass auch in diesem Fall die Ligation des RGD-Peptids
stattfand. Studien zur Biokompatibilitdit der mit RGD-funktionalisierten Metallplatten

im Vergleich zu den unbeschichteten Oberflachen, sollten dartiber hinaus die erfolgte
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Funktionalisierung der Oberflache zeigen.’® Dazu sollten die Oberflaichen mit
Fibroblasten besiedelt und die Menge an adharierten Zellen gezéhlt werden. Dieses
Ergebnis sollte einen entscheidenden Wert fir die Steigerung der Biokompatibilitat
des funktionalisierten Materials darstellen. Die biologischen Untersuchungen waren

zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen.

HZNYNH
—0._ HN
—o;Si/\/\NH2
—0 0 0oF3C o
—0
>S|i/\/\N N 74 0) ) HN NH
—0” OEt 7 o
OFt NH
J_O_Sli/\/\NHQ HN>¥ /<S
OFt Na & I N o coH
85 2
Ph
D = Metallplatte la 13
=R
_O\
—O;Sli/\/\NHz
—0
OEt o o R
O\SI/\/\NJ\/\N NN
— 0" bt H Hoo
FsC
OEt
J—O—Sli/\/\NHz
OEt
86

Schema 33 : Reaktion von Metalloberflache 85 mit c[RDGfK(N3z)] 13. a) H,O, RT, 7 d, -Furan.

1% studien zur Biokompatibilitat werden von Dr. med B. Wiegmann durchgefiihrt, Medizinische
Hochschule Hannover; Leibniz Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und kinstliche Organe,
Carl-Neuberg-Str. 1, 30625 Hannover.
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5 Hydrogele aus Hyaluronsaure fur das tissue engineering

5.1 Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Biopolymere vernetzt werden, um als
Gerustmaterial fur Zellen zu dienen, sodass kiinstliche Gewebe oder sogar Organe
hergestellt werden koénnen (tissue engineering). Als Biopolymere sollten dabei
Gelatine und Hyaluronsaure verwendet werden, die jeweils wasserl6slich sind, aber
durch chemische Derivatisierung und Vernetzung zu wasserunldslichen und trotzdem
benetzbaren Hydrogelen fihren kénnen.

Es wurden zwei Strategien zur Vernetzung von Hyaluronsdure und Gelatine
untersucht, welche in den folgenden Abschnitten beschrieben werden. Der erste
Ansatz beschéftigt sich mit einer Photovernetzungstechnik der Biomaterialien. Eine
zellulare Besiedlung erfolgt nach der vollstdndigen Ausbildung des Hydrogels. Die
zweite Strategie beruht auf einer Einkapselung der Zellen wahrend des
Polymerisationsprozesses. Die chemische Funktionalisierung der Materialien sowie
das Fur und Wider der beiden Techniken werden im Folgenden genauer diskutiert.

Zudem sollte untersucht werden, inwieweit sich die Eigenschaften von
Hydrogelen beeinflussen und vorhersagen lassen. Aus diesem Grund sollten
Komposite (Blends) aus Hyaluronsdure und Gelatine hergestellt und untersucht
werden. In der Dissertation von A. KRAUSE wurde zudem Alginat in gleicher Weise
chemisch modifiziert wie die beiden genannten Biopolymere, sodass ein System mit
mehr Variationsmdglichkeiten zur Verfigung stand.*®

5.2 Photovernetzbare Polymere

Als  Photovernetzungsreaktion wurde die radikalische Vernetzung von
Polymer-gebundenen Methacrylatgruppen gewaéhlt. Dazu werden in der Regel
Radikalstarter eingesetzt. Die Synthese und Charakterisierung der methacrylierten
Polymere Gelatine und Hyaluronsaure werden in den folgenden Abschnitten
eingehend diskutiert.

199 A, Krause, Leibniz Universittat Hannover, unverdffentliche Ergebnisse.
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5.2.1 Methacrylierte Gelatine

5.2.1.1 Synthese und Charakterisierung methacrylier  ter Gelatine
Gelatine-Methacrylat 89 wurde analog zu einer Vorschrift von DUBRIEL et al. als dem
Protein Gelatine 87 und Methacrylanhydrid 88 synthetisiert (Schema 34).**° Die
primaren Amine des Lysins der Gelatine griffen letzteres nucleophil an, sodass das
Polymer mit Methacrylatgruppen funktionalisiert wurde. Um die optimale Menge an
Methacrylatgruppen fur die Photovernetzung zu bestimmen, wurde Gelatine mit
verschiedenen Belegungsgraden belegt, indem verschiedene Mengen an

Methacrylanhydrid zugegeben wurden (Tabelle 11).

’T‘Hz NH2 . (@) a ’T‘Hz HN\/fO
rrnrhrmnnmnndrnnans SR NS A
87 Ogg ©

89

Schema 34: Schema der Reaktion zwischen den Lysineinheiten der Gelatine und Methacrylanhydrid.
a) Phosphatpuffer, pH = 7.5, 40 C, 1 h.

Die Analyse des Belegungsgrades von Gelatine-Derivat 89 wurde anhand des
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure (TNBS) Assays nach einer Vorschrift von SATAKE et
al. durchgefiihrt.**! Dabei wurde die Menge nicht umgesetzter primarer Amine der
Gelatine bestimmt. Die nach der Reaktion mit dem Methacrylhanhydrid entstanden
sekundare Amide zeigten dagegen keine Farbung mit TNBS. Sofern die Anzahl
primarer Amine vor der Reaktion bekannt war (s.u.), kann die Menge an
Methacrylatgruppen auf der Gelatine berechnet werden.

Der Mechanismus der Reaktion zwischen dem primaren Amin des Lysins und
TNBS ist in Schema 35 illustriert. Zur Durchfihrung der Reaktion wurde
Gelatine-Derivat 89 in einer Konzentration von 1 mg/mL in Wasser gel6st, mit einer
wassrigen 4%igen Losung von Natriumhydrogencarbonat und anschliel3end mit einer
1 %igen wassrigen Losung von TNBS 90, zu jeweils gleichen Teilen, versetzt. Es
wurde 2 h bei 40 T inkubiert und die Reaktion durc h Zugabe von 10%iger, wassriger

Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6ésung sowie 1M Salzsaure abgebrochen. Durch

10 A, van Den Bulcke, B. Bogdanov, N. De Rooze, E. H. Schacht, M. Cornelissen, H. Berghmans, Biomacromol.

2007, 8, 331-337.
11 3) K. Satake, T. Okuyama, M. Ohashi, T. Shinoda, J. Biochem. 1960, 47, 654-660, b) Habeeb, Anal. Biochem.
1966, 14, 328-336.
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Messung der Absorption des entstandenen Chromophors 91 bei seiner maximalen
Intensitat von 335 nm, wurde der Derivatisierungsgrad der in Schema 34 gezeigten

Reaktion bestimmt. Als Standard wurde eine Glycin-Kalibrationsreihe verwendet.

SO,H NO,
O,N NO
2 2 . ’T‘Hz .
AAAANNNY 02N NO2
NO, NH
90 91

Schema 35 : Mechanismus des TNBS-Assays. a) NaHCO3, RT, 2 h.

Tabelle 11: Anzahl primarer Amine der Gelatine vor und nach Reaktion mit verschiedenen
Aquivalenten Methacylanhydrid (MA, bezogen auf 0.347 mmol NH./g).

Agq MA 0 0.2 0.3 0.4 0.55 0.7 1 5

mmol 0.347 0.214 0.264 0.188 0.156 0.118 0.004 0
NH/g

0,35+ +

0,30

0,25 4

o

N

o
1

mmol NH_/g
o
&
|

0,10 +

0,05

0,00 + . /
T T T T T 7
0,0 0,5 1,0 5,00

Aquivalente Methacrylanhydrid

Abbildung 52 : Anzahl primarer Amine der Gelatine vor und nach Reaktion mit verschiedenen
Mengen Methacylanhydrid.
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Zunéchst wurde die Menge an priméren Aminen der unmodifizierten Gelatine
bestimmt. Diese betragt 0.347 mmol pro Gramm Gelatine. Nach erfolgter Reaktion
mit Methacrylanhydrid wurde die Menge an priméaren Aminen erneut analysiert. Die
Ergebnisse der Farbungen, in Abhangigkeit von der zugesetzten Menge an
Methacrylanhydrid, sind in Tabelle 11 aufgefuhrt und in Abbildung 52 graphisch
dargestellt.

Die Auswertung des Assays zeigt, dass sich uUber die zugegebene Menge an
Methacrylanhydrid die Belegung des Polymers steuern lasst. Die Messungen zeigen
einen linearen Zusammenhang zwischen den beiden Werten. Nach Zugabe von
einem Agquivalent Methacrylanhydrid zeigte der Assay geringe und nach finf
Aquivalenten keine Farbung. Dies lasst den Schluss zu, dass alle Lysineinheiten der

Gelatine methacryliert wurden.

5.2.1.2 Hydrogelierung methacrylierter Gelatine

Nach erfolgter Funktionalisierung der Gelatine mit Methacrylgruppen, wurde diese
durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht vernetzt. Als Radikalstarter wurde Irgacure
2959 92 verwendet, welcher nach Einstrahlung von UV-Licht homolytisch zerfallt
(Schema 36). Dieser Radikalstarter eignet sich fur die Herstellung von Hydrogelen,
da er ebenso wie die beschriebenen Peptide und Saccharide wasserldslich ist.
AuRerdem wurde er an verschiedenen Zelllinien auf seine Toxizitat untersucht.'*?
Irgacure 2959 92 war fur die meisten Zelllinien vertraglich, die tolerierte Menge

variierte jedoch von Zelltyp zu Zelltyp.

0 0 OH
HO 0 >—/fi H =
— on —a. "AS SIS
92

93 94
Schema 36 : Struktur von Irgacure 2959 92. a) hv.

Der Prozess der Hydrogelbildung ist anhand der Fotostrecke in Abbildung 53
gezeigt. Das methacrylierte Polymer wurde in Wasser geldst, in eine Hohlform (hier
CultureWell Silicone Gaskets) gegeben und unter einer UV-Quecksilberlampe zum
Hydrogel vernetzt. Die fertigen Hydrogele wurden gefriergetrocknet, sodass sie

gelagert werden konnten. Fur biologische Tests konnten sie in beliebigen

12 ¢, G. williamsa, A. N. Malika, T. K. Kima, P. N. Manson, J. H. Elisseeffa, Biomaterials 2005, 26, 1211-1218.
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Kulturmedien rehydriert und besiedelt werden. Obwohl bereits photochemische
Polymerisation von methacrylierten Polymeren in Gegenwart von embryonalen
Mausestammzellen durchgefuhrt wurden, wurde in der vorliegenden Arbeit auf

selbiges verzichtet, um mogliche Zellschadigungen zu verhindern.**3

Abbildung 53 : Prozess der photochemischen Hydrogelbildung; a)methacryliertes Polymer,
gefriergetrocknet, b) Befiillung des Hohlkérpers mit Polymer-Lésung, c) Belichtung der Lésung mit
einer UV-Quecksilberlampe d) Hydrogele, gefriergetrocknet.

5.2.1.3 Erh6hung des Belegungsgrades methacrylierte  r Gelatine
Von Hydrogelen, die aus hochfunktionalisierter Gelatine gewonnen werden, ist eine
groBere Festigkeit und Rigiditdt zu erwarten als von solchen, die aus Gelatine mit
einer geringeren Menge an Methacrylatgruppen bestehen. Daher erschien es
sinnvoll den Funktionalisierungsgrad weiter zu steigern. Die fur die
Methacrylatfunktionalisierung genutzten Lysineinheiten sind in der verwendeten
Gelatine (Typ A) jedoch nur zu 2.9% enthalten.’** Daher sollten weitere Aminoséuren
fur die Derivatisierung mit Methacrylatgruppen verwendet werden. Besonders
geeignet schienen dabei Asparaginsdure und Glutaminsaure, die zu 2.9%
beziehungsweise 4.8% im Protein enthalten sind. Diese sollten durch Kupplung mit
Ethylendiamin in die entsprechenden Amide 95 Uberfiihrt werden und anschlie3end
unter oben genannten Bedingungen mit Methacrylanhydrid Zu
Gelatine-Methacrylat 96 umgesetzt werden (Schema 37).

Die Funktionalisierung der sauren Aminosauren der Gelatine mit Ethylendiamin

115

wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen publiziert. Sowohl die

literaturbekannten als auch weitere Kupplungsbedingungen wurden getestet (Tabelle

13 A Khademhosseini, G. Eng, J. Yeh, J. Fukuda, J. Blumling, R. Langer, J. A. Burdick, J. Biomed.
Mater. Res., Part A 2006, 79A, 522-532.

114 M. Regnitz, J. Falbe; ROMPP, Thieme Stuttgart-New York, 9. Auflage 1995.

15 3) T. Kushibiki, R. Tomoshige, K. lwanaga, M. Kakemi, Y. Tabata, J. Biomater. Sci. Polymer Edn 2006, 17,
645-658, b) N. Fukuyama, T. Onuma, S. Jujo, Y. Tamai, T. Suzuki, K. Myojin, Y. Tabata, Y. Ishihara, J. Takano,
H. Moro, Tokai J. Exp. Clin. Med. 2006, 31, 49-52, c) X. Mo, H. lwata, S. Matsuda, Y. lkada, J. Biomater. Sci.
Polymer Edn 2000, 11, 341-351, d) C. M. Ofner, W. A. Bubnis, Pharmaceutical Res. 1996, 13, 1821-1827.
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11) und deren Erfolg mittels TNBS-Assay Uberprift. Allerdings konnte bei keiner der
durchgefiihrten Reaktionen ein Anstieg an primaren Aminogruppen gegenuber einer

Negativprobe, in der keine Kupplungsreagenzien zugesetzt wurden, beobachtet

HN\I'/O

werden.

NH,
Oy _OH NH NH
DL T S A S
NNANNNANNNNNNNNNNNNNNN JVVWUVWVVVV\J\I\IWVV‘
87 95 96

Schema 37: Syntheseplanung fiir die Funktionalisierung von Asparagin- und Glutaminsaure der
Gelatine mit Methacrylatgruppen. a) Ethylendiamin, Bedingungen Tabelle 11, b) Methacrylanhydrid,
Phosphatpuffer, pH = 7.5, 40 C, 1 h.

Tabelle 11: Bedingungen fir die Funktionalisierung von Asparagin- und Glutaminsaure der Gelatine
mit Ethylendiamin analog zu Schema 37. Bei keiner der Experimente konnte ein Erfolg nachgewiesen

werden DIC = Di-iso-propylcarbodiimid; DMAP = Dimethylaminopyridin; DIPEA = Di-iso-
popylethylamin; ED = Ethylendiamin; DCC = Dicyclocarbodiimd; EDC = 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid.

Nr. Reagenzien Losungsmittel Zeit, Temperatur

A DIC, DMAP, ED 3% Na,COs3 15h,50 C

B DIC, DMAP, DIPEA, ED H,0O 2d,50 C

C DIC; DMAP; DIPEA; ED (tr.) DMSO 4d, RT

D NHS, DCC, DIPEA, ED DMSO 22 h,50 C

E NHS, DMAP, ED H.O, pH =5 22 h,37C

F DCC, DMAP, DIPEA, ED (ir.) DMSO 4d, RT

Gt Epc, ED H,O, pH =5 24 h, RT

H(>el EDC, ED DMSO 24 h, 37 C

> EDC, ED H,O mit NaH,POy; 22 h,37C

mit HCI auf pH =5
J EDC, ED (tr.) ED 4d, RT
KIS Epc, ED Phosphatpuffer 2d,37C

pH =7.4; mit HCI auf
pH=5
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5.2.2 Synthese und Charakterisierung methacrylierte Hyaluronsaure

Da die Methacrylierung und Photovernetzung bereits an Gelatine erfolgreich
durchgefiihrt werden konnte (Kapitel 5.2.1), sollte auch das Polysaccharid
Hyaluronsaure in gleicher Weise derivatisiert und analysiert werden. Hyaluronsaure
kommt ebenso wie Kollagen, die nicht denaturierte Form der Gelatine, im Menschen
vor und kann durch das Enzym Hyaluronidase degradiert werden.

- Veresterung - TB A®602 c. 0. .0
a
OH
W “ny 993
@0 HO NHAc
TBA 0,C_0._O
O\\[CI)E,/OH Ring(’jf;nung »
97
o}
Glycidylmethacrylat: %(oﬁ
O 98

Schema 38: Umsetzung von Hyaluronsaure 97 mit Glycidylmethacrylat 98. a) Glycidylmethacrylat 98,
Dimethylaminopyridin, DMSO, 55 T, 6 d.

Die chemische Funktionalisierung der Hyaluronsédure mit Methacrylatgruppen
wurde anhand einer Vorschrift vom OUDSHOORN et al. mit Glycidylmethacrylat 98 in
Dimethylsulfoxid (DMSO) durchgefiihrt (Schema 38).*'° Zur Erhéhung der Loslichkeit
der unmodifizierten Hyaluronsaure in organischen Losungsmitteln war zuvor dessen
Uberfiihrung vom Natrium- in das tert.-Butylammoniumsalz (TBA-Salz) notwendig.
Durch Koordination dieses grof3en, unpolaren lons an das Saccharid wurde die
Loslichkeit in Wasser herabgesetzt und die in organischen Losungsmitteln gesteigert.

Der Mechanismus der Methacrylierung von Hyaluronsdure wurde spéater von
BENCHERIF et al. beschrieben. Dabei reagiert der primare Alkohol mit dem

Glycidylmethacrylat, wobei eine Veresterung stattfindet und Glycidylalkohol

" M. H. M. Oudshoorn, R. Rissmann, J. A. Bouwstra, W. E. Hennink, Polymer 2007, 48, 1915-1920.
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abgespalten wird.**” AuBerdem reagiert die Saurefunktion der Hyaluronsdure mit
Glycidylmethacrylat unter Offnung des Epoxids. Dies konnte durch Modellreaktionen
zwischen Monomethoxy-PEG und Monomethoxy-PEG-carboxymethyl belegt
werden.’*” Da die Veresterung im Gegensatz zu der Ringdffnung reversibel ablauft,
kann nach langen Reaktionszeiten eine zunehmende Menge an Ringdffnungsprodukt
beobachtet werden. Der primare Alkohol kann das Epoxid nicht 6ffnen. Dies ergibt
sich aus einer im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Modellreaktion zwischen 3-
Phenylpropan-1-ol 100 und Glycidylmethacrylat 98 (Schema 39). Dabei konnte
ausschliel3lich das Veresterungsprodukt 101 in einer Ausbeute von 63% erhalten

werden.

(0]
WOH )H( O )H‘/
* o< ©/\/\O
100 Ogg 101

Schema 39: Modellreaktion von 3-Phenylpropan-1-ol 100 mit Glycidylmethacrylat 98. a) DMAP,
DMSO, 20 h, 50 T, 63%.

5.2.3 Hydrogelierung methacrylierter Hyaluronsaure

Die methacrylierte Hyaluronsaure wurde analog zu dem fir Gelatine beschriebenen
Verfahren vernetzt (Kapitel 5.2.1.2). Dabei wurde die methacrylierte Hyaluronsaure
wassrig geldst und durch Zugabe des Radikalstarters Irgacure 2959 92 und durch
Einstrahlung von UV-Licht hydrogeliert.

Neben den reinen Gelatine und Hyaluronsaure Hydrogelen wurden auch Blends
beider Materialien hergestellt. Des Weiteren wurden Blends mit methacryliertem
Alginat erzeugt. Insgesamt wurden die folgenden Hydrogelzusammensetzungen
hergestellt und untersucht: Gelatine (pur), Hyaluronsaure (pur), Alginat (pur),
Gelatine/Hyaluronsaure (1/1), Gelatine/Alginat (1/1) und Hyaluronsaure/Alginat (1/1).

Die rheologischen Eigenschaften der Gele aus den jeweiligen Polymeren sowie
deren Blends werden ebenfalls in der Dissertation von A. KRAUSE beschrieben.*®®
Zusammenfassend konnte feststellt werden, dass jedes Material spezifische
physikalische Eigenschaften besitzt. Durch Herstellung von Kompositen liel3en sich

gezielt Eigenschaften der Hydrogele entsprechend eines Baukastenprinzips

7S, A. Bencherif, A. Srinivasan, F. Horkay, J. O. Hollinger, K. Matyjaszewski, N. R. Washburn,
Biomaterials 2008, 29, 1739-1749.
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einstellen. Die Gelatine ist das weichste Material. Trotzdem traten erst bei starker,
mechanischer Belastung Veranderungen in der Struktur der Gelatine-Hydrogele auf.
Hyaluronsaure zeigte im Gegensatz dazu eine hohere Rigiditat, jedoch weniger
Toleranz gegentber mechanischer Belastung. Alginat ist das Rigideste unter den
beschriebenen Materialien und hat eine im Vergleich zu Gelatine erhdhte Toleranz
gegeniber mechanischem Stress.

AnschlieRend wurden die verschiedenen Hydrogele biologisch examiniert.*'?
Dabei wurden die in N&ahrmedium aufgequollenen Hydrogele mit einer
Kardiomyozyten-angereicherten Rattenherz-Zellpopulation (CM) besiedelt. Nach
siebentagiger Kultivierung wurde deren Kontraktion unter dem Mikroskop
beobachtet.  AufBerdem  wurde die  Adharenz der Zellen mittels
Immunufluoreszenzfarbungen und das Einwachsen der Zellen durch Kryoschnitte
nachgewiesen (Abbildung 54). Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
Es zeigte sich, dass die Herzmuskelzellen auf allen Hydrogelmaterialien vital blieben,
jedoch nur adharent wurden, wenn Gelatine zugegen war. Dass die Kardiomyozyten
auf den Sacchariden nicht adharent wurden, ist vermutlich auf deren Mangel an

zellspezifischen Bindungsstellen zuriickzufuhren.

Tabelle 12: Biologische Untersuchung von neonatalen Rattenkardiomyozyten (CM) auf den
Hydrogelen aus Hyaluronsure, Gelatine und Alginat sowie deren Blends.

Gel HyA Alg HyA-Gel Alg-Gel Alg-HyA
CM Uberleben und
) Ja Ja Ja Ja Ja Ja
Kontraktion
CM-induzierte

. Ja Nein Nein Ja Ja Nein

scaffold Kontraktion
CM Adhérenz Ja Nein Nein Ja Ja Nein
CM Einwachsung Nein Nein Nein Nein Nein Nein

18 Bijologische Untersuchungen wurden J. Dahlmann in der Arbeitsgruppe von Dr |. Gruh
durchgefiihrt, Medizinische Hochschule Hannover; Leibniz Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie

und kinstliche Organe, Carl-Neuberg-Str. 1, 30625 Hannover.
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Phalloidin — o-Actinin

o-Actinin

Phalloidin —— o-Actinin

Abbildung 54 : Immunofluoreszenz Farbung der Rattenkardiomyozyten nach sieben Tagen auf den
Hydrogelen; Zellkerne (blau), Intrazytoplastisches F-Actin (grin) und Kardiomyozyten Marker
sarkomerisches a-Actin (rot) A: Alginat/Hyaluronsdure (1/1), B: Gelatine/Hyaluronsaure (1/1), C:
Kryoquerschnitt von B; MalRstab = 1 mm. '8

Der Kryoschnitt der Gelatine/Hyaluronsaure Hydrogele zeigte deutlich, dass die
Zellen nicht in die Materialien einwachsen konnten (Abbildung 54C). Darum wurde im
Folgenden die GroBe der Poren innerhalb der Hydrogele durch
rasterelektronkraftmikroskopische (REM) Studien bestimmt. Abbildung 55 zeigt REM-
Aufnahmen der radikalisch polymerisierten, gefriergetrockneten Hydrogele,
bestehend aus Hyaluronsaure/Alginat (1/1). Die REM-Bilder von Gelatine Hydrogelen
sind in Abbildung 56 dargestellt.**® Vergleichend kann festgestellt werden, dass deren
Poren deutlich homogener verteilt vorliegen als in dem Komposit aus Hyaluronsaure
und Alginat. Allerdings besitzen die Poren nur eine maximale Gr6é3e von 5 uM und
ermoglichen somit keine Migration von Zellen in das Gel. Dariber hinaus ist zu
vermuten, dass die Poren innerhalb des Gels untereinander nicht verbunden waren,
sodass die Zellen nicht weiter einwandern konnten. Die Poren des Komposits haben
Gréfken von 8 bis 30 uM, wobei diese zum Teil auf den Lyophilisationsprozess
zuruckzufihren sind. Es sind jedoch auch ganzlich porenfreie Regionen zu

beobachten.

9 REM-Aufnahmen wurden von T. Chakradeo in der Arbeitsgruppe von Prof. B. Glasmacher
durchgefiihrt, Institut fir Mehrphasenprozesse, Leibniz Universitdt Hannover, Callinstr. 36, 30167

Hannover.
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Abbildung 55 : REM-Aufnahmen von radikalisch polymerisierten Hyaluronsaure/Alginat (1/1)
Hydrogelen.'*

Abbildung 56 : REM-Aufnahmen von radikalisch polymerisierten Hydrogelen aus Gelatine.*

Die optimale Porengrdl3e fur ein homogenes Einwachsen der Zellen ist stark
abhangig vom Zelltyp und von der Zusammensetzung und Morphologie des
verwendeten Polymers.*® Fiir Fibroblasten, die zu etwa 10-20% in der verwendeten
Kardiomyozyten-angereicherten Rattenherz-Zellpopulation enthalten waren, wird
eine tolerierte GroRenverteilung von 38-150 pm angegeben.*?! Da die PorengroRe in
den photovernetzten Materialien jedoch deutlich unterhalb dessen lag, wurden

Experimente hinsichtlich einer gezielten Porenbildung durchgefihrt.

120 £ 3. O'Brien, B.A. Harley, 1.V. Yannas, L.J. Gibson, Biomaterials 2005, 26, 433-441.

