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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Mitte der 1960er Jahre entdeckte Judah Folkman, dass Narkosegase in den
Organismus seiner Versuchstiere durch das Silikonmaterial eines arteriovendsen
Shunts diffundieren konnen. Er schlug weiterhin vor, dass man kurze, mit Wirkstoff
gefiillte und verschlossene Stiicke solcher Rohrchen als ein System zur kontrollierten

Wirkstofffreisetzung  implantieren  konnte.!'™

Technologien zur kontrollierten
Wirkstofffreisetzung bilden bis heute eines der sich am schnellsten entwickelnden
Gebiete der Naturwissenschaften, auf dem Chemiker und chemische Ingenieure zur

medizinischen Versorgung der Bevolkerung beitragen.™*!
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Abbildung 1. Anzahl der Publikationen zum Konzept ,,controlled drug delivery” (Quelle: SciFinder
Scholar).

Diese rasante Entwicklung lésst sich sehr eindrucksvoll anhand der Veroffentlichungen
zum Thema ,,controlled drug delivery* verdeutlichen (vgl. Abbildung 1). Ziel dieser
Forschung ist es die Leistungsfdhigkeit einer medikamentdosen Therapie zu steigern.
Dazu zihlen die Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit und die Reduzierung
von Nebenwirkungen. Gleichzeitig soll die Notwendigkeit einer wiederholten
Medikamentengabe auf ein Minimum beschrinkt werden. Man unterscheidet
allgemein zwischen der so genannten Verteilungskontrolle und der zeitlichen Kontrolle

der Wirkstofffreisetzung.
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Ziel der Verteilungskontrolle ist es ein Medikament nur dort freizusetzen, wo es
therapeutisch wirksam werden soll. Dies ist vor allem dann von Vorteil, wenn eine
gleichméBige Wirkstoffverteilung im Organismus gesundes Gewebe schidigt — ein
hiufiges Problem der Chemotherapie. Der einfachste Weg um eine lokal begrenzte
Verteilung zu erreichen ist die Implantation eines Wirkstoffdepots am Ort der
Erkrankung. FEin Beispiel hierfiir ist die Implantation einer mit einem
Chemotherapeutikum beladenen Polymermatrix nachdem der Tumor zuvor chirurgisch
entfernt wurde.”’

Abbildung 2. Verteilungskontrolle durch Implantation am Ort der Erkrankung.”!

Fiir die iiberwiegende Zahl an Krankheiten miissen die Systeme zur verteilungs-
kontrollierten Wirkstofffreisetzung mit einer Art Zielmechanismus (z.B. Immuno-
globuline und spezielle Kohlenhydrate) ausgestattet sein, der es ihnen ermoglicht ihren

Einsatzort zu finden.!®

Die Blut-Hirn-Schranke verhindert sehr hiufig, dass
Wirkstoffmolekiile im Gehirn eines Patienten aktiv werden konnen. Hier besteht
Verteilungskontrolle darin, den Transport des Medikaments durch diese Barriere zu

ermdglichen.!”’

Bei der zeitlichen Kontrolle soll der Wirkstoff entweder zu einem bestimmten
Zeitpunkt oder gleichmifBig iiber einen langen Zeitraum freigesetzt werden. Die
kontinuierliche und gleichmiBige Freisetzung hat gegeniiber der konventionellen Gabe
von Medikamenten (z.B. durch Injektion oder Einnahme von Tabletten) den Vorteil,
dass die Wirkstoffkonzentration im Organismus innerhalb des so genannten

2
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therapeutischen Fensters konstant gehalten werden kann — und das iiber ein aus-
gedehntes Zeitintervall (Abbildung 3).""

—— klassische medikamentdse Therapie
—— kontrollierte Wirkstofffreisetzung

MA/A
JATAAN

Zeit/ h

therapeutisches
Fenster

Wirkstoffkonzentration

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Wirkstoffkonzentration bei wiederholter konventioneller
Gabe von Medikamenten im Vergleich zum Konzentrationsverlauf bei zeitlich kontrollierter Frei-
setzung des Wirkstoffs (vereinfachte Darstellung).

Um therapeutisch wirksam zu werden miissen Wirkstoffmolekiile in den meisten
Fillen im Organismus des Patienten geldst vorliegen. In Abbildung 4 sind vier
mogliche Mechanismen fiir eine zeitlich kontrollierte Wirkstofffreisetzung dargestellt,

die mit polymeren Systemen realisiert werden konnen.