121 3) J. Zeltinger, J. K. Sherwood, D. A. Graham, R. Mueller, L. G. Griffith, Tissue Eng 2001, 7, 557-72 b) A. K.
Salem, R. Stevens, R. G. Pearson, M. C. Davies, S. J. Tendler, C. J. Roberts, P. M. Williams, K. M. Shakesheff.
J. Biomed. Mater. Res. 2002, 61, 212-7.
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Eine Madglichkeit bietet die gezielte Mikrostrukturierung der Gele mit
Laserpulsen.’? Dazu wurden die methacrylierten Polymere zusammen mit dem
Radikalstarter Irgacure 2959 92 in Wasser geldst und in eine Form, wie zum Beispiel
den in Abbildung 53 gezeigten Culture Well Silicone Gaskets, gegeben.
Anschlieliend wurde eine Vernetzung der Polymerstrange ausgelost, indem durch
die Laser-induzierte Energiezufuhr Radikale gebildet wurden. Diese Technik wird als
zwei-Photonen-Polymerisation (2PP) bezeichnet.!*® Der Laser emittiert langwelliges
Licht im infraroten Bereich (NIR, 800 nm), welches so stark gebiindelt wird, dass im
Fokus des Lasers ein Multiphotonenprozess stattfindet, der eine Polymerisation
auslosen kann. Um diesen zu ermdglichen, wird flr die Strukturierung ein
Femtosekundenlaser verwendet. Durch eine computergesteuerte Strahlfiihrung,
konnte das Material in einer beliebigen Form polymerisiert werden. Die
Uberschissigen, nicht polymerisierten Polymerstrange wurden aus dem Netzwerk
herausgewaschen und die strukturierten Hydrogele mit Poren induzierter Grolde
wurden lyophilisiert. REM-Aufnahmen der auf diese Weise strukturierten Gelatine
sind in Abbildung 57 gezeigt. Die Strukturierung verschiedener Hydrogel Blends
mittels 2PP sowie die biologischen Untersuchungen zum Zelleinwuchs in derart

strukturierte Materialien wird derzeit untersucht.

122 Laserstrukturierungen wurden von Dr. A. Ovsianikov in der Arbeitsgruppe von Prof. Boris Chichkov nach A.

Ovsianikov, A. Deiwick, S. Van Vlierberghe,. P. Dubruel, L. Méller, G. Drager, B. Chichkov, Biomacromolecules
2011, 12, 851-858 durchgefihrt, Laser Zentrum Hannover e.V., Hollerithallee 8, 30419 Hannover.

123 3) S. Maruo, O. Nakamura, S. Kawata, OPT Lett 1997, 22, 132-134, b) M. Deubel, G. Von Freymann, M.
Wegener, S. Pereira, K. Busch, C. Soukoulis, Nature Materials 2004, 3, 444-447.
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"G00 um

Abbildung 57 : Mittels 2PP-Lasertechnik strukturierte Hydrogele aus methacrylierter Gelatine.***

5.3 in situ Vernetzbare Polymere

In Kapitel 5.2 wurde die zellulare Besiedlung von vorstrukturierten Gerlistmaterialien
untersucht. Eine homogene Bewachsung der Hyaluronsédure-Hydrogele und deren
Blends mit neonatalen Rattenherzmuskelzellen, welche fir die Ausbildung eines
dreidimensionalen Gewebes notwendig ist, konnte jedoch nicht erreicht werden.
Daher wurden auf Basis von Hyaluronsdure und Alginat in situ herstellbare
Hydrogele entwickelt.'® Ein solches System erméglicht die homogene Einbettung
von Zellen bereits wéhrend des Vernetzungsprozesses.

Zu diesem Zweck wurden beide Saccharide in ihre Aldehyd bzw. Hydrazid-
Derivate Uberfuhrt. Die Ausbildung von Hydrogelen sollte spontan nach
Zusammengeben beider Komponenten uber Hydrazonbindungen erfolgen (Schema
40). Die Synthese und Analyse der beiden Hyaluronsaurederivate wird in den
Abschnitten 5.3.1 und 5.3.2 eingehend diskutiert.



Hydrogele aus Hyaluronséaure flr das tissue engineering 125
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H
Aldehyd-komponente Hydrazid-komponente Hydrogel
102 103 104

Schema 40: In situ Hydrogelierung basierend auf Hydrazonbindungen aus Aldehyd- und Hydrazid-
modifizierter Hyaluronsaure.

5.3.1 Synthese der Aldehydkomponente

Die Darstellung der Aldehyd-modifizierten Hyaluronséure, welche zur Ausbildung
eines, wie in Kapitel 5.3 beschriebenen, spontan vernetzenden Hydrogels verwendet
wird, ist in Schema 41 dargestellt. Sie verlauft unter Natriumperiodat induzierter
Spaltung der C-C Bindung der Dihydroxyfunktion der b-Glucuronsaure-Einheit. Die

Synthese wurde ahnlich einer Vorschrift von Jia et al. durchgefiihrt.***

a ©0 HO™ “NHAC
~ Na OC o\Eo — %,c
O:% \O O\\\“
- e) WLM
4 102a 102b

Schema 41 : Synthese von Hyaluronsaure-Aldehyd 102. a) NalO,, H,O, RT, 12h.

Der Derivatisierungsgrad von 102 ist von der eingesetzen Menge an Natriumperiodat
abhangig und wurde anhand von *H-NMR-spektroskopischen Daten ermittelt. Die
Protonen der Aldehydgruppen sind jedoch nicht detektierbar, da die Aldehyde als

Aldehyd-Hydrate vorliegen. Die Protonen am geminalen Diol zeigen zwischen

124 3) X. Jia, G. Colombo, R. Padera, R. Langer, D. S. Kohane, Biomaterials 2004, 25, 4797-4804, b) X. Jia, J. A.

Burdick, J. Kobler, R. J. Clifton, J. J. Rosowski, S. M. Zeitels, R. Langer, Macromol. 2004, 37, 3239-3248.
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4.4 ppm und 5.0 ppm *H-NMR-Signale (Schema 41: Markierung, Abbildung 58). Zur
Bestimmung des Derivatisierungsgrades wurden diese Protonen im Verhéltnis zu
den Protonen der Acetylgruppe des N-Acetyl-D-Glucoseamins betrachtet. Deren
Integral wurde dabei auf einen Wert von 3 kalibiert. Der Gehalt an Aldehydfunktionen
im Polymer in Abhéngigkeit von der eingesetzten Natriumperiodatmenge wird in
Tabelle 13 dargestellt.

R R R ] S4 | s2  am 48 48 4% 42 a0 3% 16 3% 2 dn | 23 26 a4 21

Abbildung 58 : lH-NMR-Spektren der Aldehyd-modifizierten Hyaluronsdure 102 in D,O; links: nach
Zugabe von zwei Aquivalenten Natriumperiodat; rechts: nach Zugabe von vier Aquivalenten
Natriumperiodat.

Tabelle 13: Derivatisierungsgrad von Hyaluronséaure-Aldehyd 102 in Abhéngigkeit von der Menge an
zugesetztem Natriumperiodat. 100 % Derivatisierung bedeutet, dass jede Dimereinheit (jeder zweite
Zucker) zwei Aldehyde tragt.

Aq NalO4 Derivatisierungsgrad (NMR) Derivatisierungsgrad (Purpald)
0.5 33% 33+4 %
2 40 % 4319 %
4 81 % 58+8 %
6 84 % 65+9 %
8 100 % 7015 %
10 100 % n. d.
12 Nicht bestimmbar 71+7 %

(Uberlagerung mit H,0)
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Zur Uberprifung der durch NMR-Spektroskopie erhaltenen Ergebnisse, wurde
der Gehalt an Aldehyden zusatzlich durch ein colorimetrisches Analyseverfahren
bestimmt. Zunachst wurde eine indirekte Quantifizierung verwendet, bei der das
Aldehyd-modifizierte Polymer 102 zunachst mit einem Uberschuss an tert.-
Butylcarbazat umgesetzt wurde. Anschlie3end wurde die Uberschiissige Menge an
Carbazat mittels TNBS-Assays bestimmt. Dies fuhrte jedoch zu widersprichlichen
und nicht reproduzierbaren Ergebnissen (Beschreibung des TNBS-Assays: Kapitel
5.2.1.1).

Deshalb wurde ein Purpald-Assay zur Quantifizierung der Aldehydgruppen von
102 verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte wie von COURNOYER et al. beschrieben.*?
Der Mechanismus dieser Reaktion ist in Schema 42 dargestellt. Polymer und
Purpald 106 wurden jeweils in einer Konzentration von 0.5 bzw. 10 mg/mL in 1 m
Natriumhydroxid-Losung geldst. AnschlieBend wurden beide Lésungen zu gleichen
Teilen zusammengegeben und fur 30 min bei Raumtemperatur in einem gedffneten
Reaktionsgefall inkubiert. Letzteres war entscheidend fir den Reaktionsverlauf, da
die in Schema 42 gezeigte Oxidation nur in Anwesenheit von Sauerstoff ablief. Nach
erfolgter Reaktion war eine violette Farbung der Ldsung zu beobachten. Die
Absorptionen der verschiedenen Proben wurde anschlie3end bei 550 nm detektiert.
Die Bestimmung des Derivatisierungsgrads erfolgte durch Erstellen einer
Eichgerade, bei der Propanal als Aldehyd-Komponente in verschiedenen
Konzentrationen eingesetzt wurde. Die Ergebnisse der Quantifizierung der Aldehyde
der Hyaluronsaure sind in Tabelle 13 vergleichend mit den Ergebnissen der *H-NMR-
basierten Quantifizierung dargestellt.

Die von HELDT et al. publizierte Variante des Purpald-Assays, wobei statt einer
basischen Umgebung, ein Phosphat-Citrat-Puffer (0.075M, pH=6) als
Reaktionsmedium verwendet wurde, ist fir die Quantifizierung der Aldehydbelegung
von Hyaluronséure ungeeignet.*?® Gleiches gilt fiir deren vorgeschlagenen Zusatz

von Natriumborhydrid nach erfolgter Reaktion.

125 3) J. J. Cournoyer, T. Kshirsagar, P. P. Fantauzzi, G. M. Figliozzi, T. Makdessian, B. Yan J. Comb. Chem.

2002, 4, 120-124, b) G. Avigad, Anal. Biochem. 1983, 134, 499-504.
126 3-M. Heldt, N. Fischer-Durand, M. Salmain, A. Vessiéres, G. Jaouen, Eur. J. Org. Chem. 2007, 32, 5429-
5433.
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Schema 42: Mechanismus der Reaktion von Aldehyden mit Purpald. a) NaOH, RT, 30 min, b)
Oxidation mit Luftsauerstoff.

Die Ergebnisse beider Methoden stimmen, besonders bei geringen
Oxidationsgraden, gut Uberein. Mit zunehmender Modifizierung weichen die Werte
jedoch starker voneinander ab. Dabei liegen die Ergebnisse des Purpald-Assays bis
zu 30 % unter denen der NMR-Quantifizierung. Mit der photometrischen Methode
konnte kein Wert tber 70% bestimmt werden. Dies ist vermutlich auf sterische
Effekte zurtckzufihren, da pro Zuckereinheit zwei der sperrigen Heterozyklen
(Schema 42) gebunden werden miussten, um einen korrekten Belegungsgrad
wiederzuspiegeln. Je hoher also die Anzahl an Aldehyd-Funktionalitdten, desto mehr
sterische Hinderung der Reaktion tritt auch durch benachbarte Zuckereinheiten ein,
sodass davon nicht alle mit Purpald abreagieren kénnen. Daher beruhen die im
Folgenden angegebenen Belegungsgrade auf der *H-NMR-Quantifizierung.

Tabelle 13 zeigt, dass der Belegungsgrad der Aldehyd-modifizierten
Hyaluronsaure 102 linear mit der eingesetzten Menge an Natriumperiodat korreliert.
Dabei muss das Oxidationsmittel im Uberschuss eingesetzt werden. Erst ab acht
Aquivalenten lasst sich eine vollstandige Oxidation beobachten. Jede

Aldehydbelegung lies sich auf diese Weise reproduzierbar herstellen.
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5.3.2 Synthese der Hydrazidkomponente
Die Hyaluronsaure-Hydrazid-komponente 103, die zur Darstellung der in situ
herstellbaren Hydrogele verwendet wurde, war durch Kupplung von Hydrazin an die

Saurefunktion des Polymers zuganglich (Schema 43).

R ®%0,c

nnnhnn OH

R=Na 4 103
TBA 97

Schema 43: Synthese von Hydrazid-modifizierter Hyaluronsaure 103. a) N,H,*H,O, Bedingungen
Tabelle 14.

Tabelle 14 zeigt die verschiedenen Reaktionsbedingungen zur Darstellung der
Hydrazid-modifizierten Hyaluronsaure 103. Die eingefuhrte Hydrazidfunktionalitat
weist, in DO gemessen, keine Signale im *H-NMR auf, da sowohl die Protonen des
primaren als auch die des sekundéren Amins gegen Deuteriumionen austauschen.
Gleiches gilt auch fir die Protonen der umgesetzten Carbonsaureeinheiten. Es
wurde stattdessen der in Kapitel 5.2.1.1 beschriebene TNBS-Assay analog zu der

Vorschrift von SATAKE et al. durchgefiihrt.**

Tabelle 14: Bedingungen der in Schema 43 gezeigten Reaktion zur Bildung von Hyaluronsaure-
Hydrazid 103; EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, HOBt = Hydroxybenzotriazol,
DIPEA = Di-iso-propylethylamin.

Nr. Reagenzien Bedingungen Belegungsgrad
A HyA-Na 4, HOBt, EDC, DIPEA H,O, 1d, RT 11+1%
B HyA-Na 4, HOBt, EDC, DIPEA H,0,1d,50 C 11+3%
C HyA-TBA97, HOBt, EDC, DIPEA DMSO, 1d,50 C 41+2%

Bei der Synthese von Hyaluronsaure-Hydrazid 103 in wassrigem Milieu konnte
kein ausreichender Derivatisierungsgrad der Hyaluronsaure erzielt werden (Tabelle
14A und B). Sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 50 T wurden lediglich 11%
der  N-Acetyl-D-glucosamin-Einheiten ~ modifiziert. = Bei  Vermischung des

Hyaluronsaure-Hydrazids 103 aus Eintrag A und B mit Aldehyd-modifizierter
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Hyaluronsaure (Tabelle 14) konnten keine stabilen Hydrogele erhalten werden.
Wurde die Reaktion dagegen unter gleichen Bedingungen mit dem TBA-Salz der
Hyaluronsaure 97 in DMSO durchgefiihrt (Tabelle 14C), konnten 52% der
Monomereinheiten in das Hydrazidderivat Uberfahrt ~ werden. Als
Kupplungsreagenzien far alle Reaktionen wurden 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und Hydroxybenzotriazol (HOBt) gewahlt
(Tabelle 14). Das nach Tabelle 14C hergestellte Hyaluronsaure-Hydrazid 103 bildete
mit Hyaluronsaure-Aldehyd stabile Hydrogele aus (Kapitel 5.3.3).

5.3.3 Herstellung der Hydrogele
Die chemische Verknupfung der insitu gelierenden Hydrogele aus
Aldehyd-modifizierter und Hydrazid-modifizierter Hyaluronsdure wurde bereits in
Schema 40 dargestellt. Dazu wurden die beiden Saccharid-Komponenten separat in
wassrigem Medium gelost. Die Vernetzung erfolgte spontan nach deren
Vermengung. In gleicher Weise konnten auch Komposite aus Hyaluronséaure und
Alginat sowie Hydrogele aus reinem Alginat hergestellt werden.'®®

Die Reaktion konnte in verschiedenen Formkdrpern durchgefuhrt werden,
sodass Hydrogele in beliebigen Grol3en und Formen erhalten wurden. Der Prozess
erforderte keine harschen Bedingungen wie Warme oder UV-Licht, sondern verlief
spontan nach Mischung von Aldehyd-Komponente und Hydrazid-Komponente bei
Raumtemperatur und Normaldruck. Daher kann die Polymerisation prinzipiell auch in
Gegenwart von Zellen durchgefiihrt werden (vergleiche Kapitel 5.3.5). Statt in
Wasser konnten die Polymere vor der Hydrogelierung auch in fir Zellen geeigneten
Medien geltst werden. Es wurden zum Beispiel isotonische Kochsalz-Lésung oder

DuLBecco's Modified EAGLE's Medium (DMEM) getestet.
Abbildung 59 : Links oben: Hyaluronsédure-Aldehyd 102, gefriergetrocknet, links unten:

Hyaluronséaure-Aldehyd 102, geldst in Wasser, rechts oben: Alginat-Hydrazid 103, gefriergetrocknet,
rechts unten: Alginat-Hydrazid 103, gel6st in Wasser, mittig: polymerisierte Hydrogele.
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Die Dauer der Gelierung variierte je nach Derivatisierungsgrad der einzelnen
Polymerkomponenten und dem gewdahlten Medium. Am schnellsten wurden
Hydrogele aus Polymeren mit hohen Belegungsgraden in reinem Wasser gebildet.
Die Verwendung von Nahrmedien verzdgerte die Reaktion, oder inhibierte sie
vollstandig, wie im Falle von gering derivatisierten Komponenten. Durch die Wahl der
eingesetzten Komponenten wird eine anwendungsspezifische Modulierung der
Gelierungsgeschwindigkeit ermdéglicht. Sollen die Polymere per Spritze injiziert
werden, um Hydrogele in vivo zu generieren, ist ein verzdgerter Gelierungsprozess
notig, da sonst eine Gelierung vor der Injektion stattfinden kénnte. Im Falle einer zu
langsamen Hydrogelbildung wirden wiederum die einzelnen Komponenten im
Blutstrom abtransportiert werden, bevor eine Gelierung stattfinden kann. Bei einer
in vitro durchgefuhrten Hydrogelierung in Gegenwart von Zellen ist hingegen eine
schnelle Polymerisation erforderlich, da sonst die beigegebenen Zellen auf den
Boden des GefaRes absinken wirden, statt homogen im Hydrogel verteilt
vorzuliegen. Daher sind die Polymerisationseigenschaften des Materials auf die

medizinische Anwendung individuell abzustimmen.

5.3.4 Charakterisierung der Hydrogele
5.3.4.1 Abbau der Hydrogele in vitro

Da die in situ gebildeten Hydrogele als Grundgerust fur Zellen, wie beispielsweise
Kardiomyozyten, eingesetzt werden sollen, missen die Materialien im Koérper
idealerweise abbaubar sein, sobald sich ein Zellgewebe ausgebildet hat. Aus diesem
Grund wurde Hyaluronsaure als Basismaterial gewéhlt. Dieses Polysaccharid kommt
im menschlichen Koérper vor, besonders in Gelenken und Weichgeweben wie
beispielsweise dem Auge, und kann demnach in vivo abgebaut werden.?**° Da ein
verfrihter Abbau, bevor sich das zu heilende Gewebe regeneriert hat, jedoch
verhindert werden soll, wurde die Hyaluronsdure mit Alginat als Copolymer versetzt.
Alginat kann im Gegensatz zu der Hyaluronséure nicht human degradiert werden.
Zur Uberprifung der Abbaugeschwindigkeit der in situ polymerisierten
Hyaluronsaure-Alginat Hydrogele, wurden diese mit boviner Hyaluronidase (Type IV-
S, 2140 U/mg) inkubiert. Die Herstellung der Hydrogele wurde in Kapitel 5.3.3
erlautert. Es wurden entweder Hydrogele aus reiner Hyaluronsdure (Hyaluronsaure-
Aldehyd: Oxidationsgrad 100%, Hyaluronsaure-Hydrazid: Derivatisierungsgrad 52%)
oder ein Komposit aus Hyaluronsaure-Aldehyd 102 und Alginat-Hydrazid 103
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(Derivatisierungsgrad  30%)*?’

zu jeweils gleichen Teilen verwendet. Zunachst
wurden die optimalen Aktivitatsbedingungen fiir das Enzym untersucht. Dazu wurden
die Hydrogele in ein Hyaluronidase enthaltendes Medium gegeben und der
Uberstand mit den enthaltenen Abbauprodukten durch PAGE und dem in der
Literatur beschriebenen Carbazol-Assay untersucht.*?® Das Carbazol reagiert dabei
Uber einen nicht bekannten Mechanismus mit den abgebauten Zuckern und die
dabei entstehende Verbindung zeigt intensive Purpurfarbung mit einer maximalen
Absorption bei 550 nm. Die Absorption wurde spektroskopisch bestimmt und die
Mengen an degradiertem Zucker untereinander verglichen.

Um den Abbau der Hydrogele durch das Enzym Hyaluronidase eingehender zu
untersuchen, wurde sowohl die Wahl eines geeigneten Puffersystems als auch der
Temperatur und der Konzentration des Enzyms analysiert (Tabelle 15). Zudem
wurde der Abbau unter Dialysebedingungen durchgefuhrt. Dazu wurden Hydrogel
und Hyaluronidase in einen Dialyseschlauch gegeben und gegen das entsprechende
Medium dialysiert. Auf diese Weise konnten die mdglichen Abbauprodukte standig
aus dem System entfernt werden, sodass eine mogliche Produkthemmung minimiert
wurde. Eine Negativkontrolle ohne Hyaluronidase wurde bei jedem Experiment als
Kontrolle durchgefihrt.

127 per Derivatisierungsgrad bezieht sich auf die Menge an umgesetzten Carbonséduren. Da im Alginat jede

Monomereinheit eine Carbonsaure trug, in der Hyaluronsaure aber nur jede zweite Monomereinheit, waren im
Alginat mehr Hydrazidfunktionalititen pro Gramm enthalten als bei der Hyaluronsdure, auch wenn der
Derivatisierungsgrad niedriger war.
128 3) T. Bitter, H. M. Muir, Anal. Biochem 1962, 4, 330-334, b) M. Cesaretti, E. Luppi, F. Maccari, N. Volpi,
Carbohydr. Polym. 2003, 54, 59-61.
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Tabelle 15: Bedingungen zum Abbau von in situ gelierten Hydrogelen; jeweils durchgefiihrt mit reinen
Hyaluronséure-Hydrogelen und Hyaluronsdure-Alginat Kompositen.

Nr. Enzymmenge Temperatur Puffer
A 5000 U/mL 37 <C Citrat-Phosphat, pH =5
B 5000 U/mL 37 <C Citrat-Phosphat, pH = 6.3
C 5000 U/mL 37<C PBS,pH=7.5
D 5000 U/mL 4C PBS,pH=7.5
E 5000 U/mL 37<C PBS,pH=7.5
F 5000 U/mL 50 C PBS,pH=7.5
G 1 U/mL 37<C PBS,pH=7.5
H 10 U/mL 37 C PBS,pH =75
I 100 U/mL 37C PBS,pH=7.5
J 1000 U/mL 37<C PBS,pH=7.5
K 10000 U/mL 37<C PBS,pH=7.5

Die in Tabelle 15 angegebenen Bedingungen entsprechen zumeist in der
Literatur beschriebenen Protokollen. Das vom Hersteller angegebene pH-Optimum
des Enzyms liegt zwischen pH=4.5 bis 6."*° AuBerdem wurde ein Citrat-
Phosphat-Puffer bei pH=6.3 und ein PBS-Puffer bei pH=7.4 fir den
enzymatischen Abbau verwendet. Diese beiden Puffersysteme wurden bereits fur
den Abbau von vergleichbaren Hyaluronsaure-Hydrogelen verwendet.**® HaHNA et al.
berichteten beispielsweise, dass ein mit einem Hydrazid-Crosslinker vernetztes
Hydrogel nach drei Stunden durch Hyaluronidase (1 U/mL in PBS Puffer) vollstandig
degradiert wurde. BuLLPITT et al. untersuchten ein Hydrazid-funktionalisiertes
Hydrogel mit Aktivester-Crosslinker. Nach 48 Stunden war dieses durch 250 U/mL
Hyaluronidase in Citrat-Phosphat-Puffer pH = 6.3 abgebaut.

Zusammenfassend lasst sich jedoch sagen, dass unter keiner der untersuchten
Bedingungen ein Abbau der in dieser Arbeit beschriebenen Hydrogele nachzuweisen
war. Weder mit dem Carbazol-Assay noch mittels Elektrophorese konnte ein Abbau
gezeigt werden. Besondere Schwierigkeiten in der Analyse bereitete die

Hyaluronidase selber, welche mit biologischen, hoch- und niedermolekularen

129 http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/2/h3884pis.Par.0001.File.t
mp/h3884pis.pdf (02.11.11).

130 a) P. Bulpitt, D. Aeschlimann, J. Biomed. Mat. Res. 1999, 47, 152-169, b) S. K. Hahna, J. K. Park, T.
Tomimatsu, T. Shimoboji, Int. J. Biol. Macromol. 2007, 40, 374-380.
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Substanzen verunreinigt war. Diese fuhrten sowohl zu Farbungen im Carbazol-Assay
als auch zu Banden in der Elektrophorese, die nicht von denen der moglicherweise

abgebauten Hyaluronsaure zu unterscheiden waren.

5.3.4.2 Abbau der Hydrogele in vivo
Nachdem der Hyaluronidase vermittelte Abbau der Hyaluronséure-Alginat Hydrogele
zunachst umfangreich in vitro studiert wurde (Kapitel 5.3.4.1), sollten die erhaltenen
Ergebnisse mit den realen, physiologischen in vivo Bedingungen verglichen werden.
Zu diesem Zweck sollten die vernetzten Materialien in eine Maus subkutan
implantiert werden. Um den Abbau des Implantats Uber die Zeit verfolgen zu kdnnen
ohne die Maus wiederholt operieren zu mussen, sollte ein fluoreszierender Farbstoff
kovalent an das Hydrogel gebunden werden. Wenn die Maus nun mit einem
Fluoreszenz Bildgebungssytem (Maestro™) untersucht wiirde, konnte der Abbau der
Hydrogele verfolgt und der Weg der Abbauprodukte im Korper identifiziert werden.
Des Weiteren kdonnte auf diese Weise die Exkretion der Polymerfragmente analysiert
und ihre Anreicherung in Organen wie der Leber oder der Niere Uberprift werden.
Neben dem Abbau kénnte durch die Implantation auch die Biokompatibilitat des
Hydrogels in vivo genauer untersucht werden. Eine Analyse der Immunreaktionen
des tierischen Korpers konnte zudem wahrend des Versuchs durch tagliche
adpektorische Kontrolle des Bereichs um das Implantat durchgefiihrt werden. Im
Anschluss an den Versuch konnte eine histologische Beurteilung der Haut erfolgen.
Der verwendete Farbstoff muss mehreren Kriterien geniigen. Er muss einerseits
wasserloslich sein, um eine Kupplung an das Polymer zu ermdglichen und eine
Loslichkeit der Abbauprodukte nicht zu verhindern. Dieses wirde zu Koagulation der
Fragmente fuhren, die ohne Farbstoff nicht eintreten wirde. Das Farbstoff-Polymer-
Modellsystem ware dadurch mit den nicht markierten Hydrogelen nicht mehr
vergleichbar. AuRerdem muss der Farbstoff eine funktionelle Gruppe tragen, die sich
einfach an das Polymer anbinden lasst. Weiterhin soll der Farbstoff Licht im
Messbereich des Photometers emittieren und sich nicht mit dem Spektralbereich des
Gewebes der Maus Uberlagern. AulRerdem soll der Farbstoff nicht toxisch sein, um

vom Hydrogel hervorgerufene Immunreaktionen nicht zu beeinflussen.



Hydrogele aus Hyaluronséaure flr das tissue engineering 135

Abbildung 60 : Emission eines mit Lucifer Gelb funktionalisierten Hydrogels aus Hyaluronsaure-
Aldehyd 102/Alginat-Hydrazid 103 1/1 (w/w) subkutan in euthanasierter Maus, links: visualisiert in
griin, rechts: visualisiert in rot (verschiedene Ausschnitte gezeigt).**

3
102 109 OO
Li ®0s8 S0Py

NH
10 2

Schema 44: Derivatisierung des Hyaluronsaure-Aldehydes 102 mit Lucifer Gelb 109. a)
Phosphatpuffer, pH = 6.5, 50 C, 5 h.