Abbildung 4. Mechanismen der zeitlich kontrollierten Wirkstofffreisetzung: Freisetzung durch Abbau
der polymeren Matrix (links oben); diffusionskontrollierte Freisetzung (links unten); Abgabe durch
osmotisch ausgeloste Prozesse (rechts oben); stimulierte Wirkstofffreisetzung (rechts unten).
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Beispielsweise kann die Polymermatrix, in der die Wirkstoffmolekiile eingebettet sind,
langsam im Organismus aufgelost oder abgebaut werden und dabei kontinuierlich den
Wirkstoff freisetzen. Systeme zur diffusionskontrollierten Freisetzung bestehen im
Unterschied dazu z.B. aus vernetzten nicht abbaubaren Hydrogelen, die die freie
Diffusion der Wirkstoffmolekiile in den Organismus des Patienten verlangsamen.
Werden Wirkstoffmolekiile innerhalb einer semipermeablen Kapsel/Membran
eingeschlossen, sorgt der osmotische Druck dafiir, dass Wasser aus dem Organismus
des Patienten in diese Kapsel eindringt und den Kapselinnendruck stark erhéht. Um
dieses Druckungleichgewicht wieder abzubauen tritt der im wissrigen Medium geloste
Wirkstoff aus.™® Soll der Wirkstoff zu einem bestimmten Zeitpunkt verfiigbar
gemacht werden, so muss das Wirkstoffdepot auf einen externen Stimulus reagieren.
Der Insulinbedarf eines Patienten mit Diabetes schwankt beispielsweise iiber den Tag
betrachtet sehr stark. Eine kontinuierliche Insulinabgabe ist daher nicht erwiinscht.
Vielmehr zielen die Forschungsbemiihungen darauf ab, ein System zu entwickeln, das
auf einen erhohten Glukosespiegel im Blut reagiert und bei Bedarf Insulin
ausschiittet.”!  Solche ansprechbaren oder bedarfsgesteuerten Systeme zur
kontrollierten Wirkstoftfreisetzung konnen durch unterschiedlichste Reize aktiviert
werden. Dazu zdhlen unter anderem magnetische Felder, Ultraschallsignale, pH-Wert-
oder Temperaturinderungen und Lichtimpulse. Einen Uberblick iiber solche Systeme

bietet beispielsweise ein Ubersichtsartikel in Science.!'”!

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines neuartigen Implantat-
materials auf Acrylatbasis, das die Herstellung von hydrophoben, faltbaren bzw.
hydrophilen, faltbaren Intraokularlinsen ermdglicht. Das Polymer soll mit einem
Wirkstoffdepot ausgeriistet sein, aus dem bei Bedarf ein Zytostatikum photochemisch

freigesetzt werden kann.
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2 Motivation

Der Graue Star (Katarakt) ist eine Triibung, die sich in der normalerweise klaren Linse
des Auges entwickelt. Die natiirliche Linse sitzt als fokussierender Bestandteil des
optischen Systems des Auges im so genannten Kapselsack. Durch die Triibung werden
einfallende Lichtstrahlen nicht mehr gebiindelt und auf der Netzhaut fokussiert — das
Licht wird vielmehr gestreut und absorbiert. Verschwommenes Sehen, gesteigerte
Blendungsempfindlichkeit und im sehr fortgeschrittenen Stadium sogar Erblindung
sind Symptome, die bei einem Patienten, der an Grauem Star leidet, auftreten.

Abbildung 5. Katarakt in der Linse eines Erwachsenen. Durch die Spaltlampe wird ein Querschnitt
g1

durch die eingetriibte Linse beleuchte
Erste Berichte iiber die Behandlung dieser Augenerkrankung stammen aus Agypten
und sind iiber 3000 Jahre alt."! Der so genannte Starstich, bei dem die Augenlinse
nicht aus dem Auge entfernt, sondern lediglich mit einem spitzen Instrument aus der
optischen Achse gedriickt wurde, ist schon aus vorchristlicher Zeit bekannt und hat
sich bis Mitte des 18. Jahrhunderts nicht wesentlich veridndert. Schon auf Tontafeln aus
Babylon (etwa 1700 v. Chr.) gibt es Hinweise auf diese Art der Operation."” Die
ersten erwiesenen direkten Eingriffe am Auge gehen auf Mediziner aus Asien um
500 v. Chr. zuriick.!"”!
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Abbildung 6. Holzschnitt eines Starstechers im Mittelalter.'

Mitte des 18.Jahrhunderts wurde erstmals eine ,,moderne, von Jaques Daviel
eingefiihrte Operationsmethode dokumentiert, bei der die Linse aus dem Auge entfernt

1251 Die Revolution in der Behandlung des Grauen Stars erfolgte aber erst

wurde.!
Mitte des 20. Jahrhunderts, also vor nur 60 Jahren, durch die Entwicklung von
kiinstlichen Intraokularlinsen, die anstelle der natiirlichen Augenlinse implantiert
wurden. Wihrend des Zweiten Weltkriegs stellten Arzte bei Piloten mit Augen-
verletzungen durch Splitter zerschossener Cockpitscheiben aus Plexiglas® fest, dass
die Splitter reizfrei im Auge einwuchsen. Sir Harold Ridley implantierte 1949 die erste
Intraokularlinse aus Polymethylmethacrylat.!” Intraokularlinsen haben seit ihrer
Einfiihrung eine rasante Entwicklung erlebt, so dass heute (multifokale) faltbare
Linsen aus Acrylaten oder Silikonen minimalinvasiv implantiert (Kleinstschnitt-

chirurgie) werden konnen.

Die Weltgesundheitsorganisation schitzte 2002 die Zahl der Menschen mit stark
eingeschrinktem oder nicht vorhandenem Sehvermogen auf weltweit 161 Millionen.
Davon waren 37 Millionen Betroffene blind. Auch wenn in den entwickelten Landern
der Graue Star auf Grund der frithzeitigen operativen Therapie nicht mehr zu den
Hauptursachen fiir den Verlust der Sehkraft zihlt, ist es global gesehen mit ca. 48 %

sehr wohl die hiufigste Ursache.!'®!




Motivation

In Deutschland werden jihrlich ca. 650000 Kataraktoperationen durchgefiihrt."”
Abhingig vom Typ/Design der Intraokularlinse, der Operationsmethode und dem Alter
des Patienten kommt es bei 10 bis 50 % der erwachsenen Patienten postoperativ
innerhalb von drei bis fiinf Jahren an der hinteren Kapsel bzw. der Implantatriickseite
durch Proliferation von Linsenepithelzellen zu einer erneuten Verschlechterung der
Sehkraft (Sekundirkatarakt oder Nachstar). Bei sehr jungen Patienten kommt es in
nahezu jedem operierten Fall zu dieser Komplikation. Derzeit ist die Nd:YAG-
Laserkapsulotomie die einzig effektive Behandlungsmethode. Dabei wird der
Zellvorhang* durch den Laser zerstort und so das Sehvermdgen wieder hergestellt.!"
Frei von Komplikationen ist diese Therapie jedoch nicht. So kann es beispielsweise zu
Verinderungen der Linsenoptik!"®*” oder auch medizinischen Komplikationen wie
beispielsweise  einem  erhdhten  Augeninnendruck™ **'  kommen.  Auch

Netzhautschiden bis hin zur Netzhautablsung werden kontrovers diskutiert.!'" %> *!

Eine Moglichkeit der Zellproliferation durch kontrollierte Freisetzung eines
zytostatischen Wirkstoffs entgegenzuwirken stellt daher eine wertvolle Alternative zur
konventionellen Behandlungsstrategie des Sekundirkatarakts dar.




Konzept und Vorgehensweise

3  Konzept und Vorgehensweise

Die Behandlung des Sekundirkatarakts nach der Implantation einer kiinstlichen
Intraokularlinse soll medikamentds und nicht-invasiv erfolgen. Daher muss das
Wirkstoffdepot bereits in der polymeren Intraokularlinse integriert sein. Dariiber
hinaus soll weder die Wundheilung nach der Implantation beeintréichtigt werden, noch
eine Wirkstofffreisetzung erfolgen, wenn iiberhaupt keine beeintrichtigende Pro-
liferation und Migration von Linsenepithelzellen beobachtet wird. Der zytotoxische
bzw. zytostatische Wirkstoff muss daher in der Linse immobilisiert vorliegen und darf
erst bei Bedarf durch einen externen Impuls freigesetzt werden. Die vorliegende Arbeit
greift dabei das relativ junge Konzept der photochemisch induzierten Wirkstoff-

freisetzung aus polymergebundenen Cumarinlinker/5-Fluoruracil-Konjugaten auf
(Abbildung 7).

Abbildung 7. Photochemisch induzierte Heterodimerisierung unter Ausbildung eines C4-Rings ([2+2]-
Cycloaddition) und photochemisch induzierte Spaltung ([2+2]-Cycloreversion) des entsprechenden
Heterodimeren.

Der Wirkstoff 5-Fluoruracil bzw. die Wirkstoffvorstufe 1-Heptanoyl-5-fluoruracil wird
dabei wihrend der Synthese des Implantatmaterials kovalent an die 4-Methylcumarin-
Linkergruppen eines Basispolymeren angebunden. Das so erhaltene, mit Wirkstoff
beladene Polymer wird in der Folge Polymer-Wirkstoff-Konjugat genannt.
Mechanistisch handelt es sich um eine photochemische [2+2]-Cycloaddition. Diese
erfolgt entweder konzertiert, das hei3t durch den gleichzeitigen Aufbau der beiden
neuen o-Bindungen oder iiber eine Radikalzwischenstufe. Entscheidend ist die
Reversibilitit dieser Reaktion. Durch kurzwellige UV-Bestrahlung wird hauptséichlich
die Cycloreversion induziert, was gleichbedeutend mit der Wirkstofffreisetzung ist.
Der Funktionalisierungsgrad der den Polymer-Wirkstoff-Konjugaten zu Grunde

liegenden Basispolymere mit 4-Methylcumarin-Linkern wird dabei niedrig gehalten.
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Im Extremfall bedeutet das nur eine Linkergruppe pro Polymerkette. So sollen die
degenerativen Auswirkungen der in Konkurrenz zur Wirkstoffbeladung auftretenden
hocheffizienten Linker/Linker-Homodimerisierung auf die Polymereigenschaften
(Loslichkeit, thermoplastisches Verhalten) soweit reduziert werden, dass eine Weiter-
verarbeitung moglich ist (vgl. dazu auch Abschnitt 4.5.5).