Den meisten dieser Anspriche genigt Lucifer Gelb 109. Es ist wasserl6slich,
nicht toxisch und hat eine maximale Anregung bei 428 sowie 280 nm. Damit ist
Lucifer Gelb gut vom Gewebe der Maus unterscheidbar. Abbildung 60 zeigt deutlich
die Emission des polymergebundenen Farbstoffs bei 528 nm.**! Ein in situ geliertes
Hydrogel aus 1/1 (w/w) Hyaluronséure-Aldehyd 102 (Oxidationsgrad: 100%) und
Alginat-Hydrazid (Derivatisierungsgrad: 30%) mit kovalent gebundenem Lucifer Gelb

wurde dabei subkutan in eine euthanasierte Maus appliziert.

131 pie Untersuchungen wurden von Dr. I. Bartsch, in der Arbeitsgruppe von Dr. F. Witte durchgeftihrt, CrossBIT,
Verbundzentrum fur Biokompatibilitdt und Implantatimmunologie in der Medizintechnik, Feodor-Lynen-Straf3e 31,

30625 Hannover.
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Die chemische Funktionalisierung des Hydrogels mit Lucifer Gelb 109 beruht,
analog zu der in situ Polymerisation der beiden Polymerkomponenten, auf einer
Aldehyd-Hydrazid-Bindungsknipfung. Die Synthese von Hyaluronsaure-Aldehyd 102
wurde in Kapitel 5.3.1 eingehend behandelt. Schema 44 zeigt die Kondensation
zwischen Polymer und Farbstoff unter Bildung einer Hydrazon-Bindung. Da dieser
Bindungstyp hydrolyseempfindlich ist, wurde zunachst die Stabilitat des Lucifer Gelb-
Hydrogel Addukts untersucht.

Eine Hydrolyse der Lucifer Gelb-Hydrogel Bindung ware fur die Untersuchung
des Hydrogelabbaus hinderlich, da bei Beobachtung des Lucifer Gelbs in vivo nicht
zwischen Polymerdegradation und einfachem Auswaschen des Farbstoffs
unterschieden werden konnte. Aus diesem Grund sollte die Hydrolyse der
Farbstoffbindung unterdriickt werden. Eine Madglichkeit bietet die Reduktion der
hydrazonanalogen Bindung mit Natriumcyanoborhydrid. Dies ist in Schema 45

gezeigt.

(0] ITIH (@) I}JH
(0] N O (@) N O
e @
L®90,s s0%; Li%%0,s 5029
110NH2 111 NH;

Schema 45: Reduktion der hydrazonanalogen Bindung im Hyaluronséure-Lucifer Gelb-Addukt mit
Natriumcyanoborhydrid zu Hyaluronséaure-Derivat 11 und Hydrogelierung. a) NaCNBHj3, 4 C, 12 h, b)
Alginat-Hydrazid, RT, 10 min; Bedingungen s. Tabelle 16.

Um zu untersuchen, auf welche Weise sich stabile, Lucifer Gelb-funktionalisierte
Hydrogele 112 bilden lieRen, wurden verschiedene Reaktionsbedingungen
untersucht (Schema 44, Schema 45). Diese sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
Fur alle Reaktionen wurden die Polymere Hyaluronséaure-Aldehyd 102 mit einem
Oxidationsgrad von 100% und Alginat-Hydrazid 103 mit einem Derivatisierungsgrad

von 30% verwendet.
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Tabelle 16 : Bedingungen zu Synthese von Hydrogel 112.

Reaktion mit LG Reduktion Polymerisation Ergebnis
A 5h50C keine vor Dialyse nicht geeignet
B 5h50<C 1 Ag NaCNBH3 vor Dialyse nicht geeignet
C 5h,560<C keine nach Dialyse geeignet
D 5h,50<C 1 Ag NaCNBH3 nach Dialyse geeignet
E 5h50<C 10 Ag NaCNBH 3 nach Dialyse nicht geeignet
F 72h,50<C 1 Ag NaCNBH3 nach Dialyse nicht geeignet

Die fluoreszenzmarkierten Polymere wurden entweder vor (Tabelle 16A und B)
oder nach der Dialyse (Tabelle 16C-F) geliert und das Dialysewasser
UV-spektrometrisch hinsichtlich seines Gehalts an Lucifer Gelb 109 untersucht. Eine
Dialyse nach der Hydrogelierung fuhrte zu nicht-fluoreszenzstabilen Hydrogelen, da
nicht umgesetztes Lucifer Gelb 109 bei der Dialyse nur schwer aus dem dichten
Hydrogelnetzwerk herausdiffundieren konnte. Daher konnte auch nach langer
Dialyse noch der Austritt von Lucifer Gelb 109 beobachtet werden. Aul3erdem fluhrte
eine lange Dialyse des Hydrogels zu mechanischer Belastung und damit zur
Deformation des Hydrogels. Eine Reaktion zwischen Hyaluronsaure-Aldehyd 102
und Lucifer Gelb 109 mit anschlieRender Dialyse und darauffolgender Vernetzung
schien daher sinnvoller.

Zudem wurden Hydrogele mit reduzierten (Tabelle 16D) oder nicht-reduzierten
(Tabelle 16C) Lucifer Gelb-Polymer-Bindungen verglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Reduktion mit Natriumcyanoborhydrid essentiell fir die Bildung
stabiler Addukte war, da aus nicht-reduzierten Hydrogelen noch nach langen
Reaktionszeiten Lucifer-Gelb 109 diffundierte.

Aulerdem wurden zwei Versuche durchgefihrt, bei denen zum einen die Menge
an Natriumcyanoborhydrid um den Faktor zehn erhoht (Tabelle 16E) und zum
anderen die Reaktionszeit zwischen Lucifer Gelb 109 und Hyaluronsaure-
Aldehyd 102 verlangert wurde (Tabelle 16F). Unter beiden Reaktionsbedingungen
zersetzte sich jedoch das Polymer und konnte nicht fir die Hydrogelierung
verwendet werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich zur Ausbildung eines
hydrolysestabilen, Lucifer Gelb-funktionalisierten Hydrogels folgende
Reaktionssequenz am besten eignete: Hyaluronsaure-Aldehyd 102 wurde mit dem
Farbstoff 109 umgesetzt, anschlie3end mit Natriumcyanoborhydrid reduziert und vor
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der Hydrogelbildung dialysiert (Tabelle 16D). Sowohl Dialyse nach der
Hydrogelierung als auch Erhohung der Farbstoff-Polymer-Reaktionszeit oder
Erhéhung der Menge an Reduktionsmittel fihrten entweder zu Farbstofffreisetzung
aus dem Hydrogelen oder zur Degradation des Polymers.

Anschlie3end wurden erste in vivo Studien mit den den Lucifer Gelb modifizieren
Hydrogelen in haarlosen Mausen durchgefiihrt.'®* Es konnte gezeigt werden, dass
das  Hydrogelkomposit aus  Lucifer Gelb-Hyaluronsaure-Aldehyd 111  und
Alginat-Hydrazid (hergestellt nach Tabelle 16D) zu keinen Immunreaktionen der
Maus fuhrten. Dies konnte durch histologische Untersuchungen an den explantierten
Gelen nachgewiesen werden. Zudem wurde der Abbau der Gele durch wiederholte
Messung der Fluoreszenz-Intensitat Uber die Lebensdauer der Maus gemessen. Es
konnte eine stetige Abnahme der Fluoreszenz bis unter 5% des Ausgangswerts
beobachtet werden, obwohl das Hydrogel auch nach Explantation noch in grof3en
Teilen vorhanden war. Dies ist mdglicherweise auf die Fluoreszenzbleiche des
Farbstoffs zurtickzufuhren. Allerdings kénnte auch die Polymer-Lucifer Gelb-Bindung

in vivo degradiert werden. Dies wird derzeit untersucht.

5.3.5 Biologische Evaluation der Hydrogele

Um die Hydrogele auf ihre Eignung im Bereich des tissue engineerings zu
untersuchen, wurden neonatale Rattenkardiomyozyten in das in situ gelierende
Material eingebettet.*® Dazu wurden diese zunachst zu einer Lésung von Alginat-
Hydrazid (Derivatisierungsgrad 30%) in DMEM gegeben. Anschlie3end wurde durch
Zugabe von Hyaluronséure-Aldehyd (Oxidationsgrad 100%) hydrogeliert. Die auf
diese Weise homogen im Hydrogel verteilten Zellen wurden nach sechstagiger
Kultivierung mit einem Life-Dead-Assay untersucht (Abbildung 61). Es konnte gezeigt
werden, dass ein Groldteil der Zellen die Polymerisationsbedingungen Uberlebten
(grin markierte Zellen). Die Farbung der lebenden Zellen erfolgte hierbei mit einem
Calcein-Acetoxymethylester, welcher ein Emissionsmaximum bei 515 nm (grin)
aufweist und von lebenden Zellen aktiv durch die Zellmembran transportiert wird .
Tote Zellen werden dagegen durch Ethidiumhomodimer rot gefarbt, welches die DNA
in toten Zellen markiert. Lebende Zellen mit intakter Zellmembran nehmen diesen
Farbstoff dagegen nicht auf.

Allerdings konnte keine Adhasion beziehungsweise Vernetzung der Zellen

untereinander beobachtet werden. Dies lasst sich unter anderem auf den Mangel an
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zellspezifischen Bindungsstellen zurickfihren (vgl. Kapitel 5.2.3). Hinzu kommt,
dass im Falle von Alginat kein enzymatischer Abbau oder eine Umstrukturierung
(remodeling) des Hydrogels durch die Zellen zu erwarten ist, da tierische Zellen
keine Enzyme zum Abbau von Alginat besitzen. Aus diesem Grund wurde zu den in
situ gelierten Hydrogelen Kollagen zugesetzt, welches zu einer Adhasion der Zellen
fihrte.*®

Eine Alternative zu kollagenhaltigen Hydrogelen sollte die Funktionalisierung der
Polymere mit RGD-Peptiden darstellen. Die Experimente diesbeziglich werden in
Kapitel 5.4 beschrieben.

In den in situ gelierten Hydrogelen waren nur wenige Poren geeigneter Grél3e
vorhanden, die ein Einwachsen der Zellen ermdéglichen. Abbildung 62 zeigt
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Hyaluronsaure-Alginat-Komposits
aus Hyaluronsaure-Aldehyd 102 (Oxidationsgrad: 100%) und Alginat-Hydrazid 103
(Derivatisieungsgrad: 30%).™*° Dieses Hydrogel wies lediglich Poren in einer GroRe
unter 30 um auf, die aul3erdem grol3tenteils durch den Gefriertrocknungsprozess

hervorgerufen wurden.

Abbildung 61 : Life-Dead-Assay von Kardiomyozyten, die in ein in situ gelierendes Hydrogel
eingebettet wurden.**®
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Abbildung 62 : REM-Aufnahmen von in situ polymerisierten Hyaluronsaure/Alginat (1/1)
Hydrogelen.'*

5.3.6 Alternative in situ Gelierungsstrategie

Neben der Hydrazon-vermittelten Hydrogelierung von Hyaluronsdure und Alginat
sollte zudem eine Hydrogelierung Uber einen Crosslinker untersucht werden. Eine
andere chemische Vernetzung kodnnte ebenfalls zu Hydrogelen mit veranderten
physikalischen oder biologischen Eigenschaften fuhren, die das in den bisherigen
Kapiteln beschriebene, modulare System erweitern konnte.

Ossipov et al. berichteten von Hydrogelkompositen aus Hyaluronsédure und
Poly(vinyl alkohol) (PVA), die iiber eine Thiazolidin-bindung verbriickt wurden.'*
Dabei gingen Hyaluronsaure-Aldehyd und ein mit Cystein funktionalisiertes
PVA-Derivat eine spontan ablaufende Kondensationreaktion ein. Es entstanden
zunachst stabile Gele, die sich jedoch nach sieben Tagen langsam zersetzten. Diese
Beobachtung korrelierte mit der von WATHIER et al., die Hydrogele aus dendrimeren
Peptiden und Aldehyd-funktionalisierten Polyethylenglycolen untersuchten.**® Deren
Modellreaktionen zeigten dabei, dass die Thiazolidinbildung reversibel verlief. Dieser
Umstand lieRe sich jedoch fur die Anwendung der Hydrogele als Gerlistmaterial fur
Herzmuskelzellen nutzen. Ein kontinuierlich degradierendes Hydrogel konnte den
Einwuchs von Zellen in das zunehmend pordser werdende Material ermdéglichen.

Da die Synthese von Hyaluronsaure-Aldehyd 102 bereits eingehend studiert
wurde (Kapitel 5.3.1), sollte dieses Polymerderivat als Ausgangspunkt flr eine neue
Vernetzungsstrategie verwendet werden. Die Hydrogelbildung sollte Uber einen

132 p. A. Ossipov, S. Piskounova, J. Hilborn, Macromol. 2008, 41, 3971-3982.
133 M. Wathier, C. Starck Johnson, T. Kim, M. W. Grinstaff, Bioconjugate Chem. 2006, 17, 873-876.
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cysteinhaltigen Crosslinker erfolgen (Schema 46). Die Synthese dessen wurde
analog zu der von Ziaco et al. durchgefiihrt und ist in Schema 47 gezeigt.**
Crosslinker 113 enthalt zwei Cysteine, die jeweils mit einer Aldehydgruppe von
Hyaluronsaure-Derivat 102 eine Kondensationsreaktion zum entsprechenden
Thiazolidin eingehen konnten. Auf diese Weise kdnnte ein engmaschiges Hydrogel
entstehen.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sich weder bei Verwendung aquimolarer
Mengen von Hyaluronsaure und Crosslinker noch bei einem zweifachen Uberschuss
an Polymer stabile Gele bildeten. Vielmehr formten sich tribe Konglomerate, die aus
der L6sung ausfielen.

Eine Verbesserung des Systems konnte in folgenden Arbeiten durch
Dendrimerisierung des Crosslinkers erzielt werden. Auf diese Weise konnten mehr
Polymerstrange mit einem Crosslinker verbunden werden. Zudem kdnnte die
Verwendung von Ester-Aldehyden zu einer Erh6hung der Stabilitat fihren, da eine
irreversible N,O-Acetylwanderung nach erfolgter Thiazolidinbildung die Zersetzung

des Hydrogels verhindert.**®
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Schema 46 : Hydrogelbildung aus Hyaluronséure-Aldehyd 102 und Crosslinker 113. a) RT, 10 min.
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Schema 47: Synthese des Crosslinkers 113. a) 1. Ethylendiamin, EDC, HOBt, DIPEA, CH,Cl,, 12 h,
RT, 59% 2) TFA, TIPSCI, CH,Cl,, 30 min, RT, 63%.

134 B, Ziaco, S. Pensato, L. D. D'Andrea, E. Benedetti, A. Romanelli, Org. Lett. 2008, 10, 1955-1958.
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5.4 weitere Funktionalisierung von Hyaluronsaure

In Kapitel 5.3.5 konnte gezeigt werden, dass auf Hyaluronsaure und Alginat
Hydrogelen keine Adhasion von Kardiomyozyten erfolgte. Dies war auf den Mangel
an Erkennungseinheiten im Polymer zurlckzufihren. Eine Adhasion der Zellen ist
jedoch entscheidend fur deren Funktion. Nur adharente Zelle kénnen sich vernetzen
und ein elektronisch gekoppeltes Muskelnetzwerk ausbilden. Aus den
Untersuchungen zur Steigerung der Biokompatibilitdt von PMP war jedoch bereits die
integrinvermittelte Wirkung von RGD-Peptiden auf Endothelzellen bekannt. Daher
sollte im folgenden RGD an Hyaluronséaure gebunden werden.

Dazu wurden zunachst Experimente zur Kupplung zwischen Hyaluronsaure und
Oxanorbornadienbaustein 116 durch Carbodiimid-Chemie durchgefiihrt. Wie bereits
in Kapitel 3.11 untersucht, eignet sich das Oxanorbornadiensystem zur Kupfer-freien
Ligation von zyklischen RGD-Peptiden an Polymere. Die Synthese des Bausteins 59

ist in Schema 18 gezeigt, dessen Verlangerung zu Amin 116 in Schema 49.

HO™
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Schema 48: Kupplung von Hyaluronsdure mit Oxanorbornadien 116. a) Reaktionsbedingungen s.
Tabelle 17.

o)
7| y—CFs Z[»—CFs X AQ S
a
—_— —_—
NHB NH
07 “OH 07 SN TEOC R T ek
59 H 418 H 116

Schema 49: Synthese des verlangerten Oxanorbornadienbausteins 117. a) DMAP, EDC, CH,Cl,, RT,
12 h, 61%, b) Trifluoressigsaure, CH,Cl,, RT, 1 h, quant..
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Tabelle 17: Reaktionbedingungen fiir die Kupplung von Hyaluronsaure mit Oxanorbornadien 116
(Schema 48); Kupplungsreagenzien: 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochlorid
(EDC), 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), Di-iso-propylethylamin (DIPEA).

Aq Baustein 116 Reaktionszeit Temperatur Resultat
A 5 3d 50 C bis 50% DG
B 5 1d RT bis 65% DG
C 2 8d 40 C wasserunloslich
D 2 2d RT wasserunloslich
E 1 2d RT wasserunloslich
F* 1 2d RT wasserunloslich

*Aufarbeitung: Fallen aus Ethanol

Ausgewahlte Reaktionsbedingungen zur Kupplung von Hyaluronsaure mit
Oxanorbornadien 116 sind in Tabelle 17 zusammengefasst. Die Experimente zur
Synthese von Hyaluronsaure Hydrazid 103 hatten bereits gezeigt, dass die
Carbodiimid-Chemie an Hyaluronsaure in DMSO zu hohen Derivatisierungsgraden
fuhrte (Kapitel 5.3.2). Daher wurde erneut mit dem TBA-Salz der Hyaluronsaure
unter wasserfreien Bedingungen mit 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide
hydrochlorid (EDC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) als Kupplungsreagenzien
gearbeitet (andere Reaktionsbedingungen nicht gezeigt). Allerdings bildeten sich
unter allen Reaktionsbedingungen vollig oder nahezu wasserunlésliche Polymere.
Diese konnten NMR-spektrokopisch zum Teil nicht analysiert werden (Tabelle
17C-F). Die besten Ergebnisse konnten durch Zugabe von funf Aquivalenten des
Oxanorbornadienbausteins 116 erhalten werden. Es wurden wechselnde
Belegungsgrade von bis zu 65% beobachtet (Tabelle 17E und F). Da die Reaktion
jedoch nur schwer reproduzierbar war, zum Teil wieder zu wasserunldslichen
Polymeren fuhrte und zudem ein hoher Uberschuss des
Oxanorbornadienbausteins 116 nétig war, wurde nach Mdglichkeiten zur Analyse der
Polymere gesucht, die nach Tabelle 17 C-F hergestellt wurden.

Die Wasserunldslichkeit dieser Polymere beruhte zum einen auf der Unpolaritét
des Bausteins, zum anderen war auch die Ausbildung von Estern zwischen dem
primaren Alkohol und der Carbonsdure der Hyaluronsaure moglich, sobald das
Polymer mit Kupplungsreagenzien versetzt wurde (Schema 50). Auf diese Weise
kam es zur Verknipfung der Polymerstrange untereinander, sodass
wasserunlosliche Netzwerke entstanden. Da Ester im Gegensatz zu den mit dem

Oxanorbornadien 116 ausgebildeten Amiden nicht hydrolysestabil sind, wurden
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Versuche zur Verseifung selbiger durchgefihrt. Nach Zugabe von Natriumhydroxid
oder Lithiumhydroxid wurden, wie erwartet, wasserlésliche Polymere erhalten. Es
konnte jedoch beobachtet werden, dass die Oxanorbornadieneinheit unter basischen
Bedingungen nicht stabil war. Nach Addition von Wasser an die elektronenarme
Doppelbindung, wurde Furan irreversibel abgespalten, sodass
Hyaluronsaure-Derivat 120 gebildet wurde. Dieser Prozess lief bereits nach kurzen

Reaktionszeiten von unter 30 Minuten vollstandig ab.

© o}
a
W “tyy -
HO\\ /NHAC | |
18a%%0,c._0_ O
o "OH
OH
97
b
0 HO
CF3 |
[ | H
~">NH HO"

+ Doppelbindungsisomere
120

Schema 50: Vernetzung der Hyaluronsaure Uber Veresterungen nach Zugabe von
Kupplungsreagenzien und Versuche der Verseifung. a) Bedingungen Tabelle 17, b) NaOH oder LiOH,
30 min, RT.

Zudem wurde die Reaktion der Carbonséure der Hyaluronsaure mit einem lodid
untersucht. Dies wurde bereits am Beispiel von Polysilalinsdure erfolgreich
durchgefithrt und im Rahmen dieser Arbeit auf Hyaluronsaure tbertragen.**® Nach
Umsatz mit Ethyleniodid konnte der Ethylester der Hyaluronsaure mit einem
Derivatisierungsgrad von nahezu 100% erhalten werden (Schema 51). Daher wurde

das lodid des Oxanorbornadienbausteins ausgehend von Saure 61 hergestellt

135 5 Berski, Dissertation, Leibniz Universittit Hannover 2008.



Hydrogele aus Hyaluronséaure flr das tissue engineering 145

(Schema 52). Allerdings konnte unter den gleichen Bedingungen wie mit Ethyleniodid
bei der Kupplung mit Baustein 122 kein Umsatz beobachtet werden. Im Gegensatz
dazu lie3 sich Baustein 122 mit Essigsaure in 72% zu Modellsubstanz 123b
umsetzen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit
Hyaluronsaure nicht mit einem Oxanorbornadienbaustein funktionalisiert werden
konnte, um damit die Kupfer-freie Ligation von RGD an das Polymer zu untersuchen.

Allerdings konnten Arbeiten von A. KRAUSE zeigen, dass Alginat mit
RGD-Peptiden funktionalisiert werden konnte.'® Alginat hat im Gegensatz zu
Hyaluronsaure keine primaren Alkohole. Daher kann bei der Anbindung von
Oxanorbornadien 61 keine Veresterung stattfinden, die zu wasserunlgslichen
Polymeren fuhrt. Als Komposit von RGD-funktionalisiertem Alginat-Aldehyd mit
Hyaluronsaure-Hydrazid 103 (Derivatisierungsgrad: 30%) konnten auf diese Weise
biokompatible Hydrogele erzeugt werden, die die Adhasion von Kardiomyozyten

ermdglichen.

Schema 51 : Reaktion von Hyaluronsaure 97 mit lodiden. a) DMF/DMSO, RT, 12 h, b) DIPEA, CH,Cl,,
RT, 22 h, 72%.
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Schema 52 : Synthese von Baustein 122. a) NaHCO3, N(Bu),*HSO,4, SO5CICH,CI, CH,Cl,, H,O, RT,
12 h, 89%, b) Nal, CHsCN, RT, 20 h, 76%
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6 Wirkstofftransport tiber magnetische Nanopartikel

6.1 Einleitung

Im Rahmen eines Einsatzes zur magnetisch gesteuerten Verabreichung von
Wirkstoffen (magnetic-drug-targeting) sollte das anti-tumoraktive Ansamytocin an
MAGSILICA®-Nanopartikel gebunden werden (s. Kapitel 1.6).**® AnschlieRend sollten
diese einem Patienten verabreicht, magnetisch an ihren Bestimmungsort gelenkt und
dort lokalisiert werden. Die thermisch initiierte Abspaltung des Wirkstoffs sollte im
Folgenden dessen Internalisierung in die Tumorzelle ermdglichen.

Das Konzept eines Transporter-Wirkstoff Konstrukts wird in Schema 53
dargestellt. Uber eine DIELS-ALDER Reaktion eines Maleimids mit einem Furan sollte
ein zyklisches System (Linker) synthetisiert werden, welches zum einen an den
magnetischen Transporter MAGSILICA® zum anderen an den Wirkstoff gebunden
werden sollte. Die Kupplung mit dem Nanopartikel sollte Gber eine Umetherung des
Ethoxysilans des Linkers mit den Silanolgruppen auf der Oberflache, unter
Abspaltung von Ethanol, erfolgen. Die Funktionalisierung mit dem Wirkstoff sollte
Uber eine Palladium-katalysierte Kreuzkupplung, wie zum Beispiel eine SONOGASHIRA
Reaktion, zwischen dem Alkin des Linkers und einem Brom-Derivat des Wirkstoffs
durchgeftihrt werden.

Die Freisetzung des Wirkstoffs sollte Uber induktives Heizen der Partikel
geschehen. Die Erwarmung der Partikel sollte zu einer retro-DIELS-ALDER Reaktion
fuhren, wobei die Maleimid-Funktionalitdt am Nanopartikel verbliebe und der mit dem
Furan funktionalisierte Wirkstoff in die Umgebung abgegeben wirde (Schema 53).

Die Synthese des DIELS-ALDER Addukts aus Schema 53 wird in den folgenden
Kapiteln  diskutiert. Des Weiteren wird die Anbringung an die
MAGSILICA®-Nanopartikel beschrieben, sowie die thermisch induzierte Abspaltung

des Dien Bausteins durch eine reto-DIELS-ALDER Reaktion.

136 weitere Informationen zu MAGSILICA®: a) J. Wegner, Dissertation, Leibniz Universitat Hannover 2011, b) S.

Ceylan, Dissertation Leibniz Universittat Hannover 2011, c) H. Gottfried, C. Janzen, P. Roth, B. Trangeser, G.
Zimmermann, Superparamagnetic Oxidic Particles, processes for their production and their use, U. S. Patent
2003/0059603 A1, 2003.
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<H \[(\/@—’ V\ﬁrkstoff>
MagSiica<——C(Et0),S> | Q I R,
oy
O 125

=R,

Jinduktives Heizen

0
0

RN + () R,
®126 127

Schema 53 : Konzept zur Funktionalisierung von Nanopartikeln mit Wirkstoffen.

Die Kupplung des Wirkstoffs an den Dien Baustein, die Abspaltung des
Wirkstoff-Dien Konjugats 127 sowie die Untersuchung der biologische Aktivitat sind
dagegen noch nicht abgeschlossen und werden daher im Rahmen dieser Arbeit nicht
weiter besprochen. Grundlegende Arbeiten von S. MAYER zeigten jedoch bereits eine
erfolgreiche Konjugation des mutasynthetisch erzeugten Ansamitocinbromids 128 mit
einem Alkin unter SONOGASHIRA-Reaktionsbedingungen (Schema 54).*" Zudem
konnten Struktur-Aktivitats Untersuchungen (structure-activity-relationship, SAR)
zeigen, dass am aromatischen System durchgefiihrte, chemische Veranderungen
des Wirkstoffs zu keinem, beziehungsweise nur zu einem geringen Antitumor-
Aktivitatsverlust fiihrten.*®

Die Abspaltung des Wirkstoff-Dien-Konjugats vom Nanopartikel sollte aul3erdem
analog zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten Modellstudien durchfuhrbar sein, da
durch die Konjugation des Wirkstoffs keine Veranderung an den fur die DIELS-ALDER

bzw. retro-DIELS-ALDER Reaktion beteiligten Stoffgruppen notwendig ist.