Eine nicht-invasive UV-induzierte Wirkstofffreisetzung ist in vivo allerdings nicht
moglich. Zum einen ist die Hornhaut des Auges nicht durchléssig fiir kurzwellige UV-
Strahlung und zum anderen hat sie eine potentiell pathogene Wirkung auf den
Organismus. Der von Maria GoOppert-Mayer schon 1931 theoretisch beschriebene
nicht-lineare Absorptionsprozess der Zwei-Photonen-Anregung bietet eine elegante
Moglichkeit mit ,sichtbaren* Photonen, die die Hornhaut nahezu ungehindert
passieren konnen, die Dimerspaltung zu induzieren. Durch die nahezu simultane
Absorption zweier energiearmer Photonen kann das Molekiil oder der Molekiilteil {iber
einen virtuellen Zwischenzustand in einen elektronisch angeregten Zustand gehoben
werden, aus dem die Cycloreversion dann moglich ist. Die Lichtintensitét, die fiir
einen im Vergleich zur Ein-Photonen-Absorption sehr unwahrscheinlichen Zwei-
Photonen-Prozess bendtigt wird, ist sehr hoch. Selbst Jahrzehnte hellen Sonnenlichts
wiirde deshalb zu keiner merklichen Freisetzung fithren. Durch gepulste Laserquellen
ist es jedoch moglich die erforderlichen hohen Photonendichten aufzubringen.
Abbildung 8 veranschaulicht das Konzept der laserinduzierten Freisetzung von
5-Fluoruracil.

Abbildung 8. Prinzip der laserinduzierten Wirkstofffreisetzung in einer polymeren Intraokularlinse
mit photochemisch aktivierbarem Wirkstoffdepot durch einen Zwei-Photonen-Prozess.




Konzept und Vorgehensweise

AuBerhalb des Laserfokus nimmt die Lichtintensitét stark ab, so dass eine Absorption
zunehmend unwahrscheinlicher wird. Der Grund hierfiir ist die quadratische
Abhingigkeit der Ubergangswahrscheinlichkeit von der Lichtintensitit. Somit ist auch

eine riumliche Kontrolle der Wirkstofffreisetzung moglich.

Moderne Intraokularlinsen sind Faltlinsen, d.h. sie lassen sich vom Operateur
auBerhalb des Auges falten und minimalinvasiv in den Kapselsack einsetzen, wo sie
sich selbststindig wieder entfalten. Im Rahmen dieser Arbeit werden dazu zwei
unterschiedliche Materialien untersucht: Hydrophobe Acrylate auf der einen Seite und
hydrophile Acrylate auf der anderen Seite. Erst genannte sind meist schwach vernetzte
Copolymere mit einem Glasiibergangspunkt unterhalb von Raum- bzw.
Korpertemperatur. Hydrophile Acrylat-Intraokularlinsen bestehen im Unterschied dazu
aus leicht vernetzten Copolymeren mit hydrophilen Gruppen. Erst durch
Wasseraufnahme werden diese Materialien faltbar. Ein Ansatz um aus den Polymer-
Wirkstoff-Konjugaten entsprechende faltbare Intraokularlinsen herstellen zu konnen
besteht darin, das Wirkstoffdepot mit einem Matrixpolymer zu kombinieren und so die

gewlinschten Eigenschaften zu erhalten.

Zusammengefasst sind daher folgende Arbeitsschritte notwendig um polymere
Intraokularlinsen mit photochemisch aktivierbarem Wirkstoffdepot realisieren zu
konnen: Monomer- und Initiatorsynthese, Synthese der 4-Methylcumarin-
funktionalisierten Basispolymere, polymeranaloge Wirkstoffbeladung, Herstellung von
Linsenvorldufern durch Flachkammerpolymerisation, Weiterverarbeitung durch den

Industriepartner Dr. Schmidt Intraokularlinsen.
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4  Grundlagen und Literaturuiberblick

Nicht weniger als 4000 Jahre, also zur Zeit der alten Agypter und Babylonier, liegt der
erste nachweisbare Einsatz photoreaktiver, natiirlich vorkommender Polymere zuriick.
Diese beiden Kulturen nutzten das Sonnenlicht um Leinen, welches bei der
Mumifizierung eingesetzt wurde, photochemisch zu vernetzen und um Papyrusboote
mit Hilfe eines photochemisch polymerisierbaren Asphaltdls wasserdicht zu
machen.'”?*! Die ersten synthetischen lichtempfindlichen Polymere sind den Arbeiten
von L. M. Minsk und Mitarbeitern in den 1950er Jahren zu verdanken. Sie berichteten,
dass die Zimtsdureester von Polyvinylalkohol und Cellulose nach ultravioletter
Bestrahlung unloslich wurden.?*>% SchlieBlich machten sich Delzenne und Laridon in
den 1960er Jahren die einzigartige Photochemie der Cumarine zum Aufbau

photovernetzbarer Polymere zunutze."*”!

4.1 Cumarin und seine Derivate

Zur Gruppe der Cumarine z@hlt man mehr als 1000 Strukturverwandte, von denen
viele zu den natiirlich vorkommenden sekundiren Pflanzenstoffen gehdren. Nachdem
Cumarin (Abbildung 9) in den 1820er Jahren erstmals aus der Tonkabohne isoliert
wurde, kennt man heute mehr als 800 Pflanzenspezies, die Biosynthese von
Cumarinen betreiben. Dazu zidhlen unter anderem zahlreiche Griser, der Waldmeister

N ) N . 28,31, 32
und die Zimtkassie, aus der man Cassia-Zimt gewmnt.[ 831, 32]

Abbildung 9. Struktur und Nummerierungsschema fiir das Cumaringrundgeriist.

Die Verwendung von Cumarin und seinen Derivaten ist iiberaus vielféltig. Man findet
sie beispielsweise als Duftstoffe in Parfiim-, Kosmetik- und Hygieneprodukten oder
als Zusatzstoff in Tabak. Isoliertes Cumarin darf Lebensmitteln nicht zugesetzt
werden, da es im Tierversuch leberschidigend (hepatoxisch) wirkte.">**! Aus
toxikologischer Sicht verhilt sich diese Substanzklasse also keineswegs unbedenklich.
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Seit nunmehr einigen Jahren liegt vor allem die hohe therapeutische Wirksamkeit
einiger Cumarinderivate gegen HI-Viren im Fokus der medizinischen Forschung.”"
Warfarin® (Abbildung 10) ist eines der am hiufigsten verschriebenen Antikoagulantien

(Blutgerinnungshemmer) und leitet sich strukturell vom 4-Hydroxycumarin ab.1*’!

Abbildung 10. Struktur des Gerinnungshemmers Warfarin®.

Die hohe Fluoreszenzquantenausbeute vieler Cumarinderivate macht sie als
Laserfarbstoffe***”! und in organischen Leuchtdioden (OLED)BS] einsetzbar. Vor
allem die Einstellbarkeit der Absorptions- und Fluoreszenzcharakteristika durch
Substitution am Cumaringrundgeriist®”, Variation des Losungsmittels”® und des pH-
Wertes'*”! wurde seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts eingehend untersucht.

Im folgenden Abschnitt wird die 1902 von Ciamician und Silber'*!! beobachtete und
seit dieser Zeit eingehend untersuchte photochemisch induzierte Dimerisierung der
Cumarine und die spiter entdeckte Dimerspaltung** diskutiert. AnschlieBend wird ein
Uberblick iiber die Verwendung von Cumarinderivaten in Polymeren gegeben.
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4.2 Cumarine: Photodimerisierung und Photospaltung

Ciamician und Silber berichteten Anfang des 20. Jahrhunderts von einem Cumarin-
Dimer, welches sie nach zweijdhriger Sonnenbestrahlung einer Losung von Cumarin
in ,,Alkohol*“ erhalten hatten. Nur zwei Jahre spiter dimerisierte Strom ortho-
Cumarsiure und iiberfiihrte diese durch Lactonisierung in ein Cumarindimer, welches

nicht identisch mit dem von Ciamician und Silber war.*"*

'Erst rund 60 Jahre spiter
gelang es Schenck und Mitarbeitern mit Hilfe der NMR-Spektroskopie zu zeigen, dass
es sich bei den erhaltenen Strukturen um Isomere handelt, die sich sehr deutlich in
ihren physikalischen Eigenschaften unterscheiden.*”’ In Abbildung 11 sind die vier
moglichen regio- und stereoisomeren Dimerstrukuren dargestellt. Die genauen
Reaktionsmechanismen, welche bei ultravioletter Bestrahlung oberhalb von
A=300nm zu den jeweiligen Isomeren fiithren, werden bis heute kontrovers
diskutiert.*> *>!" Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die der Dimerisierung zu
Grunde liegende Reaktion eine photochemisch erlaubte [2+2]-Cycloaddition ist. Dabei
werden, je nach Reaktionsbedingungen, hauptsédchlich drei Isomere beobachtet: syn-

Kopf-zu-Kopf, anti-Kopf-zu-Kopf und syn-Kopf-zu-Schwanz.**

Abbildung 11. Die vier Cumarindimere.

Ein Erkldrungsansatz fiir die beobachteten Produktverteilungen (syn- bzw. anti-
Photodimere) beruht auf Multiplizitiatsunterschieden der elektronisch angeregten
Zustdande. In polaren Losungsmitteln und bei hoher Cumarinkonzentration befinden

sich die elektronisch angeregten Molekiile im favorisierten Singulettzustand (S;). Die
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Dimerisierung ergibt hauptsidchlich syn-Cycloaddukte. Das syn-Kopf-zu-Kopf-Isomer
ist das hauptsdchlich gebildete Produkt bei direkter Bestrahlung in polaren
Losungsmitteln, wie beispielsweise Ethanol. Die Cycloaddition verliduft konzertiert
und grenzorbitalkontrolliert, ggf. iiber eine Excimerzwischenstufe.*! Die Bildung des
syn-Kopf-zu-Schwanz-Photoprodukts kann dagegen durch Lewis-Siduren-Katalyse
stark bevorzugt werden.'””! Ein unpolares Losungsmittel und eine geringe Cumarin-
konzentration ermoglichen es scheinbar den angeregten Molekiilen durch ein sehr
ineffektives ,,intersystem-crossing “ (Quantenausbeute ® < 0,01) aus dem Singulett- in
den Triplettzustand (S; bzw. T;) iiberzugehen bevor es zur Cycloaddition kommt."”
Unter diesen Reaktionsbedingungen, aber vor allem durch Zusatz sogenannter
Triplettsensibilisatoren (z.B. Benzophenon) werden hauptsichlich die anti-Isomere
gebildet. Eine Bildung des anti-Kopf-zu-Schwanz-Dimeren wurde allerdings nur in
Spuren beobachtet.””  Mechanistisch  verlduft diese Reaktion iiber eine
Radikalzwischenstufe. Die Bevorzugung der Kopf-zu-Kopf-Regioisomerie geht
vermutlich wieder auf Grenzorbitalkontrolle zuriick.*"

Die prinzipielle Wirkungsweise eines Triplettsensibilisators ist in Abbildung 12
dargestellt. Durch Absorption eines Photons geht der Photosensibilisator in den
angeregten, sehr kurzlebigen Singulettzustand (S,’) iiber. Die direkte Anregung in den
Triplettzustand (T,") ist nicht moglich (Spinverbot), da das Photon nicht mit dem Spin
eines Elektrons wechselwirken, diesen also nicht umkehren, kann.