- SONOGASHIRA-
' Kupplung

) bis 57%

128 OMe N

Schema 54 : SONOGASHIRA-Kupplung an 19-Brom-20-desmethoxy-ansamytocin 128.

137 3. Mayer, Diplomarbeit, Leibniz Universitat Hannover 2009.

138 3. M. Cassady, K. K. Chan, H. G. Floss, E. Leistner, Chem. Pharm. Bull. 2004, 52, 1-26.
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6.2 Synthese der Bausteine fiir die D I1ELS-ALDER Reaktion

In einer ersten Synthesesequenz wurde Furfurylamin 130 nach Vorschrift von TASLER
et al. mit einer Boc-Gruppe geschiitzt (Schema 55).2*° Dieses erfolgte durch Zugabe
von Di-t-butyldicarbonat, wobei ein quantitativer Umsatz beobachtet wurde.
Anschlieend wurde eine DIELS-ALDER Reaktion mit Maleinsaureanhydrid 135
durchgeflhrt, wobei der Tetrazyklus 132 in einer Ausbeute von 52% erhalten werden
konnte. Die anschlieRende Kupplung von 3-Aminopropyltriethoxysilan 83, welches im
Folgenden fur die Anbindung des Nanopartikels genutzt werden sollte, konnte jedoch
nicht mit Erfolg durchgefihrt werden. Es wurden dabei zwei verschiedene Protokolle
(Schema 55A und B) verwendet, die fur die Synthese &hnlicher Substanzen
entwickelt wurden.**® AnschlieBend sollte die Boc-Schutzgruppe entfernt und das
freie Amin Uber Carbodiimd-Chemie mit 4-Pentinsdure 139 gekuppelt werden, um
Konstrukt 134 zu erhalten.

o /NHBoc
o} a 0 b
G v, == (O wee — o 14 )
130 131 O 132

e H M . o ~NBoc

O 134 O 133

Schema 55: Erste Synthesestrategie zum Aufbau eines thermisch spaltbaren Linkers 134. a) Boc,0,
THF, RT, 18h, quant, b) Maleinsaureanhydrid, EE, 60<C, 4h, 52%, «c¢) 3-
Aminopropyltriethoxysilan 83, Variante A: Na,CO3, MeOH, 56 C, 4 d, Variante B: i-PrOH, Rickfluss,
2 h, d) 4-Pentinsaure 139, Carbodiimid-Chemie.

Da allerdings bereits die Herstellung des Maleimids 133 zu Problemen flihrte,
wurde die Strategie dahingehend geandert, dass die DIELS-ALDER Reaktion erst am
Ende der Synthese stattfinden sollte (Schema 56).

Maleimid 136 sollte aus Maleinsdureanhydrid 135 und
3-Aminopropyltriethoxysilan 83  hergestellt werden (Schema 56). Da die

Reaktionsbedingungen von ZiBINSKY et al. erneut kein Produkt lieferten, wurde

139 3. Tasler, J. Mies, M. Lang, Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 2286-2300.
140°A. Gandini, A. J. D. Silvestre, D. Coelho, J. Polym. Sci., Part A: Polym. Chem. 2010, 48, 2053-2056, M.
Zibinsky, T. Stewart, G. K. Surya Prakash, M. A. Kuznetsov, Eur. J. Org. Chem. 2009, 3635-3642.
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Maleimid 136 nach einer Vorschrift von Lim et al. synthetisiert.*** Allerdings konnte
das Produkt nicht, wie beschrieben, destillativ isoliert werden. Bei der angegebenem
Temperatur von 112 C bei 300 mTorr polymerisierte die Ethoxysilaneinheit von
Maleimid 136, sodass sich ein unléslicher Feststoff bildete (vergl. Schema 57).
Stattdessen konnte das Produkt durch Saulenchromatographie isoliert werden. Da
die Ethoxysilaneinheit jedoch auch mit dem Kieselgel reagierte, konnte es lediglich in
einer Ausbeute von 15% erhalten werden.

Die Polymerisation der Ethoxysilaneinheit tUber die Zeit konnte auch durch
'H-NMR-Analyse verfolgt werden (Abbildung 63). Alle Signale, auRer die der
Doppelbindung, verdoppelten und verbreiterten sich mit der Zeit. Dies war vermutlich
auf die Silyletherbildung zuriickzufiihren, wobei Ethanol abgespalten wurde (Schema
57). Dieser Effekt war auch visuell zu beobachten. Aus einer Lésung von
Maleimd 136 in Chloroform fiel binnen drei Stunden das polymerisierte Produkt aus.
Bei 0 C war dieser Effekt deutlich verlangsamt. De nnoch wurde auch bei dieser
Temperatur das zunachst dinnflissige Ol viskoser bis schlieRlich ein in organischen
Losungsmitteln unléslicher Feststoff gebildet wurde. Daher wurde Maleimid 136
immer frisch hergestellt und direkt weiter umgesetzt.

Da sich die Ethoxysilaneinheit von Maleimid 136 sehr labil gegenuber
Autopolymerisation zeigte und zudem die Reinung von Substanzen mit dieser
Stoffgruppe problematisch war, sollte es direkt in der nachsten Reaktion mit den
Nanopartikeln umgesetzt werden (Schema 56). Fur diese Reaktion werden in der
Literatur verschiedene Reaktionstemperaturen zwischen Raumtemperatur und
120 € angegeben.'* Die Reaktion lauft, wie am Beispiel der Reaktion mit dem
Kieselgel wahrend der saulenchromatographischen Reinigung von Maleimid 136
beobachtet wurde, bereits bei Raumtemperatur ab. Trotzdem musste zur

Reaktionsbeschleunigung auf 65 T erwarmt werden.

11 4. 1. Lim, P. M. Oliver, J. Marzillier, D- V. Vezenov, Anal Bioanal Chem 2010, 397, 1861-1872.

142 3) A. Schatz, M. Hager, O. Reiser, Adv. Funct. Mater. 2009, 19, 2109—2115, b) M. Ortega-MuGoz, J. Lopez-
Jaramillo, F. Hernandez-Mateo, F. Santoyo-Gonzaleza, Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 2410-2420, c) S.
Steinhaus, Y. Stark, S. Bruns, Y. Haile, T. Scheper, C. Grothe, P. Behrens, J. Mater. Sci: Mater. Med. 2010 21,
1371-1378.
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Schema 56: Synthese der funktionalisierten Nanopartikel 142. a) 1. Toluol, RT, 2 h, 2. ZnCl,, RT,
30 min 3. HMDS, Rickfluss, 2 h, 15%, b) Acetonitril, 65 C, 66 h, c) DIC, NHS, DIPEA, CH ,Cl,, RT,
12 h, 68%, d) Br-Wirkstoff, SONOGASHIRA-Bedingungen, €) DIELS-ALDER Reaktion.

Fur den zweiten Molekulabschnitt wurde aus Furfurylamin 130 und
4-Pentinsédure 139 mittels Carbodiimid-Chemie Furan 140 synthetisiert (Schema 56).
Dieses kdnnte wiederum durch eine Palladium-katalysierte Kreuzkupplung mit einem
Wirkstoff funktionalisiert werden. Zuletzt sollte der Wirkstoff Uber die DIELS ALDER
Reaktion am Nanopartikel angebracht werden. Da die Konjugation zwischen Furan
und dem fur diese Studie eingesetzten Wirkstoff Ansamytocin bisher noch nicht

abschlielfend untersucht werden konnte, wurde zunachst die DIELS-ALDER Reaktion



Wirkstofftransport iber magnetische Nanopartikel 152

143

mit Modellsubstanzen genauer betrachtet. Die DIELS-ALDER Reaktion am

Nanopartikel wird in Kapitel 6.5 diskutiert.
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Abbildung 63 : lH-NMR-Spektren von Maleimid 136 in CDClI3, oben: direkt nach der Reaktion; unten:
nach neun Monaten.
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Schema 57: Postulierter Mechanismus zur Polymerisation von Maleimid 136. a) H,O, -EtOH, b)
Maleimid 136.

6.3 Untersuchungen zur D IELS-ALDER-Reaktion

Zur DIELS-ALDER Reaktion zwischen Maleimiden und Furanen gibt es bereits
zahlreiche Untersuchungen, die sich zumeist mit der Polymerisation verschiedener,
mit diesen Stoffgruppen funktionalisierten Substanzen beschaftigen.’** Im Rahmen

dieser Arbeit sollte allerdings zunachst die Kupplung mit Hilfe von kleinen Molektilen

143 0. Mancuso, Leibniz Universittat Hannover, unveroffentliche Ergebnisse.

% A. Gandini, D. Coelho, M. Gomes, B. Reis, A Silvestre, J. Mater. Chem. 2009, 19, 8656-8664, b) A. Gandini,
A. J. D. Silvestre, D. Coelho, Polym. Chem. 2011, 2, 1713-1719, c) Q. Tian, Y. C. Yuan, M. Z. Rong, M. Q.
Zhangb, J. Mater. Chem. 2009, 19, 1289-1296, d) A. Sanyal, Macromol. Chem. Phys. 2010, 211, 1417-1425, e)
N. Teramoto, Y. Arai, M. Shibata, Carbohydr. Polym. 2006, 64, 78-84.
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untersucht werden. Dazu wurden die Modellkomponenten Furfurylacetat 144 und
N-Methylmaleimid 145 fur drei Tage in Tetrachlorethan auf 65 C erwdrmt. Diese
Reaktion wurde bereits von GANDINI et al. studiert, wobei allerdings die beiden
Diastereomere exo-146a und endo-146b nicht getrennt wurden.** Zudem wurden
keine *C-NMR-Analysen durchgefiihrt, die eine Zuordnung der in dieser Arbeit
untersuchten Reaktionen erleichtern wirden. Daher wurde die Modellreaktion in
dieser Arbeit wiederholt und die Diastereomere wurden getrennt. Es ergab sich ein
exo:endo-Verhaltnis von 6.25:1 bei einer Gesamtausbeute von 58%. Die Reaktion

verlief jedoch nicht vollstandig, da auch nach drei Tagen noch beide Edukte

BN

detektierbar waren.

00
o) P Q
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Schema 58: Modell einer DIELS-ALDER Reaktion zwischen Furan 144 und Maleimid 145. a)
Tetrachlorethan, 65 C, 3 d.

———————
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|

Abbildung 64 : oben: 'H-NMR-Spektrum von endo-146, unten: *H-NMR-Spektrum von exo-146.

145 A. Gandini, D. Coelho, A. J. D. Silvestre, Eur. Polym. J. 2008, 44, 4029-4036.
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Die *H-NMR Spektren von exo0-146 und endo-146 sind in Abbildung 64 gezeigt.
Die Zuordnung erfolgte Uber die Kopplungskonstante der Protonen 6-H und 7-H
(Schema 58). Im Falle einer endo-Anordnung stehen diese Protonen trans
zueinander und zeigen eine Kopplung von J = 5.5 Hz. Sofern jedoch das exo-Addukt
vorliegt, stehen diese beiden Protonen gauche zueinander, sodass keine Kopplung
beobachtet werden kann. Die Daten stimmen mit denen von GANDINI et al. Gberein,
bis auf die Zuordnung der Protonen 2-H und 7-H, die in der Publikation vice versa
angegeben wurden.'*®

Nachdem die DIELS-ALDER-Reaktion anhand von Modellsubstanzen untersucht
worden war, wurden in gleicher Weise die Reaktion zwischen Maleimid 136 und
Furan 140 durchgefiuhrt. Diese sollte wieder zunachst in Losung durchgefihrt
werden, bevor die Reaktion auf die Nanopartikel Gbertragen wurde. In diesem
Rahmen wurde die Reaktion in Tetrachlorethan-d, direkt im NMR-Spektrometer bei
65 C durchgefiihrt und es wurde stiindlich ein 'H-NMR-Spektrum gemessen, um

den Fortschritt der Reaktion zu untersuchen.

Tabelle 18: Integrale der *H-NMR-Signale der durch die DIELS-ALDER Reaktion entstandenen Produkte
endo-147 und exo-147 an Beispiel von Proton h-H (Zuordnung: Abbildung 66). Integral von Proton 1-H
des Furans 140 bei jeder Messung auf eins kalibriert.

Stunden endo exo Stunden endo exo
0 0 0 12 0.18 0.52
1 0.05 0.05 13 0.18 0.55
2 0.09 0.10 14 0.17 0.58
3 0.12 0.15 15 0.17 0.63
4 0.14 0.20 16 0.17 0.66
5 0.16 0.24 17 0.17 0.69
6 0.17 0.28 18 0.16 0.73
7 0.18 0.32 19 0.16 0.75
8 0.17 0.36 20 0.16 0.79
9 0.18 0.41 21 0.16 0.81
10 0.18 0.45 22 0.16 0.83
11 0.18 0.48 23 0.15 0.86
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Tabelle 18 zeigt die Zunahme des endo und des exo Produktes mit der Zeit. Der
Verlauf wurde am Beispiel des Protons am neu gebildeten Briickenkopf bestimmt
(Abbildung 66, Proton h-H). Dabei wurde Proton 1-H auf ein Integral von eins
kalibriert. Dieses ist dem Proton im Furanring von Edukt 140 zuzuordnen. Folglich
gilt: Sofern das Integral von Proton h-H eine Intensitat von 1 aufweist, liegen Edukt
und Produkt in &quimolaren Mengen vor.

Wahrend zu Beginn der Reaktion nur die Edukte 136 und 140 im
'H-NMR-Spektrum zu beobachten waren, wurde mit der Zeit zunehmend
Produkt 147 gebildet. Dieser Anstieg verlief linear. Dies ist aus der Integration der
Protonen von Edukt 140 und den Produkten endo-147 und exo-147 zu beobachten
(Tabelle 18). Zur Veranschaulichung wurden in Abbildung 65 die Spektren der
Protonen Ubereinandergelegt, anhand derer die Integration zur Erstellung von
Tabelle 18 durchgefiihrt wurde. Diese Darstellung zeigt deutlich die Abnahme der
Intensitat von Furan 140 und die Zunahme der diastereomeren Produkte endo-147
und exo-147 mit zunehmender Reaktionszeit.

Es konnte festgestellt werden, dass auch nach langen Reaktionszeiten von tber
23 Stunden die Edukte und Produkte im Gleichgewicht, in einem Verhaltnis von
1.0.86 auf Seiten der Edukte, vorlagen.

Abbildung 66: Proton 1-H

Abbildung 66: Proton exo h-H

Abbildung 66: Proton endo h-H

T T T T T T T T
[ppm 522 5.20 5.18 5.16 5.14 512 5.10 ppm]

Abbildung 65 : Verlauf der Reaktion zwischen Maleimid 136 und Furan 140; Analyse mittels
'"H-NMR-Spektroskopie in Tetrachlorethan-d,, Messungen nach 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20 Stunden, links:
Abnahme des Signals von Furan 140 (Abbildung 66, Proton 1-H); rechts: Zunahme der Signale von
endo-147 und exo-147 (Abbildung 66, Proton h-H).
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Bei der Reaktion von Maleimid 136 und Furan 140 wurde das exo-Produkt 147
im Uberschuss (5.7:1) gebildet. Dies ist vergleichbar mit dem Verhaltnis von
endo-146 zu exo-146 aus der Modellreaktion (Schema 58: isoliert: 6.25:1). Tabelle
18 zeigt zudem deutlich, dass zunachst das endo- und das exo-Produkt gleichzeitig
gebildet wurden, wobei der Anstieg der Menge an exo-Produkt deutlich steiler war.
Nach etwa sieben Stunden fand kein weiterer Anstieg an endo-Produkt statt,
wahrend die Menge an exo-Produkt weiter zunahm. Nach etwa 13 Stunden fand
sogar eine leichte Abnahme der Menge an endo-Produkt statt (von 0.18 auf 0.15).

Anschlieiend wurde die Probenkammer des NMR-Spektrometers um weitere
7 C auf 72 T erwadrmt um die Lage des Gleichgewich ts bei hGheren Temperaturen
zu studieren. Direkt nach Erwarmung stieg das Verhaltnis der Protonen
1. endo-h: exo-H auf 1: 0.48: 1.60 (Tabelle 19). Das Gleichgewicht von Edukten und
Produkten lag folglich bei dieser Temperatur auf der Seite der Produkte.

Das 'H-NMR-Spektrum der Reaktionsmischung bestehend aus Furan 140,
Maleimid 136 und den durch die DIELS-ALDER Reaktion gebildeten Produkten 147 und
147 ist in Abbildung 66 gezeigt und vollstdndig zugeordnet. Die verschiedenen
Substanzen sind farblich hervorgehoben und die Signale dementsprechend markiert.
Ein **C-NMR-Spektrum wurde in gleicher Weise ausgewertet (s. Anhang). Es konnte
gezeigt werden, dass die Reaktion sehr sauber verlief und ausschlie3lich die

erwarteten DIELS-ALDER Produkte exo0-147 und endo-147 gebildet wurden.
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Abbildung 66 : "H-NMR-Spektrum in Tetrachlorethan-d, der Reaktion zwischen Maleimid 136 und Furan 140 bei 72 T (Tabelle 19B).
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6.4 Untersuchungen zur retro-D IELS-ALDER-Reaktion

Nachdem die Reaktion zur Bildung des DieLs-ALDER Addukts untersucht war (Kapitel
6.3), wurde im Folgenden die Riickreaktion *H-NMR-spektroskopisch verfolgt. Dazu
wurde die Probenkammer des NMR-Spektrometers auf 110 € erhitzt und in gleicher
Weise verfahren wie bei der Hinreaktion.

Tabelle 19 zeigt einen Uberblick tUber die im NMR-Spektrometer verwendete
Temperatursequenz. Wahrend bei 72 € noch ein Integ ral von 0.48 beziehungsweise
1.60 fur das endo- beziehungsweise exo-Produkt gemessen wurde (Tabelle 19B),
nahm der Anteil der DIELS-ALDER Produkte in der Reaktionsmischung bei weiterer
Erwarmung drastisch ab. Bereits als die Temperatur von 110 T erreicht war (nach
etwa 10 minttigem Erwérmen), konnte kein endo-Produkt mehr detektiert werden
(Tabelle 19C). Der Anteil an exo-Produkt sank ebenfalls auf unter 50% des
abfanglichen Wertes. Im Folgenden wurde alle 30 Minuten ein *H-NMR-Spektrum
gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass nach dem zunachst steilen Abfall die
Menge an DIELS-ALDER Produkt nur langsam weiter sank. Nach etwa 1.5 Stunden
(Tabelle 19E) war das Gleichgewicht zwischen Edukten und Produkten eingestellt.

Es lag bei einem Mengenverhaltnis von Furan 140:exo-Produkt von 1:0.19.

Tabelle 19: Integrale der 'H-NMR Signale von endo-147 und exo-147. Diese wurden durch die DIELS-
ALDER Reaktion gebildet und durch die retro-DIELS-ALDER Reaktion dezimiert. Dargestellt am Beispiel
von Proton h-H. (Zuordnung: Abbildung 66) Integral von Proton 1-H des Furans 140 jeweils auf eins
kalibriert.

endo exo Temperatur Bemerkungen
A 0.15 0.86 65 C Entspricht Tabelle 18, 23 h
B 0.48 1.60 72 C Sofort nach Erreichen der Temperatur
C 0 0.69 110 C Sofort nach Erreichen der Temperatu r
D 0 0.48 110 C 30 min nach Erreichen der Temperatur
E 0 0.21 110 C 1 h nach Erreichen der Temperatur
F 0 0.19 110 C 1.5 h nach Erreichen der Temperatur
G 0 0.13 120 C Sofort mach Erreichen der Temperatur
H 0 0.12 120 C 30 min nach Erreichen der Temperatur
I 0.03 0.12 65 C Sofort nach Erreichen der Temperatur
J 0.06 0.16 65 C 30 min nach Erreichen der Temperatur
K 0.08 0.18 65 C 1 h nach Erreichen der Temperatur
L 0.10 0.21 65 C 1.5 h nach Ereichen der Temperatur
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Anschlielend wurde auf 120 T erwarmt, um die Lage des Gleichgewichts
zwischen Edukten und Produkten weiter zu studieren (Tabelle 19G, H). Bei dieser
Temperatur ging die Menge an DIELS-ALDER Addukt jedoch nur leicht zurtck.

Zum Abschluss der NMR-Experimente sollte untersucht werden, ob sich die
DIELS-ALDER/retro-DIELS-ALDER Reaktionssequenz wiederholen lasst. Zu diesem
Zweck wurde das NMR-Spektrometer erneut auf 65 T t emperiert (Tabelle 19I-L). Es
konnte gezeigt werden, dass sich erneut das DIELS-ALDER Produkt bildete.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Reaktion zwischen Maleimid 136
und Furan 140 eine Gleichgewichtsreaktion ist, wobei die Lage des Gleichgewichts
durch die Reaktionstemperatur eingestellt werden kann. Bei 72 T lag mehr Produkt
als Edukt vor und bei weiterer Erwarmung auf 110 € fand die Ruckreaktion statt,
sodass der Schwerpunkt des Gleichgewichts auf Seiten der Edukte lag. Es konnte
zudem gezeigt werden, dass die DIELS-ALDER Reaktion zwischen 136 und 140 mit
tber 23 Stunden deutlich langsamer verlauft als die Rickreaktion (unter 30 Minuten).
Dies ist von besonderer Bedeutung fur eine Anwendung im Rahmen von
magnetischen Wirkstofftransportern, da ein langes, induktives Heizen auch gesundes
Gewebe im Patienten schadigen konnte. Abschliel3end konnte gezeigt werden dass
sich der Prozess von Hin- und Ruckreaktion problemlos wiederholen lasst, ohne

dass eine Zersetzung der Substrate einsetzte.

6.5 Reaktionen an Nanopartikeln

In Kapitel 6.1 wurde bereits das Konzept zur Funktionalisierung von Nanopartikeln
mit Wirkstoffen Gber einen thermolabilen Linker beschrieben. Derartige Konstrukte
sollten im Bereich des magnetic drug targeting eine kontrollierte Freisetzung von
Medikamenten ermoglichen. Der thermolabile Linker sollte wiederum aus einem
DIELS-ALDER Addukt bestehen, welches bei h6heren Temperaturen von etwa 110 €
eine retro-DIELS-ALDER Reaktion eingeht. Diese Reaktionen wurden in Kapitel 6.3 und
6.34 eingehend diskutiert.

Im Folgenden sollte die DIELS-ALDER Reaktion, welche bereits an
Modellsubstanzen studiert wurde, auf die MAGSILICA®-Nanopartikel (bertragen
werden. Deren Oberflache weist hauptsachlich Silanolgruppen auf, die mit den
Ethoxysilangruppen von Maleimid 136 unter Ethanol-Abspaltung zu
MAGSILICA®-Derivat 148 reagieren kénnen. Die Anbindung erfolgte innerhalb von
66 Stunden bei 65 T (vergl. Kapitel 6.1).
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Schema 59: Konjugation von Maleimid 136 an MAGSILICA®-Nan0partikeI und anschlieRende DIELS-
ALDER beziehungsweise retro-DIELS-ALDER Reaktion. a) Acetonitril, 65 C, 66 h, b) Tetrachl orethan,
2d, 72 C, c) Tetrachlorethan, 45 min, 110 <.

Der nachste Schritt zur Funktionalisierung der Nanopartikel war die Festphasen-
gebundene DIELS-ALDER Reaktion mit einem Furan. Da die Konjugation eines
Wirkstoffs an die Alkinfunktionalitat des Furans bisher noch nicht erfolgreich realisiert
werden konnte, wurde zunachst eine DIELS-ALDER Reaktion mit Furan 140
durchgefiihrt.®*® Um einen moglichst groBen Anteil an DiELS-ALDER Produkt zu
erhalten, wurde eine Temperatur von 72 € fur die Konjugation gewahlt (vergl.
Kapitel 6.3). Da die Reaktion an den Nanopartikeln aufgrund von eingeschréankter
Mobilitdt des Substrats moglicherweise langsamer abléuft als bei den untersuchten
Modellsubstanzen, wurde eine verlangerte Reaktionszeit von drei Tagen gewahlt.
Das MAGSILICA® wurde anschlieBend griindlich gespiilt bis mittels GC-MS kein
Furan mehr im Uberstand nachzuweisen war (Tabelle 20A). Dazu wurden die
Nanopartikel magnetisch fixiert und wiederholt mit Lésungsmittel versetzt.

Da eine Untersuchung der beschichteten Partikel Uber IR- oder
Elementaranalyse nicht méglich war, wurde direkt eine retro-DIELS-ALDER Reaktion
durchgefithrt. Dazu wurde MAGSILICA®-Derivat 148 in Tetrachlorethan suspendiert
und fur 45 Minuten auf 110 < erhitzt. Bei einer erfolgreichen DIELS-ALDER/retro-

DIELS-ALDER Reaktionssequenz miusste im Uberstand das freigesetzte Furan 140
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detektierbar sein. Daher wurde der Uberstand entnommen, das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt und der Ruckstand durch GC-MS untersucht. Diese Ergebnisse
sind in Tabelle 20 zusammengefasst.

Zur Durchfuhrung der retro-DIELS-ALDER Reaktion wurden verschiedene
Heizmethoden gewahlt. Zundchst wurde die Reaktionsmischung konventionell im
Olbad erwarmt (Tabelle 20B). Im Uberstand war durch GC-MS eindeutig das
abgespaltene Furan 140 nachzuweisen, da dieses einen charakteristischen Peak bei
einer Retentionszeit von 9.1 Minuten mit einer korrespondierenden Masse von
m/z = 177 besitzt. Das Ergebnis wurde durch hochaufgeloste Massenspektrometrie
bestatigt. Um die Wiederverwendbarkeit der Partikel zu prifen, wurden diese erneut,
wie oben beschrieben, be- und entladen (Tabelle 20C).

Anschlie3end wurden Versuche zur Spaltung des DIELS-ALDER Konstrukts durch
induktives Heizen durchgefihrt. Diese Experimente sind von entscheidender
Bedeutung fur die humane Anwendung der Nanopartikel als Wirkstofftransporter, da
eine externe Erhitzung der Nanopartikel im menschlichen Koérper nicht durchgefthrt
werden kann. Stattdessen sollte der Kern der MAGSILICA®-Partikel induktiv erwarmt
werden und die Freisetzung des Wirkstoffs ermdglichen ohne dabei umgebendes
Gewebe zu schadigen. Der Effekt des gezielten Erhitzens von Tumorgewebe
(Hyperthermie) wurde von GILCHRIST et al beschrieben.”