€
)
T

.

Abbildung 12. Wirkmechanismus eines Triplettsensibilisators. (S = Singulettzustand, T = Triplettzu-
stand; 0 = Grundzustand, 1 = angeregter Zustand; ISC = ,intersystem-crossing®. Gestrichelte Pfeile

stellen strahlungslose Ubergiinge bzw. eine strahlungslose Energieiibertragung dar.
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Das angeregte Molekiil gibt seine Energie entweder durch Fluoreszenz ab oder es
kommt wie im Fall des Triplettsensibilisators Benzophenon zu einem sehr effektiven
(nahezu vollstindigen) ,intersystem-crossing” (® =~ 1)®* in den wesentlich lang-
lebigeren Triplettzustand (T,"). Die hohere Lebensdauer von T;’ beruht darauf, dass ein
Ubergang in den Singulettgrundzustand (Sy") wiederum spinverboten ist. Den
strahlenden Ubergang von T, nach S, bezeichnet man als Phosphoreszenz.
Benzophenon kann seine Energie aber auch strahlungslos an einen Akzeptor abgeben.
Dieser Energietransport (T," = T}) ist energetisch giinstig, spinerlaubt und findet unter
Diffusionskontrolle statt. Die Wahrscheinlichkeit einer photochemischen Weiter-
reaktion (z.B. einer [2+2]-Cycloaddition) aus einem Triplettzustand ist auf Grund
dessen relativer Langlebigkeit wesentlich hoher als bei einer unsensibilisierten
Reaktion aus dem sehr kurzlebigen Singulettzustand. Den Reaktanden bleibt mehr Zeit

zur Weiterreaktion.

@)

Abbildung 13. Das von Wolff und Gorner vorgeschlagene Reaktionsschema der Photodimerisierung
von Cumarinen. ISC = ,intersystem-crossing*‘; * = angeregter Zustand mit Angabe der Multiplizitit;
D = Donor; KK = Kopf-zu-Kopf, KS = Kopf-zu-Schwanz.

Untersuchungen von Wolff und Gorner in 2004 zur photochemischen Dimerisierung
von Cumarin und 6-Alkyl-Cumarinen in Abhéngigkeit von der Losungsmittelpolaritit
stellen die oben diskutierte Abhéngigkeit der Produktverteilung von der Multiplizitét
15
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(Singulett oder Triplett) des angeregten Zustands in Frage."" Ihren Ergebnissen
zufolge verlduft die Bildung der isomeren Cumarindimere in jedem Fall iiber einen
Triplettzustand, unabhingig davon, ob ein Photosensibilisator zugesetzt wird oder
nicht. Die Isomerenverteilung beruht auf der Konkurrenz dreier Reaktionspfade: 1.
Bildung des jeweiligen angeregten **(CC)-Komplexes, 2. dessen Zerfall in die Edukte,
3. Bildung des Dimeren aus dem angeregten Komplex (vgl. dazu Abbildung 13). Das
Verhiltnis der isomeren Photodimere zeigte keine systematische Abhingigkeit von der
Losungsmittelpolaritit. In polaren Losungsmitteln wurde lediglich eine deutliche
Steigerung der Quantenausbeute der Dimerisierung auf Grund eines effektiveren

,intersystem-crossing‘‘ beobachtet.

Eine deutliche Erhohung der Bildungsgeschwindigkeit des syn-Kopf-zu-Kopf-
Isomeren im Vergleich zu analogen fliissigen Systemen erzielten Krauch, Farid und
Schenck durch Einfrieren einer Cumarinlésung (z.B. Losung in Dioxan bei -20 °C).
Man nahm an, dass sich in einer Vorstufe der Dimerisierung angeregte, kurzlebige
Assoziate (Excimere) bilden, die in fliissigen Losungen zu einem wesentlich grof3eren
Prozentsatz unter Riickbildung der Monomere zerfallen als in eingefrorenen Losungen.