Zunachst wurde der bendtigte Energieeintrag ermittelt. Dieser lasst sich bei den
verwendten Systemen Uber die Pulsweitenmodulationen am Generator regulieren
(Tabelle 20D-F).}*® Es konnte jedoch erst bei einem maximal einstellbaren
Energieeintrag eine Abspaltung von Furan 140 beobachtet werden (Tabelle 20F).
Ebenso wie beim konventionellen Heizen, konnten auch beim induktiven Heizen die

Partikel mindestens zwei Mal wiederverwendet werden (Tabelle 20G, H).

146 Nahere Informationen zum Versuchsaufbau beim induktiven Heizen sind dem Experimentellen Teil dieser

Arbeit (Kapitel 7) sowie den Arbeiten J. Wegner und S. Ceylan zu entnehmen. 362136
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Tabelle 20: Bedingungen der retro-DIELS-ALDER Reaktion an MAGSILICA®-Nanopartikeln und Analyse

mittels GC-MS.

Heizmethode

GC-MS

I O m m OO W >»

Keine (Gespllte Partikel vor Reaktion)
Olbad 110 <, 1. Mal, nach Reaktion
Olbad 110 T, 2. Mal, nach Reaktion

Induktiv 400 %0, nach Reaktion
Induktiv 500 %0, nach Reaktion

Induktiv 600 %0, 1. Mal, nach Reaktion
Induktiv 600 %0, 2. Mal, nach Reaktion
Induktiv 600 %o, 3. Mal, nach Reaktion

Kein Furan
Furan
Furan

Kein Furan

Kein Furan
Furan
Furan

Furan
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7 Zusammenfassung und Ausblick

7.1 Zusammenfassung
Ein erstes Ziel dieser Arbeit war die kovalente Funktionalisierung von
PMP-Membranen mit  zyklischen RGD-Peptiden zur Generierung von
hamokompatiblen Oberflachen fir den Einsatz in Oxygenatoren. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Hydrophilisierung der PMP-Oberflache mit Formiergasplasma
unabdingbar fur die chemische Derivatisierung des Polymers war. AnschlieRend
konnte in drei Schritten, (Nitreninsertion, Amidbindung und metallfreie, 1,3-dipolare
Zykloaddition) das RGD-Peptid an die Oberflache ligiert werden (Abbildung 67). Die
Vorteile dieser Ligationsstrategie gegenuber einer Kupfer-katalysierten ,Klick"-
Reaktion konnten gezeigt werden. Alle Reaktionen am Polymer wurden unter
anderem mittels Modellreaktionen und XPS-Messungen verfolgt. Die biologische
Evaluation der RGD-funktionalisierten PMP-Folien und Hohlfasermatten zeigte einen,
verglichen mit dem unbehandelten Material, starkeren Bewuchs mit darauf
ausgesiedelten Endothelzellen.®®

Zudem konnte der Einfluss verschiedener Plasmabedingungen auf die
PMP-Oberflache untersucht werden.

o Metallfreie
Amidbindung  "Kjick" Reaktion
0N o lﬁ\n 1
\/\60/\% \/\N\\ N NN
10 H H ) NH,
F F N
FsC
o HN™ SNH
F F H
= Nitreninsertion HN 0
(0]
- NH
Ph/ HN /<
N
o>]'H o)
HO,C

Abbildung 67 : Struktur der mit c[RGDfK(N3)] funktionalisierten PMP-Membran.

Um zu zeigen, dass es sich bei der anhand von PMP entwickelten
Ligationsstrategie um ein vielfaltig anwendbares Verfahren zur Funktionalisierung
von Oberflachen handelt, wurde die Synthese auf Metalloberflachen ubertragen.
Diese dienten dabei als Modell fir das Metallgeh&duse eines Herzschrittmachers.
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Durch XPS-Studien konnte die Funktionalisierung der Metalloberflache
nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die Biopolymere Gelatine und
Hyaluronsaure zu Hydrogelen vernetzt werden, die anschlieRend als
Gerustematerialien im Bereich des tissue engineerings Anwendung finden sollten. Es
konnten zwei Vernetzungsstrategien entwickelt und untersucht werden. Zum einen
wurden die Polymere mit Methacrylat-Gruppen funktionalisiert, die nach Bestrahlung
mit UV-Licht oder induziert durch einen Femtosekundenlaser zu Hydrogelen gelierten
(Abbildung 68).*% In einem zweiten Ansatz wurde die Hyaluronsaure zum Dialdehyd
oxidiert beziehungsweise zum Hydrazid umgesetzt, wobei beide Komponenten
miteinander in situ Gele ausbildeten. Durch Kultivierung von neonatalen
Rattenkardiomyozyten auf den Hydrogelen konnte die Biovertraglichkeit beider

118

Geltypen gezeigt werden. In Gegenwart von Gelatine konnte zudem eine

Adhasion der Zellen auf dem scaffold nachgewiesen werden.

R' oder R?

Methode 1

Methode 2

R3\¢N\N)J\R4
H

Abbildung 68 : Strategien zur Vernetzung von Hyaluronsaure und Gelatine zu Hydrogelen.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde ein Konzept zur magnetisch gesteuerten

Verabreichung von Wirkstoffen erarbeitet. Dabei sollte der magnetische Transporter
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MAGSILICA® (iber einen thermolabilen Linker mit einem Wirkstoff funktionalisiert
werden, welcher durch induktives Heizen der internalisierten Partikel freigesetzt
werden sollte (Abbildung 69). Zu diesem Zweck wurde die temperaturabhangige
DIELS-ALDER Reaktion zwischen einem Furan und einem Maleimid anhand von
Modellreaktionen detailliert untersucht.

Es konnte die erfolgreiche Ligation von MAGSILICA® mit einem Maleimid gezeigt
werden. An dieses Konjugat konnte Uber eine DIELS-ALDER Reaktion ein Furan
(zunachst ohne Wirkstoff) gebunden und Uber eine retro-DIELS-ALDER Reaktion
wieder freigesetzt werden. Letzteres gelang sowohl durch konventionelles als auch
durch induktives Heizen bei Temperaturen um 120C innerhalb von wenigen

Minuten.

© Q (0] —— Wirkstoff
OEt >_/
Sl \/\/ N

QO O
HO
OH
induktives Heizen,
retro-DIELS-ALDER
0]

0 O /K/\
Wirkstoff
HO

Abbildung 69 : Konzept zur magnetisch gesteuerten und thermisch induzierten Freisetzung von
Wirkstoffen.
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7.2 Ausblick

In Bezug auf die Funktionalisierung der PMP Oberflachen sollte die Stabilitat des
Zellbewuchses auf PMP-Folien und Hohlfasermatten unter Blutfluss-Bedingungen
untersucht werden. Dazu sollten die RGD-funktionalisierten Polymere in einem
Bioreaktor mit Endothelzellen besiedelt werden und die Menge an adharierten Zellen
Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen bestimmt werden. Auf diese Weise sollte
das in dieser Arbeit entwickelte System mit den derzeit industriell verwendeten
Membranen verglichen werden. Zudem sollte die Gasdurchlassigkeit der chemisch
veranderten und besiedelten Membranen untersucht werden.

Sofern die chemische und biologische Optimierung der PMP-Membranen in vivo
abschlieBend untersucht wurde, sollte das System in den Klinischen Alltag
Ubertragen werden. Alternativ kdnnten weitere Erkennungsfaktoren auf die
Oberflache aufgebracht werden, um den zellularen Bewuchs im Vergleich zu den
RGD-funktionalisierten Polymeren zu vergleichen. Eine Anbindung von Wirkstoffen
wie beispielsweise Antikoagulantien oder Antibiotika Uber die in dieser Arbeit
beschriebene Ligationsstrategie ware ebenfalls méglich, sodass die Membranen eine
zusatzliche, medizinische Funktion erhielten.

Die Funktionalisierung von Metalloberflachen mit RGD-Peptiden konnte
exemplarisch in dieser Arbeit gezeigt werden und sollten im nachsten Schritt auf das
Titangehause von Herzschittmachern tbertragen werden. Biologische Studien sollten
die Biokompatibilitat im Vergleich mit den unbehandelten Oberflachen untersuchen.

Da im Rahmen dieser Arbeit keine Funktionalisierung der Hyaluronsaure tber
eine metallfreie ,Klick“-Chemie mit zyklischen RGD-Peptiden erreicht werden konnte,
sollten in nachfolgenden Arbeiten weitere Ligationstechniken untersucht werden. Auf
diese Weise konnten Hydrogele synthetisiert werden, die eine Adhasion von Zellen
ermdglichen, ohne dem scaffold tierisch-produzierte Gelatine zuzusetzen. Neben
RGD-Peptiden konnten, je nach medizinischer Anwendung des Hydrogels, auch
andere Erkennungsfaktoren ligiert werden.

Zudem sollte der Abbau und die Biovertraglichkeit der Hydrogele in vitro und in
vivo eingehender untersucht und optimiert werden. Dazu koénnten zum Beispiel
Komposite mit weiteren Polymeren wie Polysacchariden, Peptiden oder synthetisch
hergestellten Polyestern erzeugt  werden. Zudem kbnnten weitere
Vernetzungsstrategien entwickelt werden, womit der Abbau des Polymers reguliert
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werden kann. Eine Mikrostrukturierung des Hydrogels mit Poren geeigneter Grol3e
konnte zudem die Migration der Zellen durch das Hydrogel verbessern.

Hinsichtlich  des  Projekts zur  Entwicklung eines  magnetischen
Wirkstofftransporters sollte in folgenden Arbeiten die Ligation des Wirkstoffs
Ansamitocin mit einem Furanderivat untersucht werden (Schema 60). Dieses
Konstrukt sollte im Folgenden in einer DIELS-ALDER Reaktion an das
Maleimid-funktionalisierte MAGSILICA® gekuppelt werden und die
Wirkstoffreisetzung analog zu den in dieser Arbeit gezeigten Modellstudien
durchgefuhrt werden.

Das Furan-Ansamitocin Addukt sollte zudem auf seine biologische Aktivitat
untersucht werden, da dieses nach der thermisch induzierten retro-DIELS-ALDER
Reaktion in vivo freigesetzt wird. Im Falle einer zu geringen biologischen Potenz

sollten alternative Ligationen zwischen Furan und Wirkstoff studiert werden.

0) 0 Br
@/\N&/\+ SONOGASHIRA- o 0
H Kupplung N
\ Oy
N\
R1
R1
Schema  60: Synthese eines  Furan-funktionalisierten  Ansamitocinderivats  durch

SONOGASHIRA-Kupplung zur Anwendung im Bereich des magnetic drug targetings.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Allgemeine Hinweise

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien einschlief3lich
Losungsmittel ohne weitere Reinigung in p.a. Qualitat von SIGMA-ALDRICH oder
ACROS ORGANICS, Geel (Belgien) erhalten. Es wurde ausschlief3lich demineralisiertes
Wasser verwendet. Poly-4-methyl-1-penten (PMP) Membranen (Schichtdicke 30 pm)
wurden von GoOoODFELLOW, Bad Nauheim (Deutschland) bezogen. Metallplatten
wurden von K. Kerber des Instituts fur Werkstoffkunde der Leibniz Universitat
Hannover zur Verfigung gestellt. Im Folgenden werden die beiden Materialien wie

folgt schematisch dargestellt:

= Polymethylpenten: |:| = Metall

Chromatographie

Analytische Dinnschichtchromatographie wurde mit Kieselgel-beschichteten
Aluminiumfolien des Typs F254 (MeRrck, Darmstadt, Deutschland) durchgefihrt.
Dabei wurden die Spots mit UV-Licht der Wellenlange 254 nm oder verschiedenen
Farbereagenzien unter Warmezufuhr visualisiert. Saulenchromatopraphie wurde
mittels Kieselgel der Firma MACHERY-NAGEL, Duren (Deutschland) (Korngrof3e 40-
63 um) und leichtem Uberdruck durchgefiihrt. Zudem wurde zur GroRen-
ausschlusschromatography Sephadex™ LH-20 Kieselgel und Methanol als
Losungsmittel verwendet. Sofern angegeben, wurde praparative HPLC-
Chromatographie mit der Anlage MerRck HITACHI LaChrom (Pumpe: L-7150, Interface
D-7000 und einem Diode-Array-Detektor L-7450 {A = 220-400 nm}) betrieben. Dabei
wurde als stationare Phase eine C-18-PjTrentec Reprosil 120 C 18 AQ (5 mm,
250 mm Durchmesser: 25 mm) Saule verwendet. Praparative
Dunnschichtchromatographie wurde mit PSC Fertigplatten (KS 60 F-254, Grole:
20 x 20 cm, Schichtdicke: 1 mm) der Firma MeRck durchgefihrt.

NMR-Spektroskopie
Alle *H-NMR Spektren wurden bei Raumtemperatur mit den Geraten DPX-200
(200 MHz), Advance-400 oder DPX-400 (400 MHz) der Firma BRUKER, Karlsruhe
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(Deutschland) gemessen. Dabei wurden deuterierte Losungsmittel von DEUTERO,
Kastellaun (Germany) verwendet und deren Restprotonengehalt als Standard
verwendet. Die zur Kalibrierung verwendeten chemischen Verschiebungen wurden
der Arbeit von GOTTLIEB et al. entnommen und werden fur alle Losungsmittel jeweils
angegeben.'*’ Die chemischen Verschiebungen & werden in ppm angegeben, die
Kopplungskonstanten in Herz. Die Multiplizitaten werden wie folgt abgekirzt:
s = Singulett, s =breites Singulett d=Dublett, t=Triplett, q = Quartett,
quint = Quintett und sext = Sextett. Die Nummerierung der Kohlenstoff- und
Wasserstoffatome bei den NMR-Daten ist jeweils angegeben und wurde pragmatisch
festgelegt.

13C-Spektren wurden mit den Spektrometern Advance-400 oder DPX-400 (100 MHz)
der Firma BRUKER gemessen. Die Kalibrierung erfolgt wie fiir ‘H-Spektern
beschrieben. Fir den Substitutionsgrad der Kohlenstoffe werden folgende
Abkirzungen verwendet: p = primarer Kohlenstoff, s = sekundarer Kohlenstoff,
t = tertidrer Kohlenstoff, q = quarterer Kohlenstoff. Zur vollstandigen Interpretation
der Spektren verschiedener Substanzen wurden zudem *H-'H Korrelationen und *H-
13C Korrelationen analysiert. Dazu wurden COSY, HSQC und HMBC Experimente
durchgefuhrt.

Massenspektrometrie

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit einem LCT (ESI) der
Firma MicROMASS, Manchester (UK) in Methanol oder Acetonitrii gemessen. Die
Injektion erfolgte dabei im Loop-Modus in einer HPLC Anlage von WATERS (Alliance
2695). Alternativ wurde ein Q-TOF mit einer WATERS Aquity Ultraperformance LC

Anlage verwendet.

Plasmachemie

Die Plasmabehandlung von Oberflachen wurde mit Geraten der Firma
PLASMATREAT, Steinhagen (Germany) durchgefihrt (s. Kapitel 3.4). Dazu gehdrten:
ein Generator FG 5001, ein Transformator HTR12 L133, eine rotierende Plasmadiise
RD1004 mit dem Disenaufsatz 10157 und eine Verfahrtisch PT 60). Der Aufbau

entspricht dem serieller Prozesse und wird in einem Patent von FORNSEL et al.

"' H. E. Gottlieb, V. Kotlyar, A. Nudelman, J. Org. Chem. 1997, 62, 7512-7515.
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beschrieben.®’ Die Parameter zur Behandlung der verschiedenen Oberflachen

wurden im vorangegangenen Kapiteln jeweils angegeben.

XPS

Um die elementare Zusammensetzung der verschiedenen Oberflachen zu
analysieren, wurden die Probenkorper mit einer Anlage der Firma LEYBOLD bei einem
Druck von 1 x 107 mbar vermessen. Als Rontgenquelle diente eine duale Anode LH
RQ20/63 von LEYBOLD, die sowohl MgKa als auch AlKa Strahlung emittieren kann.
Fur die in dieser Arbeit gemessenen XP-Spektren wurde jedoch ausschlief3lich nicht-
monochromatische MgKa Strahlung (E = 1253,6 eV; 0,7 eV Linienbreite) verwendet.
Die Rontgenrdhre arbeitete bei 210-240 W, erreichte eine Beschleunigungsspannung
von 7 bis 8kV und einen Emissionsstrom von 30 mA. Der Winkel zwischen
Rontgenquelle und Analysator betrug 54.7° Die Ener gie der emittierten Elektronen
wurde mit einem Halbkugelkondensator LH EA10/100 (Durchmesser: 100 mm) der
Firma LEYyBOLD bestimmt. Dessen Schlitzoffnung hatte eine Grof3e von 20 x 2 mm,
sodass sich ein Auflosungsvermdgen von 0.01 ergibt. Die jeweiligen Pass-Energien
sind fir jedes Spektrum separat angegeben.

Kontaktwinkel

Die Hydrophilie, beziehungsweise Hydrophobie der verschiedenen Oberflachen
wurde mit einem Kontaktwinkelmessgerat SURFTENS UNIVERSAL (OEG,
Frankfurt/Oder) bestimmt. Dabei wurde das Verfahren des ruhenden Tropfens
(sessile drop) bei Raumtemperatur verwendet. Es wurden mindestens funf Tropfen

Wasser auf die Oberflache aufgebracht und deren Kontaktwinkel gemittelt.

Ultraviolett Spektren

UV-Spektren wurden mit einem SHIMADzU, Duisburg (Germany) UV-1601PC

Spektrophotometer gemessen.

Schmelzpunkte

Schmelzpunkte wurden mit dem Gerat Optimelt der Firma SRS, Sunnyvale
(USA) bestimmt.
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Infrarot Spektren

IR-Spektren wurden mit einem ATR-FT-IR Spektrometer (vector 22) von BRUKER

durchgefuhrt.

CNH Analysen

Elementaranalysen mit einem Vario EL Gerat von ELEMENTAR ANALYSENSYSTEME

durchgefuhrt.

Photochemie

Als UV-Lichtquelle fur die Insertionsreaktion wurde eine Niederdruck-
Quecksilberlampe TNN 15/32 mit einer Leistung von 15 W und einer Spannung von
55 V verwendet, die Licht bei 254 nm emittiert.

GC-MS
GC-MS-Spektren wurden mit den Geraten GC-17 und QP-500 der Firma
SHIMADZU EUROPA GMBH (Duisburg) gemessen und enthielten eine Optima-5-MS-

Kapillarsdule (0.25 mm, 30 m 0.32 mm, Firma MACHEREY-NAGEL, DUren).

MAGSILICA®

In dieser Arbeit wurde MAGSILICA® 50/85: FO018-10, der Firma EVONIK
INDUSTRIES (Essen) erhalten. Vor Gebrauch wurden die Partikel in Wasser
aufgeschlammt und 2 h unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend wurde das Wasser im
Vakuum entfernt und das MAGSILICA® im Vakuum getrocknet.

Induktives Heizen**®

Temperaturmessung:

Die Temperatur der induktiv geheizten Partikel wurde mit einem Infrarot-
Digitalthermometer des Typs GIM 3590 optris LaserSight der Firma GREISINGER
ELECTRONIC GMBH (Regenstauf) bestimmt. Zur Erh6éhung der Messgenauigkeit wurde
die hintere Reaktorflache mit einem schwarzen Lack abgedeckt. Der Emissionsfaktor
wurde entsprechend auf 1.0 eingestellt.
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Induktoren/Generatoren:

Zum induktiven Heizen der beschichteten Nanopartikel wurde der Generator
EWS5 mit einer Maximalleistung von 7.0 kW (IFF, Ismaning) verwendet. Das Gerat
wurde mit Wasser gekuhlt und war bei der verwendeten Frequenz stufenlos von 8 bis
25 kHz regulierbar. Es lieRen sich Pulsweitenmodulationen von 100 bis 1000
Promille stufenlos einstellen, wobei Werte von 750 Promille nicht tberschritten
werden sollten. Zudem wurde ein mit Wasserkuhlung betriebener Induktor mit der
Seriennummer 1S-0166 eingesetzt. Bei den Induktoren handelte es sich um

Prototypen.

Polyacrylamidgelelektrophorese**®

Puffer und Losungen:
10 x TBE-Puffer: 0.98 mol/L Tris, 0.98 mol/L Borsaure, 0.02 mol/L EDTA in Wasser;
Acrylamid-L6sung (16%): 4 g Acrylamid, 0.15 g Bisacrylamid, auf 25 mL mit Wasser
auffullen;
Auftragspuffer: 2 mol/L Succrose in 10 x TBE;
Fixier-Losung: 40% Ethanol, 5% Essigsaure in Wasser,
Silbernitrat-Losung: 1.6 mL Ammoniak (25%ig), 1 mL NaOH (2 mol/lL), 0.6g
Silbernitrat auf 100 mL mit Wasser auffillen;
Periodsaure-L6sung: 0.7 g Periodsaure auf 100 mL mit Fixier-L6sung auffillen;
Formaldehydentwickler-Loésung: 100 mL Zitronensaure (240 umol/L in Wasser),
135 pL Formaldehyd (37%);

Trockner-Losung: 10% Glycerin, 20% Ethanol in Wasser.

Die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde zur Untersuchung der Abbauprodukte der
Hyaluronsaure-Hydrogele verwendet. Dazu wurden Hydrogele analog zu der
Beschreibung auf  Seite 196 hergestellt  und in einem 2 mL
EPPENDORF-Reaktionsgefa? mit dem jeweiligen Puffer (1.5mL) unter den
beschriebenen Reaktionsbedingungen mit der jeweiligen Menge an Hyaluronidase
inkubiert (vergl Tabelle 15, Kapitel 5.3.4). Vom Uberstand wurden taglich 5 pL
entnommen und mittels Polyacrylamidgelelektrophorese untersucht.

Dazu wurde die Acrylamid-L6sung (16%, 5.0 mL) mit 10 x TBE-Puffer (1.0 mL) und
Wasser (4.0 mL) versetzt und durch Zugabe von APS-L6sung (10%, 150 pL) und

48 Analog zu Silke Berski, Dissertation, Leibniz Universitat Hannover 2008.
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TEMED (12.5 pL) polymerisiert. Der Analysat wurde im Verhéltnis von 1:1 mit dem
Auftragspuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in
TBE-Puffer fur 14 Stunden bei 4 € und 60 V durchge flhrt.

Die Gele wurden mittels Silbernitratfarbung analysiert. Dazu wurde zunachst
Alcinablau (0.5 g) mit Wasser (100.0 mL) versetzt und fiir 15 min bei 40 T erwarmt.
Die LOosung wurde filtriert und das Gel im Filtrat fur 30 min gefarbt. Anschlie3end
wurde mit Wasser bis zur Farblosigkeit des Uberstands gespiilt. Es wurde in Fixier-
Losung (30-60 min), Periodsdure-Losung (5 min), Wasser (drei Mal 15 min),
Silbernitrat-Losung (10 min), Wasser (3 x 10 min), Formaldehydentwickler-Lésung
(1-3 min, bis zur deutlichen Farbung der Banden), Essigsaure (5%, 5 min) und
Trockner-Losung (30-60) inkubiert.
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8.2 Synthesen

8.2.1 Synthesen literaturbekannter Substanzen
2.5-Dioxopyrrolidin-1-yl 4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoat 21°

Zu einer Losung von Methylpentafluorobenzoat 19 (1.0 g, 4.4 mmol, 1.0 Ag) in
einer Mischung aus Wasser/Aceton (20.0 mL, 3/8) wurde Natriumazid (316.5 mg,
49mmol, 1.1Aq) gegeben und fur 7.5Stunden auf 85<C erhitzt. Die
Reaktionslésung wurde drei Mal mit Petrolether extrahiert, die vereinigten,
organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Methyl 4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoat
20 wurde in einer Ausbeute von 95% (1.05 g, 4.2 mmol) als farbloser Feststoff
erhalten.

Methyl-4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoat 20 (200.0 mg, 803.2 umol, 1.0 Aq)
wurde mit 20%iger Natronlauge (0.3 mL) und Methanol (3.5 mL) versetzt und
18 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die Lésung wurde auf O T gekihlt, mit 2 N
Salzsaure auf pH<1 angeséauert und drei Mal mit Chloroform extrahiert. Anschliel3end
wurden die vereinigten, organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel des Filtrats entfernt. 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoesaure 16
wurde in einer Ausbeute von 98% (195.9 mg, 833.3 umol) als farbloser Feststoff
erhalten.

4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoeséure 16 (1.0 g, 4.3 mmol, 1.0 Aq) wurde in
Dichlormethan (28.0 mL) gelost und Dicyclocarbodiimid (895.5 mg, 4.3 mmol, 1.0 Aq)
sowie N-Hydroxysuccinimid (489.7 mg, 4.3 mmol, 1.0 Ag) wurden zugegeben. Die
Reaktionslosung wurde fur 4.5 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und
anschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 95/5) gereinigt. Es wurden 98%
(1.4 mg, 4.2 mmol) von 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoat 21

als farbloser Feststoff erhalten.
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Smp. =113 C; H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): 3= 2.91 (s, 4 H,
9-H) ppm; *¥C-NMR (100 MHz, CDCls;, CDCl; = 77.2 ppm): & = 24.8 (s, C-9, C-10),
101.2 (q, C-4), 125.6 (g, C-1), 138.4, 141.0, 144.3, 146.9 (g, C-2, C-3, C-5, C-6),
154.4, 156.6 (q, C-8, C-11), 167.50 (g, C-7) ppm.

Methyl 4-(zyklohexylamino)-2,3,5,6-tetrafluorobenzoat 24"

OO
7

OO~ F5 A3 _F
F F

oo — A
F F HN_ 4-
Ns Os'
20 24

Zur Durchfihrung einer Modellreaktion fir die UV-vermittelte Insertion von

Nitrenen in Kohlenwasserstoffgertste, wurde 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoesaure
methylester 20 (124.0 mg, 498.0 umol) in Cyclohexan (100.0 mL) gel6st und in einen
Quarzglaskolben unter Argonatmosphare gegeben. AnschlieBend wurde flr
4.5 Stunden mit einer Niederdruck Quecksilberlampe belichtet.

Der Uberschuss an Cyclohexan wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch (Dichlormethan/Hexan 1/3 — 1/1) gereinigt. Es wurden
63.5mg von 4-Cyclohexylamino-2,3,5,6-tetrafluoro-benzoesauremethylester 24
(208.1 pmol, 41%) als farblose Kristalle erhalten.

Smp.= 87 C; DC: R; (Dichlormethan/Hexan 1/2) = 0.18; 'H-NMR (400 MHz,
CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): 8= 1.15-1.29 (m, 3 H, 2'-H?, 6"-H?, 4"-H%), 1.33-1.46 (m,
2 H, 3"-H% 5-H%), 1.63-1.72 (m, 1 H, 4-H"), 1.75-1.84 (m, 2 H, 3"-H", 5"-H), 2.02-
2.11 (m, 2 H, 2-'H®, 6"-H"), 3.69 (m, 1 H, 1"-H), 3.93 (s, 3 H, 8-H), 4.02-4.11 (m, 1H,
NH) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl3 = 77.2 ppm): 5 = 24.8, 25.6 (s, C-2°, C-
3, C-5,C-67), 34.7 (s, C-4"), 52.7 (p, C-8), 53.7 (t, C-1"), 130.8, 135.4, 137.9, 144.0,
145.5, 148.1, (q, C-1 bis C-6), 161.5 (g, C-7) ppm; HR-MS: C14H15FsNNaO, [M+Na]"
berechnet: 328.0937, gefunden: 328.0944.
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2-Acetamidopent-4-insaure 18%*

OJ\NH /5

31 18

Zu einer Losung von Diethylacetamidomaleat 31 (10.0 g, 46.1 mmol, 1.0 Aq) in
absolutem Dioxan (285.0 mL) wurde unter Argonatmosphére Kalium-tert.-Butanolat
(5.7g, 50.7 mmol, 1.1 Aqg) getropft und fir 2.5 Stunden auf 60 T erwarmt.
AnschlieBend wurde Propargylbromid (80% in Toluol, 6.2 mL, 46.1 mmol, 1.0 Aq)
zugegeben und die Reaktionslésung zwei Tage unter Ruckfluss erhitzt. Die Losung
wurde abfiltriert und der Rickstand mit Diethylether gewaschen. Das Losunsgmittel
des Filtrats wurde entfernt und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie mit
den Eluenten Petrolether/Essigsaureethylester 2/1 gereinigt. Es wurden 6.7 g
(26.2 mmol, 57%) des Produkts als farbloser Feststoff erhalten.

Diethyl-2-acetamido-2-(prop-2-yn-1-yl)malonat 32 (6.6 g, 25.9 mmol, 1.0 Aq)
wurde in 10%iger Natronlauge (54.0 mL) geldst und funf Stunden unter Ruckfluss
erhitzt. Anschlieend wurde die Reaktionsldsung mit 6 M Salzsdure auf einen
pH-Wert von 2 angeséauert und eingeengt. Die Losung wurde fur finf Stunden unter
Ruckfluss erhitzt, heil3 Uber eine Celite/Aktivkohlemischung abfiltriert und der
Ruckstand mit viel Wasser gespult. Der pH-Wert des Filtrats wurde mit 10%iger
Salzsaure auf pH =3 eingestellt und die wassrige Losung wurde dreimal mit
Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel des Filtrats wurde
entfernt, sodass 2-Acetamidopent-4-insaure 18 in einer Ausbeute von 50% (2.0 g,
12.8 mmol) als farbloser Feststoff erhalten werden konnte.

Smp. = 138-139 C; *H-NMR (400 MHz, DMSO, DMSO = 2.50 ppm): & = 1.86 (s,
3 H, Ac), 2.52- 2.60 (m, 2 H, 3-H), 2.88 (t, Jyu= 2.7 Hz, 1 H, 5-H), 4.26-4.39 (m, 1 H,
2-H), 8.26 (d, Jun = 7.8 Hz, 1 H, NH), 12.82 (s™, 1 H, CO.H) ppm; “*C-NMR (100
MHz, CDCl3, DMSO = 39.5 ppm): 21.2 (s, C-1"), 22.3 (p, C-1), 50.9 (t, C-4), 73.1 (t,
C-3%), 80.5 (g, C-2), 169.3 (g, C-2), 171.9 (q, C-5) ppm; HR-MS: C;HgNO3 [M+H]"
berechnet: 157.0504, gefunden: 157.0502.
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5-Isothiocyanato-1-pentin 29%°

Cl\/\/ — > S\\C\\N\/\/ °

1
33 29

5-Chlor-1-pentin 33 (5.0 mL, 491.0 mg, 47.2 mmol, 1.0 Ag), Kaliumphthalimid
(10.2 g, 55.1 mmol, 1.2 Aq) und Kaliumiodid (8.9 g, 53.6 mmol, 1.1 Ag) wurden in
Dimethylformamid (25 mL) gelést und fur sechs Stunden auf 100 T erhitzt.
Anschlielend wurde die Reaktionsldsung auf Raumtemperatur gekihlt und in
Wasser gegeben. Dabei fiel ein farbloser Feststoff aus, der abfiltriert, getrocknet und
aus Ethanol umkristallisiert wurde. Es wurden 92% (9.3 g, 43.4 mmol) von 2-(pent-4-
in-1-yl) isoindolin-1,3-dion 34 als farbloser Feststoff erhalten.

2-(Pent-4-in-1-yl)-isoindolin-1,3-dion 34 (4.5g, 21.1 mmol, 1.0 Aq) sowie eine
65%ige Hydrazin-Losung (2.2 mL, 45.7 mmol, 2.2 Ag) wurden in Ethanol (70.0 mL)
gegeben und zwdlf Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend wurde
Wasser (15.0 mL) zugegeben und der dabei ausfallende Feststoff abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und verworfen. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt. Dabel
fiel erneut Feststoff aus, mit dem verfahren wurde wie zuvor beschrieben. Dieser
Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. AnschlieBend wurde die wassrige Phase
bei 0 T mit 10 m NaOH (15.0 mL) versetzt und mit Dichlormethan vier Mal extrahiert.
Die vereinigten, organischen Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet und
das LoOsungsmittel im Vakkum entfernt. Aufgrund der hohen Flichtigkeit des
Produkts konnten 34% von Pent-4-in-1-amin 35 (602.9 mg, 7.3 mmol) als farbloses
Ol isoliert werden.

Pent-4-in-1-amin 35 (602.9 mg, 7.3 mmol, 1.0 Ag) sowie Triethylamin (2.0 mL,
1.59, 14.5 mmol, 2.0 Ag) wurden in Dichlormethan (20.0 mL) geldst. Bei -20 C
wurde Triphosgen (553.1 pL, 834.0 mg, 7.3 mmol, 1.0 Ag) zugetropft, sodass die
Innentemperatur nicht tber -10 T stieg. Anschliel3e nd wurde auf Raumtemperatur
erwarmt und Uber zw6lf Stunden bei dieser Temperatur gerthrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Wasser beendet und die Phasen wurden getrennt. Die wassrige
Phase wurde funf Mal mit Diethylether extrahiert und die vereinigten, organischen
Phasen wurden vier Mal mit Wasser gewaschen bis dieses farblos war. Es wurde
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt. 5-lIsothiocyanato-1-
pentin 29 wurde in einer Ausbeute von 83% (750.0 mg, 6.0 mmol) als rotes Ol

erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm): & = 1.90 (quint, Jyn = 6.4 Hz,
2 H, 2-H), 2.02 (t, Jyn = 2.7 Hz, 1 H, 5-H), 2.37 (dt, Jyn= 6.4, 2.7 Hz, 2 H, 3-H), 3.68
(t, Jun = 6.4 Hz, 2 H, 1-H) ppm.

Azidofluorescein 38°%°

Fluoresceinamin 40 (200.0 mg, 576.2 pmol, 1.0 Aq) wurde in einer Mischung aus
Dimethylformamid und Wasser (20.0 mL, 1/1) unter Lichtausschluss gelost.
Anschlieiend wurde Schwefelsdure (2.0 mL) und Amylnitrit (400.0 pL, 348.0 mg,
3.0 mmol, 5.2 Aqg) zugegeben und fiir 30 min bei 0 T gerihrt. Es wurde Natriumazid
(400.0 mg, 6.2 mmol, 10.7 Aq) in Wasser (8.0 mL) geldst, zur Reaktionsmischung
gegeben und weitere 45 min bei gleicher Temperatur gerihrt. Anschliel3end wurde
mit gesattigter, wassriger Natrumchlorid-Losung auf eine Gesamtmenge von 40.0 mL
aufgefullt und der dabei entstandene Feststoff abfiltriert. Dieser wurde mit 1%iger
(w/v), wassriger Natriumchlord-Losung gespilt und im Vakuum getrocknet. Es
wurden 58% von Azidofluorescein 38 (124.5 mg, 33.7 umol) isoliert.

Smp. = Zersetzung iber 165 <C; 'H-NMR (400 MHz, DMSO, DMSO =
2.50 ppm): & = 6.53-6.63 (m, 4 H, 2-H, 4-H, 5-H, 7-H), 6.69 (d, 2 H, Jyn = 2.1 Hz,
1-H, 8-H), 7.30 (d, Jyy = 8.2 Hz, 1 H, 6"-H), 7.51 (dd, Jyn = 8.2, 2.2 Hz, 1 H, 5"-H),
7.64 (d, Juy= 2.2Hz, 1H, 3-H) ppm; HR-MS: CyH11N30s [M+H]" berechnet:
374.0777, gef: 374.0769, CyH1oN3Os [M-H] berechnet: 372.0620, gefunden:
372.0621.

Boc-Lys(N3)-OH 67

NH2 N3
6
S )
BocHN OH OJLH AL
o o)

71 67
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Trifluormethansulfonsaureanhydrid (359.0 pL, 2.2 mmol, 2.0 Aq) wurde langsam
zu einer auf 0 T gekiihlten Lésung von Natriumazid (700.9 mg, 10.8 mmol, 10.0 Aqg)
in Wasser/Dichlormethan (1.7 mL/2.9 mL) gegeben. Die Reaktionslosung wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und fiar zwei Stunden gerthrt. Die Phasen wurden
getrennt, die wassrige Phase zweimal mit Dichlormethan extrahiert und die
vereinten, organischen Phasen Uber Natriumcarbonat getrocknet. Das generierte
Trifluormethansulfonsaeureazid wurde ohne weitere Reinigung verwendet.

Boc-Lys-OH 71 (266.0 mg, 1.1 mmol, 1.0 Ag), Kaliumcarbonat (252.0 mg,
1.6 mmol, 1.5 Aq) und Kupfersulfat Pentahydrat (2.6 mg, 10.6 pmol, 0.01 Ag) wurden
in Wasser/Methanol (3.5 mL/7.0 mL) gel6st und das Trifluormethansulfonséaureazid
wurde vorsichtig zugegeben. Die Lésung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur
geruhrt und das Loésungsmittel anschlieRend im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde mittels Saulenchromatographie mit den Eluenten Dichlormethan/Methanol
95/5 gereinigt. Es wurden 269.9 mg (991.7 pumol, 92%) von Boc-Lys(N3)-OH 67 als
grunes Ol erhalten.

DC: Rs (Dichlormethan/Methanol 95/5 + 2 Tropfen Essigsaure) = 0.35; *H-NMR
(400 MHz, CDCl3, CHCI3 = 7.26 ppm): 6 = 1.38-1.51 (m, 11 H, Boc, 4-H), 1.54-1.74
(m, 3 H, 5-H, 3-H%, 1.86 (m, 1 H, 3-H"), 3.27 (t, Jun = 6.83 Hz, 2 H, 6-H), 4.26 (m,
1H, 2-H), 5.32 (sbr, 1 H, NH) ppm; HR-MS: Ci;H20NsNaO4; [M+Na]® berechnet:
295.1382, gefunden: 295.1371.

NH,-Cys-Ethylendiamin-Cys-NH, 1133

o o) NH,
Trt /\)k /1\‘2)1\ /3\/“ H SH
S OH —— HS N g 2>
HN. NH, B8 Tol/\r
Boc 2

115 113

Unter Argonatmosphére wurde Boc-Cys(Trt)-OH 115 (500 mg, 1.1 mmol, 2.4 Aq)
in Dichlormethan (4.0 mL) gel6st und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid
hydrochlorid (172.5mg, 900 mmol, 2.0 Aqg), 1-Hydroxybenzotriazol (121.4 mg,
900 mmol, 2.0 Ag), Di-iso-propylethylamin (485.5 uL, 2.7 mmol, 6.0 Aq) sowie
Ethylendiamin (30.1 pL, 0.5 mmol, 1.0 Aq) wurden zugegeben. Nach zwdlflstiindigem
Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Losung mit Dichlormethan verdinnt und mit
5%iger Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die wassrige Phase wurde
drei Mal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten, organischen Phasen tber

Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck
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entfernt und das Rohprodukt mittels Saulenchromatographie
(Petrolether/Essigsaureethylester 1/1) gereinigt. Es wurden 59% (253.2 mg,
266.4 umol) des Boc-Cys(Trt)-Ethylendiamin-Cys(Trt)-Boc als farbloser Feststoff
erhalten.

Boc-Cys(Trt)-Ethylendiamin-Cys(Trt)-Boc (100.0 mg, 105.2 mmol) wurde in einer
Mischung aus Dichlormethan/Trifluoressigsaure/Tri-iso-propylsilylchlorid 50/47/3
(25mL) gelést und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Reaktionsmischung wurde in 0 T kalten Diethylether gegeben, wobei ein farbloser
Feststoff ausfiel. Dieser Feststoff wurde abfiltriert, mit kaltem Dieethylether
gewaschen, in Methanol aufgenommen und erneut aus kaltem Dieethylether gefallt.
Es wurden 63% (17.7 mg, 66.5 mmol) von NH,-Cys-Ethylendiamin-Cys-NH, 113 als
farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,, Methanol-d; = 3.31 ppm): = 2.95 (dd, Jun =
14.7, 6.8 Hz, 2 H, 1-H% 1'-H%), 3.05 (dd, Jun = 14.7, 5.1 Hz, 2 H, 1-H°, 1"-HP),
3.33-3.54 (m, 4 H, 3-H, 3"-H), 3.96-4.01 (m, 2 H, 2-H, 2"-H) ppm.

1-(3-(triethoxysilyl)propyl)-1H-pyrrol-2,5-dion 136

O O Si(OE);
[éo . HN o Si(OEt), QN / 1

O o)

135 136

Maleinsaureanhydrid 135 (5.0g, 51.0mmol, 1.0Aq) wurde unter
Argonatmosphére in Toluol (23.0 mL) gelést und 3-Aminopropyltriethoxysilan 83
(12.0 mL, 51.0 mmol, 1.0 Ag) in Toluol (16.0 mL) wurde binnen 15 Minuten bei
Raumtemperatur zugetropft. Es wurde zwei Stunden bei gleicher Temperatur gerihrt
bis eine klare Lésung entstand. AnschlieBend wurde mit Zinkchlorid (7.0 g,
51.0 mmol, 1.0Aq) und nach 30 Minuten mit Hexamethyldisilazan (10.8 mL,
51.0 mmol, 1.0 Aqg) in Toluol (16 mL) versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde die
Reaktionsmischung fur zwei Stunden unter Rickfluss erhitzt und der Feststoff wurde
abfiltriert. Das Losungsmittel des Filtrats wurde im Vakuum entfernt und der
Ruckstand saulenchromatoghraphisch an Kieselgel mit dem Eluenten
Dichlormethan/Methanol 95/5 gereinigt. Es wurden 2.3 g (7.6 mmol, 15%) von
Maleimid 136 als gelbes Ol erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3 = 7.26 ppm): & = 0.53-0.63 (m, 2 H, 1-H), 1.21
(t, Jun = 7.0 Hz, 9 H, CH,CHj3), 1.60-1.78 (m, 2 H, 2-H), 3.51 (t, Jyn = 7.3 Hz, 2 H,
3-H), 3.80 (t, Jyn= 7.0Hz, 6 H, CH,CH3), 6.67 (s, 2H, CH) ppm, HR-MS:
C13H23NnaOsSi [M+Na]” berechnet: 324.1243, gefunden: 324.1412.

8.2.2 Synthesen neuer Verbindungen

Fluorescein mit sekundarem Alkohol 12

S Q CO,H

SCN
Fluoresceinisothiocyanat  (58.0 mg, 149.1 pmol, 1.0Aq) wurde in

Dimethylformamid (600.0 uL) geldst und 4-Aminobutanol (28 pL, 298.2 pmol, 2.0 Aq)
wurde hinzugefugt. Die Reaktionslésung wurde fur finf Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 0 T kaltem
Acetonitril (6.0 mL) beendet. Der ausfallende Feststoff wurde finf Minuten bei
6000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Der
Feststoff wurde anschlieBend in 5%iger, wassriger Natriumhydrogencarbonat-
Losung (7.0 mL) gelost. Es wurde solange HCI (1 M) zugegeben bis das Produkt
erneut ausgefallen war und durch Zentrifugation vom Uberstand getrennt werden
konnte. Nach griundlichem Waschen mit Wasser wurde Produkt 12 in einer Ausbeute
von 67% (47.6 mg, 99.6 umol) als roter Feststoff erhalten.

Smp.= Zersetung <140 C; DC: R; (Chloroform/Methanol 9/1) = 0.09; *H-NMR
(400 MHz, DMSO-dg, DMSO-ds = 2.50 ppm): 6= 1.10 (d, Jyn = 6.2 Hz, 3 H, 77-H),
1.52-1.72 (m, 2 H, 5"-H), 3.53-3.62 (m, 2 H, 47-H), 3.71 (sext, Jyy = 6.2 Hz, 1 H,
6""-H), 6.53-6.71 (m, 6 H, 1-H, 2-H, 4-H, 5-H, 7-H, 8-H), 7.17 (d, 1 H, J4n = 8.2 Hz,
5"-H), 7.71-7.80 (m, 1 H, 6-H), 8.14 (s™, 1 H, 1”"-H oder 3""-H), 8.24-8.30 (m, 1 H,
3°-H), 10.07, 10.14 (s™, 2H, 1”-H oder 3”-H und CO,H); *C-NMR (100 MHz,
DMSO-dg, DMSO-dg =39.52 ppm): & = 23.8 (p, C-77), 37.6 (s, C-57), 41.5 (s, C-47),
64.3 (t, C-67), 102.2 (t, C-4"), 109.7 (q, C-12), 112.6 (t, C-2), 116.3 (t, C-3), 124.0 (t,
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C-57), 126.5 (g, C-2), 129.1 (t, C-1), 129.5 (t, C-6"), 141.4 (g, C-1"), 151.9 (g, C-11),
159.5 (q, C-3), 168.6 (q, CO,H), 180.4 (g, C-27"), Die Zuordnung der quartéren
Kohlenstoffatome erfolgte durch Vergleich mit Literaturdaten. Die Signale fir C-17,
C-4" und C-9 konnten nicht zugeordnet werden;**® HR-MS:CysH23N,06S [M+H]*
berechnet: 479.1277, gefunden: 479.1279.

PEPA-PEG:>-NHBoc 22a
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NH,-PEG;>-NHBoc (265.0 mg, 412.5 pmol, 1.0 Aq) und 4-Azidotetrafluoro-
benzoesaure-N-succinimidylester 21  (164.0 mg, 495.0 mmol, 1.2 Aq) wurden in
Chloroform (20 mL) gel6st und fur zwolf Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels Sephadex™-
Saulenchromatographie (Methanol) gereinigt. PFPA-PEG;:,-NHBoc 22a wurde in
einer Ausbeute von 92% (326.9 mg, 380.4 umol) als farbloses Ol erhalten.

DC: R; (Dichlormethan/Methanol 95/5) = 0.21; *H-NMR (400 MHz, CDCls,
CHCI3 = 7.26 ppm): 6 = 1.43 (s, 9 H, Boc), 3.15-3.96 (m, 48 H, 8-H bis 13-H), 5.04
(s, 1 H, NH), 6.96 (s, 1 H, NH) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl;=
77.2 ppm): 6 = 27.5 (p, Boc), 39.2, 39.5 (s, C-8, C-13), 68.5-69.7 (s, C-9 bis C-12),
78.2 (q, Boc), 111.2 (g, C-4), 120.6 (g, C-1), 138.3, 140.7, 141,9, 144.4 (g, C-2, C-3,
C-5, C-6), 155.3, 156.9 (g, C-7, Boc) ppm; HR-MS: CzsHsoFsNsNaO;3 [M+Na]
berechnet: 884.3892, gefunden: 884.3885.

PEPA-PEGi»,-NH;, 23a

0N o o N2 o~
\/60 10\/\NHBoc - \/\<o TONH,

F F F. 5 A3 F 10

149U, Anthoni, C. Christophersen, P. H. Nielsen, A. Piischl, K. Schaumburg, Struct. Chem. 1995, 6, 161-165.
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Zu einer Losung von PFPA-PEG;,-NHBoc 22a (666.2 mg, 772.9 pmol, 1.0 Ag) in
Essigsaureethylester (15.0 mL) wurde langsam wassrige Salzsaure (10%, 10.0 mL)
gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt, sodass PFPA-PEG;»-NH, 23a als farbloses Ol in einer
Ausbeute von 98% (576.6 mg, 757.39 pumol) erhalten wurde.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & = 3.19-3.87 (m, 48 H, 8-H bis
13-H), 6.26 (s™, 1 H, NH), 7.89 (s”, 2 H, NH,) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDClz = 77.2 ppm): & = 40.0, 40.4 (s, C-8, C-13), 66.9-70.5 (s, C-9 bis C-12), 112.4
(g, C-4), 121.3 (g, C-1), 139.2, 141.8, 142.8, 145.3 (g, C-2, C-3, C-5, C-6), 158.3 (q,
C-7) ppm; HR-MS: C3;Hs2F4N501, [M+H] berechnet: 762.3549, gefunden: 762.3550.

Methyl 4-(7-azabicyclo[4.1.0]heptan-7-y)-2,3,5,6-tetrafluorobenzoat 26

Oy _0OMe
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Zur Durchfihrung einer UV-vermittelten Modelreaktion zwischen Nitrenen und
ungesattigten Kohlenwasserstoffen, wurde 4-Azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoesauremethylester 22 (62.0 mg, 249.0 umol) in Cyclohexen
(50.0 mL) unter Argonatmosphare gelost. Die Lésung wurde in einem
Quarzglaskolben fir drei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, wahrend sie mit
einer Niederdruck Quecksilberlampe belichtet wurde.

Der Uberschuss an Cyclohexen wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch (Dichlormethan/Petrolether 1/3) gereinigt. Es wurden
35.8mg von 4-Cyclohexylamino-2,3,5,6-tetrafluoro-benzoesauremethylester 26
(118.1 pmol, 47%) als farblose Kristalle erhalten.

Smp. = 60-65 T; DC: R; (Dichlormethan/Hexan 1/3) = 0.17; *H-NMR (400 MHz,
CDClz, CHCI3 = 7.26 ppm): d=1.26-1.39 (m, 2 H, 3"-H% 4'-H?), 1.45-1.58 (m, 2 H,
3"-H°, 4"-H), 1.86-1.97 (m, 2 H, 2-"H?, 5"-H?), 2.06-2.18 (m, 2 H, 2'-H", 5"-HP), 2.56-
2.61 (m, 2 H, 1"-H, 6-H), 3.92 (s, 2 H, 8-H) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.2 ppm): 4 = 20.0 (s, C-3", C-4"), 23.7 (s, C-2", C-5'), 41.6 (t, C-1", C-6"),
53.0 (p, C-8), 127.6 (g, C-4), 131.8 (q, C-1), 139.96, 142.4, 144.5, 147.0 (q, C-2, C-3,
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C-5, C-6), 161.1 (g, C-7) ppm; HR-MS: Ci4HisFsNNaO, [M+Na]® berechnet:
326.0780, gefunden: 326.0775.

PMP-Derivat 27a
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Die Plasma-behandelten oder nicht Plasma-behandelten PMP-Folien 15 wurden
in einer Losung von PFPA-PEG;,-NH; 23a in Methanol (c =10 mg/mL) fur zwolf
Stunden bei Raumtemperatur quellen gelassen. Die benetzten Membranen wurden
im Vakuum getrocknet und in Quarzglasréhrchen gelegt. AnschlieRend erfolgte eine
dreistindige Belichtung mit einer Niederdruck-Quecksilberlampe. Wahrenddessen
wurde das Quarzréhrchen evakuiert (0.05 mbar) und mehrmals gedreht, sodass die
Folien gleichmalig belichtet wurden. AnschlieBend wurden die Folien mit Wasser,
iso-Propanol und Methanol gespiilt und im Vakuum getrocknet.

Die Analyse der beschichteten Folien erfolgte mittels XP-Spektroskopie (Kapitel
3.5).

PMP-Derivat 27b wurde in gleicher Weise aus Plasma-behandelten oder nicht
Plasma-behandelten PMP-Folien 15 und Linker PFPA-PEG,-NH, 27b mit einer

groReren Kettenldnge hergestellt.

PMP-Derivat 28a
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27a 18 28a
2-Acetamino-4-pentylsdure 18 (20.5 mq, 131.4 pmol, 1.0 Aq),

N-Hydroxysuccinimid (30.4 mg, 264.4 umol, 2.0 Aq), Dicyclocarbodiimid (54.6 mg,
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264.4 pymol, 2.0 Ag), und Di-iso-propylethylamin (112.4 uL, 661.1 pmol, 5.0 Aq)
wurden unter Argonatmosphere in Dimethylformamid (30.0 mL) gelost. Die
derivatisierten PMP-Folien wurden zu der Reaktionsmischung gegeben und die
Lésung wurde fur zwolf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliel3end wurden
die Folien mit Wasser, iso-Propanol und Methanol gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

Die Kupplung zwischen 2-Acetamino-4-pentylsdure 18 und PMP-Derivat 27b

wurde in gleicher Weise durchgefihrt.

PFPA-Derivat 36

0]

(0] H O~ 0 H 9 e} 13 15“
0 NH, /// g \/\<O/\a \/\N \”/
F F 10 E 10 H
5 3 _F
F F
N3
23a

AN

o)
. )LN%(OH — 16 O
N 18

0 F"O,OF
N,
18 36

PFPA-PEG>-NH; 23a (20.00 mg, 26.27 umol, 1.00 Agq) und 2-Acetamino-4-
pentyl sdure 18 (4.10 mg, 26.27 umol, 1.00 Aq) wurden unter Argonatmosphére in
Dimethylformamid (1.0 mL) gel6st. AnschlieRend wurde N-Hydroxysuccinimid
(6.0 mg, 52.5 pmol, 2.00 Aq), Dicyclocarbodiimid (10.8 mg, 52.5 umol, 2.0 Aq) und
N,N-Di-iso-propylethylamin (22.3 uL, 131,4 umol, 5.0 Aq) zugegeben und die
Reaktionslosung fur zwolf Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch an
Kieselgel (Eluent: Dichlormethan/Methanol 95/5) gereinigt. Das Produkt 36 wurde als
farbloses Ol in einer Ausbeute von 61% (14.5 mg, 16.1 umol) erhalten.