Daneben wurde die Bildung des anti-Kopf-zu-Kopf-Dimeren beobachtet (ca. 10 %).1*”

Wiederum waren es Krauch, Farid und Schenck, die erstmals von der
photochemischen Spaltung der Cumarindimere bei kurzwelliger Bestrahlung
(A <300 nm) berichteten."””! Insgesamt wurde die Dimerspaltung aber wesentlich

weniger intensiv untersucht als die Dimerisierung.”®

Mit der Spaltung von
C4-Photodimeren beschiftigte sich vor allem Lamola. Sein Schwerpunkt lag aber auf
der photochemischen Spaltung von Thymindimeren, welche zum Beispiel bei ultra-

violetter Bestrahlung von DNS entstehen kénnen.”> >

Hasegawa und Mitarbeiter untersuchten die Photochemie von diversen Kopf-zu-Kopf-
Cumarindimeren und deren ,,Lacton-gedffneten* Derivaten.” Sie stellten fest, dass
die Substituenten am Cyclobutan entscheidenden FEinfluss auf den Spaltungs-
mechanismus haben. Sind mindestens zwei dieser Substituenten Teil eines stabilen 5-
oder 6-Rings, so erfolgt die Ringdffnung unter Retention dieser Cyclen. Die
untersuchten Cumarindimere wurden folglich unter Riickbildung des monomeren
Cumarins gespalten (symmetrische Ringdffnung). In Dimeren ohne solche Struktur-

elemente, beispielsweise den Di-ortho-Cumarsiduren, entscheidet die sterische
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Wechselwirkung der Substituenten iiber die Produktselektivitit der Cycloreversion.
Abbildung 14 zeigt, dass die asymmetrische Ring6ffnung des Cumarsiduredimeren die
Abstoung der paarweise cis-stdndigen Substituenten am Cyclobutan abbaut und

sterisch begiinstigte trans-konfigurierte Produkte liefert.

Abbildung 14. Symmetrische und asymmetrische photochemische Spaltung von C4-Photodimeren.

Fiir die vorliegende Arbeit von entscheidender Bedeutung sind die Untersuchungen
zweier Forscherteams. Belfield und Mitarbeiter veroffentlichten 2003 Studien iiber die
Zwei-Photonen-induzierte Dimerisierung von 5,7-Dimethoxycumarin."® Die aus
klassischen Ein-Photonen-Experimenten erhaltenen Produktverteilungen der Dimere
stellten sich auch nach Zwei-Photonen-Anregung bei 650 nm wieder ein. Es bleibt
jedoch festzuhalten, dass im Unterschied zur Dimerisierung von nicht-substituiertem
Cumarin hauptsichlich das syn-Kopf-zu-Schwanz-Isomer gebildet wurde. Im gleichen
Jahr untersuchten Kim und Mitarbeiter die Spaltung von Cumarindimeren durch Zwei-
Photonen-Absorption mit Hilfe eines Nd:YAG-Pulslasers bei 532 nm.””’ Cumarin-
Photodimere sind demnach auch hinter UV-Absorptionsbarrieren (z.B. der Hornhaut
des Auges) mittels Zwei-Photonen-Anregung spaltbar.

In Abschnitt 4.5 werden Forschungsarbeiten diskutiert, die sich die photochemischen

Eigenschaften von cumarinfunktionalisierten Polymeren zu Nutze machen.
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4.3 Pyrimidinbasenphotodimere

Dass ultraviolette Strahlung (A >270 nm) zur Dimerisierung von Pyrimidinbasen
benachbarter DNS-Stringe und so zur Erbgutschidigung fiihren kann, ist lange
bekannt und gut untersucht. Vor allem mit der Photochemie der Pyrimidinbase Thymin

.34 38621 Analog zur Photochemie der Cumarine

wurde sich eingehend beschiftig
handelt es sich um eine Cycloaddition unter Ausbildung eines C4-Rings, bei der die

5,6-Doppelbindung zu Gunsten stabilerer 6-Bindungen aufgegeben wird.

Abbildung 15. Struktur und Nummerierungsschema fiir Pyrimidinbasen (oben). Die vier regio- bzw.

stereoisomeren Pyrimidinbasendimere (unten).

In Abbildung 15 sind die vier moglichen Photodimere des Thymins (R = CHj)
aufgefiihrt. Welches der Dimere {iiberwiegend entsteht, hingt von verschiedenen
Faktoren ab. Findet die Photochemie in biologischen Systemen statt, bestimmt vor
allem die relative Geometrie der Basen im DNS-Strang, welches Isomer bevorzugt
gebildet wird (syn-Kopf-zu-Kopf)™'. Im Labor werden Quanteneffizienz der Reaktion
und die Struktur der dimeren Produkte davon bestimmt, in welchem Aggregatzustand
gearbeitet, welches Losungsmittel eingesetzt und ob ein Triplettsensibilisator zugesetzt
wird. Blackburn und Davis haben beispielsweise in gefrorener, wissriger Losung das

18



Grundlagen und Literaturiiberblick

syn-Kopf-zu-Kopf-Isomer nachweisen kénnen.”” Wie bei den Cumarindimeren ist die
photochemische Dimerisierung reversibel. Bestrahlung der Thymindimere mit

kurzwelligem UV-Licht (A < 260 nm) fiihrt zur effizienten Spaltung in die Edukte.”™
60]

Auch die Photodimere ,.falscher* Pyrimidinbasen wie dem Zytostatikum 5-Fluoruracil
(Abbildung 15, R =F) sind bekannt und beispielsweise aus wissriger, acetonhaltiger
Losung darstellbar (Quantenausbeute ® =0,72-2,45-107 je nach Konzentration des
Triplettsensibilisators Aceton). Die Spaltungsreaktion fithrte aber, den vorliegenden
Daten nach zu urteilen, nicht zur Regeneration von 5-Fluoruracil, sondern zur Bildung
von Uracil (Abbildung 15, R = H).*’!
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4.4 Pyrimidinbasen/Cumarin-Heterodimere