DC: R; (Dichlormethan/Methanol 95/5) = 0.24; *H-NMR (400 MHz, CDCls,
CHClz = 7.26 ppm): 8= 2.03 (s, 3 H, Ac), 2.14 (t, Jun = 2.5 Hz, 1 H, 18-H), 2.60 (ddd,
Jun = 16.0, 5.5, 2.5 Hz, 1 H 16-H%), 2.75 (ddd, *Jy 4 = 16.0, 3.8, 2.5 Hz, 1 H, 18-H),
3.39-3.85 (m, 48 H, 8-H bis 13-H), 4.50-4.56 (m, 1 H, 15-H), 6.61 (d, Jun = 7.5 Hz,
1 H, NH), 6.94-7.01 (s, 1 H, NH) 7.18 (s”, 1 H, NH) ppm; *C-NMR (100 MHz,
CDCls, CDCls = 77.2 ppm): 8=22.8 (p, Ac), 23.4 (s, C-16), 39.7, 40.17 (s, C-8,
C-13), 51.7 (s, C-15),69.6-71.9 (s, C-9 bis C-12), 79.7 (g, C-17), 112.1 (g, C-4),
121.6 (q, C-1), 139.2, 141.8, 142.9, 145.4 (q, C-2, C-3, C-5, C-6), 158.0 (g, C-7),
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169.9, 170.2 (q, C-14, Ac) ppm; HR-MS: CsgHsgF4NgNaO14 [M+Na]® berechnet:
921.3845, gefunden: 921.3840.

PMP-Derivat 30a
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5-Isothiocyanato-1-pentin 29 (32.8 mg, 262.3 umol, 1.0Aqg) und Di-iso-
propylethylamin (130.0 pL, 787.0 pmol, 3.0 Aq) wurden in Dichlormethan (20.0 mL)
unter Argonatmosphere gelost. Die derivatisierten PMP-Folien 30a wurden zu der
Reaktionsmischung gegeben wund die Losung wurde fur drei Tage bei
Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend wurden die Folien mit Wasser, iso-Propanol
und Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Die Kupplung zwischen 5-Isothiocyanato-1-pentin 29 und PMP-Derivat 27b

wurde in gleicher Weise durchgefiihrt.

PFPA-Derivat 37
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Zu einer Losung von PFPA-PEGi,-NH, 23a (20 mg, 26.3 ymol, 1.0 Ag) in
Dichlormethan (2.0 mL) wurden 3-Isothiocyanatopropan-1-amin (3.28 mg, 26.3 pumol,
1.0 Ag) und Di-iso-propylethylamin (13.4 pL, 10.2 mg, 78.8 umol, 3.0 Ag) gegeben.
Die Reaktionsmischung wurde drei Tage bei Raumtemperatur gerthrt, das
Dichlormethan im Vakuum entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch
(Dichlormethan/Methanol 95/5) gereinigt. PFPA-Derivat 37 wurde in einer Ausbeute

von 86% (20.0 mg, 22.6 mmol) als farbloses Ol erhalten.
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DC: R; (Dichlormethan/Methanol 95/1) = 0.26; 'H-NMR (400 MHz, CDCls,
CHCl; = 7.26 ppm): & = 1.81 (quint, Jyn= 7.0 Hz, 2 H, 16-H), 2.00 (t, Jyn= 2.5 Hz,
1 H, 19-H), 2.26 (dt, Jy4= 7.0, 2.5 Hz, 2 H, 17-H), 3.20-3.94 (m, 50 H, 8-H bis 13-H,
15-H), 6.71 (s™, 2 H, NH), 7.11 (s”, 1 H, NH) ppm; *C-NMR (100 MHz, CHCls,
CDCl3 = 77.2 ppm): 6 = 16.2 (s, C-17), 28.1 (s, C-16), 40.3 (s, C-8, C-13), 44.8 (s,
C-15), 69.3-70.6 (s, C-9 bis C-12, C-19), 83.7 (q, C-18), 112.0 (q, C-4), 121.7 (q,
C-1), 139.2, 141.7, 142.9, 145.3 (g, C-2, C-3, C-5, C-6), 157.9 (g, C-7), 183,2 (q,
C-14); HR-MS: CgzeHs6F4NsO15 [M-H] berechnet: 874.3709, gefunden: 874.3704,
C37Hs59F4N6012S [M+H]" berechnet: 887.3848, gefunden: 8873843.

Fluorescein-Derivat 39

N,N-Di-iso-propylethylamin (10.00 pL, 1% in Methanol) wurde zu einer Lésung
von Azidofluorescein 38 (4.2 mg, 26.8 umol, 1.0 Aq) und 2-Acetylamino-pent-4-
ylsaure 18 (10.0mg, 26.8umol, 1.0Aq) in Methanol (1.0mL) unter
Argonatmosphéare gegeben. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung dreimal mittels
freeze-pump-thraw-Verfahren entgast und Kupfer(l)iodid (0.5 mg, 2.7 mmol, 0.1 Aq)
zugegeben. Die Mischung wurde drei Tage bei Raumtemperatur gerthrt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
an Kieselgel (Eluent: Dichlormethan/Methanol 93/7 — 85/15 — 75/25 — 60/40)
gereinigt. Fluorescein-Derivat 39 wurde als hochviskoses, rotes Ol in einer Ausbeute
von 72% (10.2 mg, 19.3 umol) erhalten.

DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9.5/1) = 0.45; *H-NMR (400 MHz, D,O, HDO =
4.79 ppm): $=2.00 (s, 3 H, 2”°-H), 3.10-3.48 (m, 2 H, 9°-H), 4.58-4.60 (m, 1 H,
10°-H), 6.62-6.79 (m, 4 H, 2-H, 7-H, 1-H, 8-H), 7.21-7.34 (m, 2 H, 4-H, 5-H), 7.48-
7.59 (m, 1 H, 3"-H), 7.94-8.06 (m, 1 H, 5"-H), 8.16-8.28 (m, 1 H, 6"-H), 8.44 (s, 1 H,
7°-H) ppm; das Produkt konnte massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden.
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PMP-Derivat 43a
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Zur Durchfuhrung der Kupfer-katalysierten 1,3-dipolaren Zykloaddition wurde
zunachst c[RGDfK(N3)] 13 (3.0mg, 4.8 umol) in Wasser (20.0 mL) unter
Argonatmosphéare geldst. Anschlie3end wurde Di-iso-propylethylamin (10.0 pL, 1% in
Wasser) zugegeben und die Reaktionslosung dreimal mittels freeze-pump-thraw
Verfahren entgast. Kupfer(l)iodide (0.1 mg, 0.5 pmol, 0.1 Ag) und das modifizierte
PMP-Derivat 28a wurden zugegeben und die Reaktionsmischung fir drei Tage bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die PMP-Folien 43a aus der
Ldsung entfernt, mit Wasser, iso-Propanol und Methanol gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

Die Kupplung zwischen c[RGDfK(N3)] 13 und PMP-Derivat 28b wurde in gleicher
Weise durchgefiihrt. Die Ligation von Azidofluorescein 38 an beide PMP-Derivate
wurde ebenfalls mit dem oben beschriebenen Verfahren durchgefihrt. Zur
photometrischen Untersuchung (Kapitel 3) wurde die Reaktion zum Fluorescein-
gebundenem PMP drei Mal durchgefiihrt, wobei identische Absorptionsspektren

erhalten wurden.
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1-(4-Carboxybuty)-4-(trifluoromethyl)-1H-1,2,3-triazole-5-Carbonsaure 66a und
1-(4-Carboxybutyl)-5-(trifluoromethyl)-1H-1,2 . 3-triazole-4- Carbonsaure 66b
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Als Modelreaktion fur die Kupfer-freie 1,3-dipolare Zykloaddition wurden
Oxanorbornadien 59 (40.0 mg, 194.2 umol, 1.0 Ag) und 5-Azidopentansiure 65
(27.8 mg, 194.2 pmol, 1.0 Ag) in Methanol (3.0 mL) gelést und zwolf Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die zwei
Diastereomere wurden mittels praparativer HPLC (C18-Pp) (H2.O 95:5 {5 min},
95:5-9:10 {5 min}, 90:10—70:30 {20 min}, 70:30—50:50 {20 min}, 50:50—0:100
{10 min}, 4 mL/min — 5 mL/min) getrennt. Isomer 66a wurde bei einer Retentionszeit
von tg = 42-44 min in 22% Ausbeute (12.1 mg, 43.05 pmol) und Isomer 66b nach
tr = 55-56 min in 32% Ausbeute (12.1 mg, 43.1 umol) erhalten. Beide Diastereomere
waren farblose Ole.

HR-MS: CgHgF3N304 [M-H] berechnet: 280.0545, gefunden: 280.0541;

66a: *H-NMR (500 MHz, Methanol-ds, Methanol-d; = 3.31 ppm): & = 1.69 (quint,
Jun = 7.5 Hz, 2 H, 3"-H), 2.03 (quint, Jun = 7.5 Hz, 2 H, 2°-H), 2.40 (t, Jun = 7.5 Hz,
2 H, 4’-H), 4.83 (t, Jun = 7.5 Hz, 2 H, 1"-H) ppm; **C-NMR (125 MHz, Methanol-ds,
Methanol-d; = 49.0 ppm): & = 22.8 (s, C-3"), 30.6 (s, C-27), 34.0 (s, C-4"), 51.8 (s,
C-17), 121.6 (q, quart, Jcr = 268.0 Hz, C-4), 129.9 (q, C-2), 140.0 (g, quart, Jcr =
39.8 Hz, C-3), 159.3 (q, C-1), 176.9 (g, C-5") ppm;

66b: 'H-NMR (400 MHz, Methanol-ds, Methanol-d; = 3.3 ppm): & = 1.70 (quint,
Jun = 7.5 Hz, 2 H, 3"-H), 2.03 (quint, Jun = 7.5 Hz, 2 H, 2°-H), 2.41 (t, Jun = 7.5 Hz,
2 H, 4’-H), 4.70 (t, Jun = 7.5 Hz, 2 H, 1"-H) ppm; **C-NMR (100 MHz, Methanol-ds,
Methanol-ds = 49.0 ppm): & = 22.7 (s, C-37), 30.5 (s, C-2), 33.9 (s, C-4"), 52.6 (s,
quart, Jcr= 2.7 Hz, C-1"), 120.9 (q, quart, Jcr = 269.7 Hz, C-4), 129.5 (q, quart, Jc
= 42.3 Hz, C-3), 140.9 (g, C-2), 161.7 (q, C-1), 176.8 (g, C-5") ppm.
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PMP-Derivat 62
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Oxanorbornadien 61  (16.6 mg, 65.7 umol, 1.0 Ag), N-Hydroxysuccinimid
(15.1 mg, 131.4 pmol, 2.0 Ag), Dicyclocarbodiimid (27.1 mg, 131.4 umol, 2.0 Aqg),
und Di-iso-propylethylamin  (55.8 yL, 328.4 umol, 5.0 Aq) wurden unter
Argonatmosphéare in Dimethylformamid (15.0 mL) gelost. Die PMP-Folien 27a
wurden zur Reaktionsmischung gegeben und diese wurde fir zwolf Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlielBend wurden die Folien mit Wasser, iso-Propanol

und Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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PMP-Derivat 63
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Zur Durchfuhrung der Kupfer-freien 1,3-dipolaren Zykloaddition/retro-DIELS-
ALDER Reaktion wurde zunéchst c[RGDfK(N3)] 13 (1.5 mg, 2.4 umol) in Wasser
(10.0 mL) gel6st und die Reaktionslésung wurde fur drei Tage bei Raumtempertur
inkubiert. Die PMP-Folien wurden aus der Losung entfernt, mit Wasser, iso-Propanol
und Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Die Ligation von Azidofluorescein 38 an PMP-Derivat 62 wurde ebenfalls mit
dem oben Dbeschriebenen Verfahren durchgefihrt. Zur photometrischen
Untersuchung (Kapitel 3) wurde die Reaktion zum Fluorescein-gebundenem PMP

drei Mal durchgefiuihrt, wobei identische Absorptionsspektren erhalten wurden.
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PEPA-Derivat 64
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Das Oxanorbornadien 61 (14.6 mg, 52.5 umol, 1.0 Aq) wurde zu einer Losung
von PFPA-PEG;>-NH;23a (40.0 mg, 52.5umol, 1.0Aq) in Dimethylformamid
(2.0 mL) gegeben. AnschlieRend wurden N-Hydroxysuccinimid (12.1 mg, 105.1 umol,
2.0 Ag), Dicyclocarbodiimid (21.7 mg, 105.1 pmol, 2.0Aq) und N,N-Di-iso-
propylethylamin (43.4 uL, 262.7 umol, 5.0 Aq) zugegeben und die Reaktionslésung
fur zwolf Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionslosung wurde filtriert,
der Feststoff verworfen und das Losungsmittel des Filtrats im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Sepadex™-Kieselgel (Eluent:
Methanol) gereinigt. PFPA-Derivat 64 wurde in Form farbloser Kristalle in einer
Ausbeute von 60 % (32.1 mg, 31.3 umol) erhalten.

Smp.= Zersetzung >140 C; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9.5/1) = 0.5;
'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHClz= 7.26 ppm): 8= 2.48 (t, 2 H, Jun = 6.0 Hz, 15-H),
3.39-3.69 (m, 50 H, 8-H bis 13-H und 16-H), 6.78 (™, 2 H, NH), 7.19 (s, 1 H, NH),
7.85-7.80 (m, 4 H, 19-H bis 22-H) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl;=
77.2 ppm): 6=35.1 (s, C-16), 36.0 (s, C-15), 39.3, 40.3 (s, C-8, C-13), 69.8-70.9 (s,
C-9 bis C-12), 101.8 (g, C-4), 116.8 (q, quart, Jcr = 37.2 Hz, C-23), 118.6 (q, quart,
Jcr = 19.6 Hz, C-18), 120.7 (g, C-1), 120.8 (g, quart, Jcr = 122.4 Hz, C-24), 126.0,
134.2 (t, C-19, C-22), 140.2, 142.5, 144.5, 145.2 (q, C-2, C-3, C-5, C-6), 144.8 (t,
quart, Jor = 6.6 Hz, C-21) 146.9 (t, C-20), 157.3, 160.5 (q, C-7, C-17), 172.0 (q,
C-14) ppm; HR-MS:CsHsoF7NgO15 [M+H]" berechnet: 1021.4005, gefunden:
1021.3970, C4,Hs9F7NgNaO15 [M+Na]* berechnet: 1043.3824, gefunden: 1043.3837.
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Silanisierte Metalloberflachen 84
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Die Formiergasplasma-behandelten Metallplatten wurde ohne weitere Reinigung
unter Argonatmosphare in eine Losung aus 3-Aminopropyltriethoxysilan 83 (2.0 mL)
in absolutem Toluol (50.0 mL) gegeben und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurde zwo6lf Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Dabei wurde
auf Ruhren verzichtet, da dies ein gegenseitiges Beschadigen der Metallplatten zur
Folge haben wirde. AnschlielBend wurden die Metallplatten aus der Reaktionslésung

entnommen und mit Toluol gespdlt.

Oxanorbornadien funktionalisierte Metalloberflachen 85
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Unter Argonatmosphare wurde Oxanorbornadien 61 (7.0 mg, 25.3 umol, 1.0 Aq)
in absolutem Dimethylformamid (10.0 mL) gelést. Dazu wurden Dicyclocarbodiimid
(7.8 mg, 37.9 umol, 1.5 Ag), N-Hydroxysuccinimid (4.4 mg, 37.9 umol, 1.5 Aq) und
Di-iso-propylethylamin (31.7 mg, 41.7 L, 252.6 umol, 10.0 Aq) gegeben und die
Metallplatten wurden dazu gegeben. Es wurde sieben Tage bei Raumtemperatur
inkubiert, wobei nicht gerihrt, sondern nur gelegentlich geschwenkt wurde. Die
Platten wurden entnommen, mit Dimethylformamid und Methanol grindlich gespult

und im Vakuum getrocknet.
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RGD funktionalisierte Metalloberflachen 86
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c[RGDfK(N3)] 13 (3.0 mg, 5.0 umol) wurde in Wasser (20.0 mL) gel6st und die
beschichteten Metallplatten 85 wurden dazu gegeben. Das Gemisch wurde flr
sieben Tage bei Raumtemperatur stehen gelassen und gelegentlich geschwenkt. Auf
Ruhren wurde verzichtet, da sich die Metallplatten dadurch gegenseitig
beschadigten. Die Platten wurden der Reaktionlésung entnommen, mit Wasser

sowie Methanol griindlich gespult und im Vakuum getrocknet.

Gelatine-Methacrylat (Derivatisierungsgrad 100%) 89

NH2 NH2 + O \/f
UV ST A NH, HN" O
O O |

87 88 89

Gelatine 87 (3.0 g, 1.0 mmol NH,, 1.0 Aq) wurden bei 50 T in Phosphatpuffer
(80.0 mL, 0.1 m, pH=7.5) gelést und mit Methacrylanhydrid (1.3 mL, 5.0 mmol,
5.0Aq) versetzt. Es wurde eine Stunde bei gleicher Temperatur geriihrt.
Anschlieend wurde die Reaktionslésung ohne weitere Aufarbeitung funf Tage
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gegen Wasser dialysiert. Es wurden 1.7 g methacrylierte Gelatine 89 erhalten. Der

Derivatisierungsgrad wurde mittels TNBS-Assay bestimmt.

Hyaluronsaure-Methacrylat (Derivatisierungsgrad 50%) 99
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Hyaluronsaure-tert.-butylammoniumsalz 97 (500.0 mg, 806.0 umol Zuckerdimere
bei vollstandiger Umsalzung, 1.0 Aq) wurden bei 60 T unter Argonatmosphare in
absolutem Dimethylsulfoxid gelést. AnschlieRend wurde Dimethymaminopyridin
(0.1 g, 1.6 mmol, 2.0 Ag) und Glycidylmethacrylat (22.8 mg, 1.6 mmol, 2.0 Aq)
zugegeben und sechs Tage bei 55 C gerihrt. Die Rea ktionsldsung wurde aus
Methanol geféllt, das ausgefallene Polymer in Wasser aufgenommen und drei Tage
gegen 150 mm wassrige Natriumchlorid-Losung sowie drei Tage gegen Wasser
dialysiert. Nach Lyophilisation wurden 307.7 mg (636.40 umol bei gleicher Menge
beider Produkte, 79%) der methacrylierten Produkte 99 erhalten.

'H-NMR (400 MHz, D,0, HDO = 4.79 ppm): 1.98 (s, CHsAcetyl), 3.45-4.35 (m,
CH und OH des Zuckers), 4.50-4.60 (m, CH3"™"), 4.85-5.20 (m, QHAldehvd-Hydraty paym
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3-Phenylpropylmethacrylat 101
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Zu einer Losung von 3-Phenylpropanol 100 (300.0 mg, 2.2 mmol, 1.0 Ag) in

absolutem Dimethylsulfoxid (30.0 mL) wurde Dimethylaminopyridin (274.0 mg,
2.3 mmol, 1.0 Ag) gegeben. AnschlieBend wurde Glycidylmethacrylat 98 (585.0 pL,
4.4 mmol, 2.0 Ag) zugegeben und die Losung uber Nacht bei 50 T gerihrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Salzsaure (1.0 mL, 1 M) beendet, mit Wasser
(20.0 mL) versetzt und dreimal mit Essigsaureethylester (je 150 mL) extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit gesattigter, wassriger Kochsalz-Losung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel des
Filtrats wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch
(Petrolether/Essigsaureethylester 15/1 — 5/1) gereinigt. Es wurden 284.0 mg
(2.4 mmol, 63%) des Produkts 101 als klare Flussigkeit erhalten.

DC: R¢ (Petrolether/Essigsaureethylester 1/1) = 0.25; *H-NMR (400 MHz, CDCls,
CHCI3 = 7.26 ppm): 6= 1.08 (s, 3 H, 12-H), 1.98-2.06 (m, 2 H, 8-H), 2.75 (t, 2 H, Ju
= 8.0, 7-H), 4.19 (t, 2 H, Jyn = 6.5 Hz, 9-H), 5.59 (m, 1 H, 1"-H%), 6.13 (m, 1 H, 1"-HP),
7.19-7.34 (m, 5H, 1-H bis 5-H) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.2 ppm):
0= 18.6 (p, C-12), 30.4 (p, C-8), 32.4 (p, C-7), 64.1 (s, C-9), 125.5 (s, C-1"), 126.2 (t,
C-3), 128.6 (t, C-1, C-5), 128.6 (t, C-2, C-4), 136.6 (q, C-11), 141.4 (C-6), 167.4 (q,
C-10) ppm; HR-MS: Ci3H16NaO, berechnet: 227.1048, gefunden: 227.1049.

Hyaluronsaure-Aldehyd (Derivatisierungsgrad 100%) 102
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Das Natriumsalz der Hyaluronsaure 4 (300.0 mg, 748.0 umol, 1.0 Aq) wurde in
Wasser (50.0 mL) gelost. AnschlieRend wurde Natriumperiodat (1.9 g, 9.0 mmol,
12.0 Aq) unter Lichtausschluss zu der Polymer-Losung gegeben Uber Nacht bei

Raumtemperatur gerthrt. Das Polymer wurde aus Ethanol gefallt, abfiltriert und der
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Ruckstand in Wasser aufgenommen. Es wurde fiinf Tage gegen Wasser dialysiert
und das Polymer wurde lyophilisiert. Es wurden 283 mg (709.1 pmol, 95%)
derivatisiertes Polymer 102 erhalten.

Die gleiche Vorschrift wurde auch zur Herstellung von Hyaluronsaurederivaten
mit geringeren Derivatisierungsgraden verwendet. Die entsprechenden Aquivalente
Natriumperiodat sind in Kapitel 5.3.1 angegeben. Bei der Verwendung von weniger
als zwei Aquivalenten ist das Polymer nach Fallung aus Ethanol bei
7200 Umdrehungen finf Minuten zu zentrifugieren. Der Derivatisierungsgrad wurde
mittels Purpald-Assay bestimmit.

'H-NMR (400 MHz, D,O, HDO = 4.79 ppm): 1.98 (s, CH3"**¥"), 3.45-4.35 (m, CH
und OH des Zuckers), 4.50-4.60 (m, CH°"™®" 4.85-5.20 (m, QHAdehvd-Hydraty 5,

Hyaluronsaure-tert.-butylammoniumsalz 97

OH oy

Zur Umsalzung des Hyaluronsaure Natriumsalzes 4 in das entsprechende tert.-
Butylammoniumsalz wurde zunachst das Amberlit-Harz IR 120 (10.0 mL, H*-Form)
mit Methanol, Wasser und erneut Methanol bis zur Farblosigkeit der L6sung gespuilt.
Anschliel3end wurde der lonentauscher mit 100 mL 1 M NaOH in das Natriumsalz
Uberfahrt, um zu verhindern, dass nicht entfernte Protonen die Hyaluronsaure im
Laufe der Synthese glykosidisch spalten. Nachdem das Harz erneut mit Wasser
neutral gewaschen wurde, wurde eine tert.-Butylammoniumbromid-L&sung
(300.0 mL, 0.25m) zugeben und drei Tage bei Raumtemperatur gerthrt. Der
lonentauscher wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Das Hyaluronsaure-Natriumsalz (300 mg) wurde in Wasser (300 mL) geldst und
der lonentauscher zugegeben. Nach Ruhren tber Nacht bei Raumtemperatur wurde
dieser erneut abfiltriert und das Filtrat lyophilisiert. Es wurden 676.0 mg (82%) des

Hyaluronsaure-tert.-butylammoniumsalzes 97 erhalten.
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Hyaluronsaure-Hydrazid (Derivatisierungsgrad 30%) 103
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Hyaluronsaure-tert.-butylammoniumsalz 97 (200.0 mg, 322.4 umol Zuckerdimere
bei vollstandiger Umsalzung, 1.0 Ag) wurde bei 60 °C unter Argonatmosphare in
absolutem Dimethylsulfoxid gelost. Anschlieend wurde 1-(3-Dimethylaminopropyl)-
3-ethylcarbodiimidhydrochlorid (123.6 mg, 644.8 pymol, 2.0 Aqg),
1-Hydroxybenzotriazol (74.1 mg, 483.6 umol, 1.5 Aq) und Di-iso-propylethylamin
(53.3 L, 322.4 umol, 1.0 Ag) zugegeben. Nach Rihren fiir eine Stunde bei 50 T
wurde Hydrazin (156.4 L, 3.2 pmol, 10.0 Ag) zugegeben und die Reaktionslésung
drei Tage bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde durch Fallung in Ethanol
beendet. Das Polymer wurde bei 7200 Umdrehungen funf Minuten zentrifugiert und
der Uberstand abdekantiert. Das so erhaltene Pellet wurde erneut in Wasser gelost
und drei Tage gegen 150 mu ag. Natriumchlorid-Losung sowie drei Tage gegen
Wasser dialysiert. Es wurden 138.20 mg (351.53 umol, quant.) Hyaluronsaure-
Hydrazid 103 erhalten.

Die Analyse des Belegungsgrades der Hydrazid-modifierten Hyaluronséure

erfolgte mittels 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure (TNBS)-Assay.

Hydrazon-Hydrogele 104
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Allgemeine  Vorschrift ~— zur  Herstellung  von Hydrazon-Hydrogelen:
Hyaluronsaure-Aldehyd 102 (4.0 mg, 10.0 umol Zuckerdimere bei vollstandiger
Oxidation) sowie Hyaluronsaure-Hydrazid 103 (4.0 mg, 10.2 pmol Zuckerdimere bei
vollstdndiger Umsetzung mit Ethylendiamin) in Wasser, isotonischer Kochsalz-
Losung oder DMEM-Kulturmedium (jeweils 200 pL) bei 50 T fur etwa 30 Minuten
geldst. AnschlieRend wurden die beiden Komponenten zusammengegen und und
vorsichtig miteinander verrihrt, bis der Gelationsprozess einsetzte. Je nach
Umgebungstemperatur und Derivatisierungsgrad von Hyaluronséure-Aldehyd 102
bzw. Hyaluronsaure-Hydrazid 103 konnte nach zehn bis 30 Minuten ein vollstandig
vernetztes Hydrogel 104 erhalten werden.

Zur Herstellung von Hyaluronsaure-Alginat Hydrogelblends wurde, wie oben
beschrieben, entweder der Aldehyd oder das Hydrazid durch die jeweilige

Alginatkomponente ersetzt und umgesetzt.

Lucifer-Gelb funktionalisierte Hyaluronsaure (nicht reduziert) 110
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Zu einer L6sung von Hyaluronséaure-Aldehyd 102 mit einem Oxidationsgrad von
100% (10 mg, 50.1 pumol) in Wasser (670.0 uL) wurde Lucifer Gelb 109 (3.44 mg,
7.5 umol, 0.15 Ag im Verhéltnis zu den Aldehydgruppen des Polymers) gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde finf Stunden bei 50 T gerd hrt und anschlielBend fir
sechs Tage gegen Wasser dialysiert. Fur die in Kapitel 5.3.4 beschriebenen
Ausblutungsexperimente wurden regelmalf3ig Proben des Dialysewasser entnommen
und UV-metrisch analysiert. Das Polymer wurde anschlielRend gefriergetrocknet. Es
wurden 9.0 mg von Polymer 110 als gelber, watteartiger Feststoff erhalten.
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Lucifer-Gelb funktionalisierte Hyaluronséaure (reduziert) 111
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Zu Phosphatpuffer (0.1 m, pH = 6.5, 670.0 pL) wurden

Hyaluronsaure-Aldehyd 102 mit einem Oxidationsgrad von 100% (10 mg, 50.1 pumol)
und Lucifer Gelb 109 (3.44mg, 7.5umol, 0.85Aq im Verhdltnis zu den
Aldehydgruppen des Polymers) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde finf
Stunden bei 50 T gerthrt und anschlieBend mit Natr iumcyanoborhydrid (472.3 ug,
7.5 ymol, 0.85 Aqg im Verhaltnis zu den Aldehydgruppen des Polymers) versetzt.
Nach zwolf Stunden Rihren bei 4 C, wurde die Reaktionsmischung flir sechs Tage
gegen Wasser dialysiert. Fur die in Kapitel 5.3.4 beschriebenen
Ausblutungsexperimente wurden regelméafig Proben des Dialysewasser entnommen
und UV-metrisch analysiert. Das gereinigte Polymer wurde anschlieRend
gefriergetrocknet. Es wurden 9.5mg von Polymer 111 als gelber, watteartiger

Feststoff erhalten.

Hyaluronsaureethylester 121
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Hyaluronsaure-tert.-butylammoniumsalz 97 (30.0 mg, 48.4 umol Zuckerdimere
bei vollstandiger Umsalzung, 1.0 Aq) wurden bei 60 T unter Argonatmosphare in

einer Mischung von absolutem Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid
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(5.0 mL:1.0 mL) gel6st. AnschlieBend wurde Ethyleniodid (30.2 mg, 15.5 L,
193.4 umol, 4.0 Aq) zugegeben. Die Reaktionslésung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt und anschief3end mit Natriumchlorid-Lésung (21.6 mg in
0.1 mL Wasser) versetzt. Durch Zugabe von Aceton wurde das Polymer geféllt und
durch Zentrifugation bei 7200 Umdrehungen fir funf Minuten sedimentiert. Der
Uberstand wurde abdekantiert und verworfen. Der Rickstand wurde in wenig
Wasser gelost und erneut zweimal mit Aceton und zweimal mit Dichlormethan gefallt.
Nach Lyophilisation wurden 30.3 mg (74.4 umol) des Produkts 121 als watteartiger
Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, D,O, HDO = 4.79 ppm): 3= 1.26 (s, 3 H, CH3CH,), 1.96 (s, 3
H, CH3), 2.90-4.60 (m, 17 H, Polymer und CH,-CH5).

tert.-Butyl(2-((1S,4R)-3-(trifluormethyl)-7-oxabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-dien-2-

carboxamido)ethyl)carbamat 118
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Oxanorbornadien 59 (100 mg, 480.7 umol, 1.0 Aq) sowie N-Boc-Ethylendiamin
Hydrochlorid (76.9 mg, 75.8 uL, 480.7 pmol, 1.0 Ag) wurden bei 0 T unter
Argonatmosphare in Dichlormethan (2.0 mL) geldst. 4-Dimethylaminopyridin
(117.5 mgq, 961.5 pmol, 2.0 Ag) und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimidehydrochlorid (101.1 mg, 528.8 umol, 1.1 Ag) wurden hinzugefiigt
und die Reaktionsmischung wurde (ber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlieend wurde mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde per
Saulenchromatographie (Petrolether/Essisséureethylester 1/1) gereinigt. Es wurde
Oxanorbornadien 118 als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 61% (102.3 mg,
293.9 umol) erhalten.

Smp. = 145 C; DC: R¢ (Petrolether/Essigsaureethylester 1/1) = 0.52; *H-NMR
(400 MHz, CDCl3, CHCIl3 = 7.26 ppm): 8=1.46 (s, 9 H, Boc), 3.34 (m, 2 H, 10-H),
3.48 (m, 1 H, 9-H), 4.86 (s”, 1 H, NH), 5.64 (m, 1 H, 6-H), 5.66 (m, 1 H, 3-H), 6.66
(s, 1 H, NH), 7.17 (dd, Jyn=5.2 Hz, Jun= 1.8 Hz, 1 H, 5-H), 7.37 (dd, Jun= 5.2 Hz,
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Jin = 1.8 Hz, 4-H) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCls = 77.2 ppm): & = 28.4 (p,
Boc), 40.0 (s, C-10), 41.3 (s, C-9), 80.2 (g, Boc), 83.7 (t, quart., *Jcr = 2.3 Hz, C-3),
86.1 (t, C-6), 122.4 (q, quart., Jcr = 268.4 Hz, C-1), 142.2 (t, C-5), 143.8 (t, C-4),
143.9 (q, quart., Jcr = 36.3 Hz, C-2), 154.2 (q, quart., Jcr = 5.0 Hz, C-7), 157.0 (q,
Boc), 162.7 (q, C-8) ppm; HR-MS:CisH19F3sN2NaO4 [M+Na]® berechnet: 371.1208,
gefunden: 371.1195.

(1S,4R)-N-(2-aminoethyl)-3-(trifluormethyl)-7-oxabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-dien-2-

carboxamide 116
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Oxanorbornadien 118 (6.0 mg, 17.2 mmol, 1.0 Aq) wurde in Dichlormethan
(1.0 mL) gelost und ein Uberschuss an Trifluoressigsaure (60.0 uL) wurden
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fur eine Stunde bei Raumtemperatur
geruhrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die restliche Trifluoressigsaure
wurde durch Codestillation mit Toluol azeotrop entfernt. Dieser Vorgang wurde vier
Mal wiederholt, bis Produkt 116 als farbloser Feststoff (4.2 mg, 16.9 umol, quant.)
erhalten wurde.

Smp. = 155C; 'H-NMR (400 MHz, Methanol-ds;, Methanol-ds = 3.31 ppm):
0=2.73 (dt, Jyy = 6.32 Hz, Jyy = 2.7 Hz, 2 H, 9-H) 3.44-3.68 (m, 2 H, 10-H), 5.63
(m, 1 H, 6-H), 5.70 (m, 1 H, 3-H), 7.25 (dd, Jun = 5.3, 1.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.33 (dd,
Jun= 5.3, 1.9Hz, 4-H) ppm; ¥*C-NMR (100 MHz, Methanol-d, Methanol-d, =
49.0 ppm): 6= 38.2 (s, C-9), 40.5 (s, C-10), 84.6 (t, quart., Jc = 2.3 Hz, C-3), 87.1 (t,
C-6), 123.8 (g, quart., Jor = 267.7 Hz, C-1), 143.7 (t, C-5), 144.6 (t, C-4), 145.9 (q,
quart., Jcr= 36.9 Hz, C-2), 155.8 (g, quart., Jcr = 5.05 Hz, C-7), 166.0 (g, C-8) ppm;
HR-MS:C1oH1,F3N,0, [M+H]" berechnet: 249.0850, gefunden: 249.0851.
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Chloromethyl 3-((1S,4R)-3-(trifluoromethyl)-7-oxabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-dien-2-

carboxamido)propanoat 124
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Oxanorbornadien 61 (170.0 mg, 613.6 umol, 1.0 Aq) wurde zusammen mit
Natriumhydrogencarbonat (206.0 mg, 2.5 mmol, 4.0 Aq) und n-Butylammonium
hydrogensulfat (20.8 mg, 61.4 ymol, 0.1 Aq) in einer Mischung aus Dichlormethan
und Wasser (5 mL/5 mL) gel6st. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 C gekuhlt und
eine Losung von Chlormethylchlorsulfat (121.5 mg, 75.9 pL, 736.3 mmol, 1.2 Ag) in
Dichlormethan (0.5 mL) zugetropft. Es wurde weitere finf Minuten bei dieser
Temperatur und anschlieBend 20 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol
99/1) gereinigt. Es wurden 177.7 mg (546.7 umol, 89%) von Produkt 124 als
farbloser, kristalliner Feststoff erhalten.

Smp. =86 T; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 99/1) = 0.29; *H-NMR (200 MHz,
CDCl3, CHCI3 = 7.26 ppm): 6=2.68 (t, 2 H, Jyn = 5.8 Hz, 10-H), 3.56-3.77 (m, 2 H,
9-H), 5.63 (M, 1 H, 6-H), 5.65 (m, 1 H, 3-H), 5.71 (s, 1 H, 12-H), 6.40 (s™, 1 H, NH),
7.15 (dd, Jyn = 5.3, 1.9 Hz, 5-H), 7.33 (dd, Jun = 5.3, 1.9 Hz, 4-H) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.2 ppm): 6=32.7 (s, C-10), 33.8 (s, C-9), 67.8 (s,
C-12), 82.8 (t, C-3), 85.2 (t, C-6), 121.3 (q, quart, Jc = 278.0 Hz, C-1), 141.1 (t, C-5),
142.8 (t, C-4), 143.1 (g, quart, Jcr = 36.3 Hz, C-2), 153.0 (q, quart, Jcr= 5.2 Hz,
C-7), 161.4 (g, C-8), 169.6 (g, C-11) ppm; HR-MS:Ci1,H:;CIFsNNaO, [M+Na]
berechnet: 348.0226, gefunden: 348.0215.
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lodomethyl 3-((1S,4R)-3-(trifluormethyl)-7-oxabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-dien-2-
carboxamido)propanoate 122
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Zu einer Lésung von Chlorid 124 (177.7 mg, 546.7 umol, 1.0 Aq) in Acetonitril
(5.0 mL) wurde unter Argonatmosphare Natriumiodid (81.9 mg, 546.7 umol, 1.0 Aq)
gegeben und fur 20 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Das entstandene
Natriumchlorid wurde abfiltriert und mit Acetonitril gewaschen. Das Filtrat wurde
eingeengt und saulenchromatographisch (Petrolether/Essigsaureethylester 2/1)
gereinigt. Es wurden 173.5 mg (416.1 mmol, 76%) von Produkt 122 in Form eines
frablosen Feststoffs erhalten.

Smp. = 91 C; DC: R; (Petrolether/Essigsaureethylester 2/1) = 0.25; *H-NMR
(200 MHz, CDCl3, CHCI3 = 7.26 ppm): 6=2.62 (t, 2 H, Jyn = 5.9 Hz, 10-H), 3.44-
3.79 (m, 2 H, 9-H), 5.59-5.69 (m, 2 H, 3-H, 6-H), 5.91 (s, 1 H, 12-H), 6.38 (s™, 1 H,
NH), 7.15 (dd, Jy 4 = 5.3 Hz, 1.9 Hz, 5-H), 7.33 (dd, Jyn = 5.3 Hz, 1.9 Hz, 4-H) ppm;
13C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.2 ppm): 8=29.9 (s, C-12), 33.8 (s, C-10),
34.8 (s, C-9), 83.8 (t, quart., Jcr = 2.2 Hz, C-3), 86.2 (t, C-6), 122.4 (q, quart, Jcr =
266.8 Hz, C-1), 142.1 (t, C-5), 143.8 (t, C-4), 144.1 (q, quart, Jcr = 36.4 Hz, C-2),
154.1 (g, quart, Jcr = 4.7Hz, C-7), 162.4 (g, C-8), 170.6 (g, C-11) ppm;
HR-MS:C1,H1:F3INNaO, [M+Na]" berechnet: 439.9583, gefunden: 439.9578.

Acetoxymethyl 3-((1S,4R)-3-(trifluormethyl)-7-oxabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-dien-2-

carboxamido)propanoat 123b
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Essigsaure (2.2 mg, 2.0 pL, 36.0 umol, 1.0 Ag) wurde in Dichlormethan (3.0 mL)
gelést und Di-iso-propylethylamin (9.3 mg, 11.9 yL, 71.9 umol, 2.0 Aq) wurde
zugefigt. Nach RuUhren bei Raumtemperatur fur funf Minuten wurde lodid 122
(15.0 mg, 36.0 umol, 1.0 Aq) ebenfalls zugegeben und fiir weitere 22 Stunden bei

gleicher Temperatur geruhrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
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Rohprodukt saulenchromatographisch (Petrolether/Essigsaureethylester 3/1 — 2/1)
gereinigt. Produkt 123b wurde als klares Ol in einer Ausbeute von 72% (9.0 mg,
25.8 uymol) erhalten.

DC: R; (Petrolether/Essigsaureethylester 2/1) = 0.12; *H-NMR (400 MHz, CDCls,
CHCl3 = 7.26 ppm): 6=2.11 (s, 3 H, 14-H), 2.64 (t, 2 H, Jyn = 6.1 Hz, 10-H), 3.54-
3.75 (m, 2 H, 9-H), 5.60-5.63 (m, 1 H, 6-H), 5.63-5.66 (m, 1 H, 3-H), 5.75 (s, 2 H,
12-H), 6.44 (s™, 1 H, NH), 7.14 (dd, Jun = 5.3 Hz, 1.9 Hz, 5-H), 7.33 (dd, Jun =
5.3 Hz, 1.9 Hz, 4-H) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl; = 77.2 ppm): = 20.8
(s, C-14), 33.7 (s, C-10), 34.8 (s, C-9), 79.5 (s, C-12), 83.8 (t, quart., Jcr = 2.3 Hz,
C-3), 86.2 (t, C-8), 122.5 (q, quart, Jcr = 266.6 Hz, C-1), 142.0 (t, C-5), 143.82 {(t,
Jcr=0.6 Hz, C-4), 143.9 (q, quart, Jcr= 36.3 Hz, C-2), 154.1 (q, quart, Jc = 4.9 Hz,
C-7), 162.4 (q, quart, Jcg=1.3Hz, C-8), 169.9, 171.3 (g, C-11, C-13) ppm;
HR-MS:C14H14F3NNaOg [M+Na]* berechnet: 372.0671, gefunden: 372.0665.

tert.-Butyl((1,3-dioxo-1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-4,7-epoxy-iso-benzofuran-4-

ymethyl)carbamat 132
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Zu einer Losung von Maleinsaureanhydrid (535.3 mg, 546.2 mmol, 1.0 Aq) in
Essigsaureethylacetat (30.0 mL) wurde N-Boc-Furfuylamin 131 (1.0 g, 507.3 mmol,
0.9 Aq) gegeben und fur vier Stunden auf 70 T erwa rmt. AnschlieRend wurde das
Ldosungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand durch Saulenchromatographie
(Petrolether/Essigsaureethyester 15/1) gereinigt. Das exo-Produkt 132 wurde in einer
Ausbeute von 52% (782.6 mg, 265.2 mmol) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. = 109 C; DC: R; (Petrolether/Essigsaureethylester 10/1) = 0.38; *H-NMR
(400 MHz, CDCl3, CHCI3 = 7.26 ppm): 6 =1.45 (s, 9 H, Boc), 3.21 (d, Jyn = 6.8 Hz,
1H, 2-H oder 7-H), 3.32 (d, J4yu=6.8 Hz, 1 H, 2-H oder 7-H), 3.79 (dd, Jyn=
15.2 Hz, 5.8 Hz, 1 H, 1"-H?), 3.88 (dd, Jun = 15.2 Hz, Jy = 7.2 Hz, 1 H, 1"-H"), 5.06
(s™, 1 H, NH), 5.39 (s, 1 H, 6-H), 6.43-6.63 (m, 2 H, 4-H und 5-H) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCl3, CDClI3 = 77.2 ppm): 6 =28.5 (p, Boc), 39.7 (s, C-1"), 49.8 (t, C-2
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oder C-7), 51.8 (t, C-2 oder C-7), 80.2 (q, Boc), 82.1 (t, C-6), 110.5 (t, C-3), 137.7 {(t,
C-4 oder C-5), 139.1 (t, C-4 oder C-5), 155.8 (g, Boc), 169.0 (q, C-1 und C-8) ppm,;

Das Produkt konnte massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden.

(2-Methyl-1,3-diox0-2,3,3a,4,7,7a-hexahydro-1H-4,7-epoxy-iso-indol-4-yl)
6145

methylacetat 14
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Zu einer Losung von N-Methylmaleimid 145 (158.6 mg, 1.4 mmol, 1.0 Aq) in
Tetrachlorethan (30.0 mL) wurde Furfurylacetat 144 (200.0 mg, 180.1 pL, 1.4 mmol,
1.0 Aq) gegeben und fir drei Tage auf 65 C erwarmt. AnschlieRend wurde das

146

Ldosungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand durch Saulenchromatographie
(Petrolether/Essigsaureethyester 2/1) gereinigt. Die Produkte exo-146 und endo-146
wurden in einer Ausbeute von 50% (178.9 mg, 712.1 pmol) beziehungsweise 8%
(27.6 mg, 109.9 umol) als farblose Feststoffe erhalten.

HR-MS:C1,H13NNaOs [M+Na]* berechnet: 274.0691, gefunden: 274.0688;

endo-146: Smp. = 115 C; DC: R; (Petrolether/Essigsaureethylester 1/1) = 0.47;
'H-NMR (400 MHz, CDClz, CHCl; = 7.26 ppm): 8=2.14 (s, 3 H, Ac), 2.83 (s, 3 H,
2°-H), 3.40 (d, Iy = 7.7 Hz, 1 H, 2-H), 3.67 (dd, Iy = 7.7, 5.5 Hz, 1 H, 7-H), 4.59 (d,
Jun = 12.7 Hz, 1 H, 1-H?), 4.86 (d, Jun = 12.7 Hz, 1 H, 1"-HP), 5.31 (dd, Jyn = 5.5,
1.6 Hz, 1 H, 6-H), 6.31 (d, Jyn = 5.8 Hz, 4-H), 6.46 (dd, Jyn = 5.8, 1.6 Hz, 1 H, 5-H);
13C-NMR (100 MHz, CDCls, CDClz = 77.2 ppm): = 20.9 (p, C-Ac), 24.8 (p, C-2°),
47.0 (t, C-2), 48.1 (t, C-7), 62.1 (s, C-1"), 79.7 (t, C-6), 89.7 (q, C-3), 134.6 (t, C-4),
135.8 (t, C-5), 170.7 (g, C-Ac), 174.6 (C-1 oder C-8), 174.7 (C-1 oder C-8) ppm;

exo0-146: Smp. = 82 TC; DC: R; (Petrolether/Essigsaureethylester 1/1) = 0.33;
'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): 3= 2.10 (s, 3 H, Ac), 2.93 (d, Jun=
6.1 Hz, 1 H, 2-H oder 7-H), 2.94-3.02 (m, 4 H, 2"-H und 2-H oder 7-H), 4.49 (d, Jyn=
12.9 Hz, 1"-H?), 4.97 (d, Juu= 12.9 Hz, 1 H, 1"-H"), 5.28 (s, 1 H, 6-H), 6.45 (d, Jun=
5.6 Hz, 4-H), 6.59 (d, Jun= 5.6 Hz, 1 H, 5-H); **C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl; =
77.16 ppm): d=20.9 (p, C-Ac), 25.2 (p, C-2"), 48.6 (t, C-2), 50.2 (t, C-7), 61.5 (s,
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C-1), 81.1 (t, C-6), 89.6 (g, C-3), 137.2 (t, C-4), 137.7 (t, C-5), 170.6 (g, Ac), 174.3
(g, C-1 oder C-8), 175.8 (g, C-1 oder C-8) ppm.

N-(Furan-2-ylmethyl)pent-4-ynamid 140
0 0
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Zu einer LOosung von 4-Pentynsaure 139 (303.0 mg, 3.1 mmol, 1.0 Ag) in

absolutem Dichlormethan (12.0 mL) wurden unter Argonatmosphare Di-iso-
propylcarbodiimid (776.5 mg, 963.4 pL, 6.2 mmol, 2.0 Aq) und N-Hydroxysuccinimid
(712.0 mg, 6.2 mmol, 2.0 Aq) gegeben. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung mit
Furfurylamin 130 (333.5 mg, 314.4 pL, 3.4 mmol, 1.1 Aq) und Di-iso-propylethylamin
(2.5 mL, 15.4 mmol, 5.0 Aq) versetzt und fiir zwolf Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Der entstehende Feststoff wurde abfiltriert und mit Dichlormethan
gewaschen. Das Filtrat wurde mit gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Lésung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Trocknungsmittel wurde
abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde mittels
Saulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 98.5/1.5) gereinigt. N-(Furan-2-
ylmethyl)pent-4-ynamide 140 wurde in einer Ausbeute von 68% (370.8 mg,
2.1 mmol) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. =56 T; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 95/5) = 0.70; *H-NMR (400 MHz,
CDCl;, CHCls = 7.26 ppm): 8=1.99 (t, Jyn= 2.7 Hz, 1 H, 10-H), 2.42 (dt, Jyn=
7.1 Hz, Jyu= 0.9 Hz, 2 H, 7-H), 2.55 (ddt, Jyy= 7.1 Hz, Jyu= 2.7 Hz, Iy = 0.9 Hz,
2 H, 8-H), 4.46 (d, Juu= 5.5 Hz, 2 H, 5-H), 5.91 (s*, 1 H, NH), 6.24 (m, 1 H, 3-H),
6.32 (m, 1 H, 2-H), 7.35 (m, 1 H, 1-H) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls;, CDCl; =
77.2 ppm): =14.9 (s, C-8), 35.4 (s, C-7), 36.7 (s, C-5), 69.5 (t, C-10), 83.0 (q, C-9),
107.7, 110.6 (t, C-2, C-3), 151.3 (t, C-1), 170.8 (g, C-6) ppm; HR-MS:C;oH11N3NaO,
[M+Na]* berechnet: 200.0687, gefunden: 200.0685.
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Silanisierte MAGSILICA® -Nanopartikel 138
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Die MAGSILICA® Partikel 137 (500.0 mg) wurden in Acetonitril gegeben und mit
Ethoxysilan 136 (30.0 mg, 99.6 umol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde bei
65 T fur 66 h erwarmt. Um das Uberschissige Ethoxy silan zu entfernen wurden die
Partikel magnetisch fixiert und der Uberstand entfernt. Die Partikel wurden zehn Mal
mit Acetonitril aufgeschwammt und der Uberstand entfernt. AnschlieRend wurden
das beschichtete MAGSILICA® 138 im Vakuum getrocknet.

DIELS-ALDER Reaktion an MAGSILICA® -Nanopartikeln 148
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Die silanisierten MAGSILICA® (500.0 mg) Nanopartikel wurden  mit
Tetrachlorethan (3.0 mL) versetzt und Furan 140 (30.0 mg, 169.4 umol) wurde
zugegeben. Die Reaktionslésung wurde auf 72 € erwa rmt und zwei Tage bei dieser
Temperatur gerihrt. AnschlieRend wurde das Uberschissige Furan entfernt, indem
die MAGSILICA®-Partikel magnetisch fixiert und der Uberstand verworfen wurde. Die
Partikel wurden zehn Mal mit Essigsaureethylester aufgeschwdmmt und der
Uberstand entfernt. AnschlieBend wurde das beschichtete MAGSILICA® im Vakuum

getrocknet.
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Retro-DIELS-ALDER Reaktion an MAGSILICA® -Nanopartikeln 148
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Durchfiihrung mittels konventionellem Heizens:

Fir die retro-DIELS-ALDER wurden die beschichteten MAGSILICA®-Partikel 148
(250.0 mg) in Tetrachlorethan (500.0 uL) gegeben und im Olbad fiir 45 Minuten auf
120 < erhitzt.

Durchfiihrung mittels induktivem Heizens:

Die beschichteten MAGSILICA®-Partikel 148 (250.0 mg) wurden in einem
Mikrowellengefald in Tetrachlorethan (1.5 mL) gegeben. Anschlielend wurde das
verschlossene Reaktionsgefall in den Induktor eingespannt und fur 45 Minuten bei
einer Pulsweitenmodulation von 600%. erhitzt. Es wurde eine Temperatur von etwa

90 T gemessen.

AnschlieRend wurde das MAGSILICA®-Partikel magnetisch fixiert und der
Uberstand abgenommen. Es wurde einmal mit Tetrachlorethan (500.0 puL) gespiilt,
die Uberstande vereinigt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Riickstande

wurden mittels GC-MS analysiert. Die Ergebnisse sind in Kapitel 6.5 beschrieben.

Durchfiihrung des 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure (TNBS)-Assays''*

Zur Quantifizierung von primaren Aminen in Proteinen wurden 0.5 mg
beziehungsweise 1.0 mg der Probe in Wasser (1.0 mL) geldst. 200 pL von dieser
Losung wurden mit 4%iger, ag. Natriumhydrogencarbonat-Losung (200 pL) und
anschlieBend mit 0.1%iger, wassriger 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure (200 uM)
versetzt. Die Analyse-Losung wurde zwei Stunden bei 40 € inkubiert und
anschlieBend mit wassriger Natrium-dodecylsulfat-L6ésung (SDS, 200 pL) sowie 1 m

Salzsaure (100 pL) versetzt.
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Anschlieiend wurde die Absorption der Proben bei 335 nm gemessen. Dabei
wurde ein Mittelwert aus mindestens funf Messungen gebildet. Die Absorptionen der
0.5 mg/mL und 1 mg/mL Proben wurden gegen die Konzentration aufgetragen und
linear extrapoliert. Anschlielend wurden die Absorptionen anhand einer mit Glycin

ertstellten funf-Punkt-Eichgerade.

Durchfiihrung des Purpald-Assays!?®

Zur Quantifizierung der Aldehydgruppen in der oxidierten Hyaluronsaure wurde
das Polymer in einer Konzentration von 0.5 mg/mL in einer 1 M Natiumhydroxyd-
Losung geldst. 300 uL dieser Losung wurden mit der gleichen Menge Purpald
(10 mg/mL in 1M Natiumhydroxyd-Losung) versetzt und fir 30 min bei
Raumtemperatur offen stehen gelassen. Nach erfolgter Reaktion war eine lila
Farbung der Losung zu beobachten. Die Absorption der verschiedenen Proben
wurde am Maximum, bei 550 nm, drei Mal detektiert. Es wurde eine vier-Punkt-
Eichgerade mit Propanal als Aldehydkomponente in verschiedenen Konzentrationen
erstellt. AnschlieBRend wurde durch Vergleich mit der Eichgerade fur beide

Konzentrationen der Derivatisierungsgrad bestimmt und die Werte gemittelt.

Durchfilhrung des Carbazol-Assays'?®

Zur Analyse der Degradationslésungen der Hydrogele auf Saccharid-
Abbauprodukte wurden 25 pL der zu untersuchenden L6ésung mit Borax (25 mm in
H,SO,4 100 pL) versetzt und zehn Minuten bei 100 < inkubiert. Die Reaktionsldsung
wurde 15 Minuten auf Raumtemperatur gehalten und Carbazol (0.125% in Ethanol,
50 puL) wurde zugegeben. Die Lésung wurde erneut fur zehn Minuten auf 100 C
erhitzt. Nach 15 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Absorptionen der Proben

bei 550nm gemessen. Die Werte wurden untereinander verglichen.
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