Die vorangegangenen Abschnitte beschéftigten sich ausschlieBlich mit Cumarinen und
Pyrimidinbasen und deren Homodimeren. Heterodimere dieser beiden photoreaktiven
Substanzklassen sind ebenfalls — nicht zuletzt fiir die vorliegende Arbeit — von
auBerordentlichem wissenschaftlichem Interesse. Auch hier ist die Natur wieder
Vorbild. Psoralene sind natiirlich vorkommende Cumarinderivate (Furocumarine), die
im Organismus photosensibilisierend wirken. Diese z.B. in Zitruspflanzen
vorkommenden Naturstoffe konnen, wenn sie auf die Haut kommen und diese danach
Sonnenlicht (UV-Strahlung; A > 300 nm) ausgesetzt wird, zu schweren verbrennungs-
dhnlichen Symptomen fithren. Auf molekularer Ebene kommt es dabei zur
Interkalation des Psoralens in die DNS gefolgt von kovalenter Bindungsbildung mit
den Pyrimidinbasen bis hin zur Vernetzung benachbarter DNS-Stringe (siche
Abbildung 16). Die 3,4- und/oder 4',5'-Doppelbindungen des Psoralens reagieren
dabei in [242]-Cycloadditionen mit den Pyrimidinbasen, besonders dem Thymin. In
der Medizin nutzt man diese zellschidigende Wirkung bei der so genannten

Photochemotherapie zur Behandlung von diversen Hautkrankheiten aus.'®*®”

Abbildung 16. Photosensibilisierende Wirkung von Psoralen (R = DNS-Strang).

Die Untersuchung der Heterodimerisierung zwischen Psoralen und Thymin wird durch
die Bifunktionalitit des Cumarinderivats verkompliziert. 5,7-Dimethoxycumarin
(DMC) hat dagegen nur eine photochemisch aktive Doppelbindung, bildet aber im
Gegensatz zu den meisten anderen monofunktionellen Cumarinen ebenfalls
Interkalationskomplexe mit der DNS und kann durch UV-Strahlung kovalente

Bindungen mit den Pyrimidinbasen eingehen."”" "
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Abbildung 17. Heterodimerisierung von 5,7-Dimethoxycumarin mit Pyrimidinbasen.

Shim und Chae veroffentlichten 1979 ihre Arbeiten zur Heterodimerisierung von DMC
und Thymin."?" Unter bereits optimierten Bedingungen wurde die Photoreaktion in
gefrorener, wissriger Losung der Edukte (DMC/Thymin=1:10) bei A>300 nm
durchgefiihrt. Die Ausbeute an DMC/Thymin-Heterodimer war mit maximal 3 %

bezogen auf das eingesetzte 5,7-Dimethoxycumarin sehr gering.

Harter und Mitarbeiter untersuchten 1974 die Reaktivititen der Pyrimidinbasen
gegeniiber unterschiedlichen Cumarinderivaten und présentierten eine Aufstellung mit
relativen Photoreaktionsraten. Das Zytostatikum 5-Fluoruracil erwies sich dabei als
sehr reaktive Base.””! Shim und Mitarbeiter untersuchten 1980 auf Grundlage dieser
Ergebnisse die Photocycloaddition von DMC an 5-Fluoruracil in gefrorenen,
wassrigen Losungen. Die Isolierung und Charakterisierung des Produkts war zwar
erfolgreich, die Autoren geben aber keine Auskunft iiber die Ausbeute.”!! Kreiling
untersuchte die sensibilisierte Heterodimerisierung von 7-Cumarinoxybutter-
saureethylester mit 1-Heptanoyl-5-fluoruracil, stellte dabei aber eine sehr geringe
Effizienz der Heterodimerbildung fest.”"

Abbildung 18. Heterodimerisierung von 7-Cumarinoxybuttersiureethylester mit 1-Heptanoyl-5-

fluoruracil.
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4.5 Cumarine in der Polymerchemie

Mitte der 1960er Jahre untersuchten Delzenne und Laridon erstmals die lichtinduzierte
Dimerisierung von polymergebundenen Cumaringruppen.””**! Die untersuchten
cumarinfunktionalisierten =~ Polymere bildeten nach Bestrahlung unl6sliche
Polymernetzwerke. Cumarinmodifizierte Polymere sind seit dieser Zeit in zahlreiche
Bereiche der makromolekularen Chemie vorgedrungen.

4.5.1 Flussigkristalline Polymere und ,,Photoalignment*

Fliissigkristalline Polymere (LCPs) haben auf Grund der einzigartigen Kombination
aus polymerspezifischen Eigenschaften und anisotropem Verhalten von Fliissig-
kristallen hohe wissenschaftliche Beachtung erhalten. Verglichen mit nieder-
molekularen Fliissigkristallen kann das Einfiihren von Polymeren in fliissigkristalline
Systeme auf der einen Seite die mechanische Festigkeit erhohen und auf der anderen
Seite zu einer deutlichen Verinderung des fliissigkristallinen Phasenverhaltens fiihren.
Weitere interessante Eigenschaften polymerbasierender Systeme konnen Schwer-
entflammbarkeit, Chemikalienbestdndigkeit, ein niedriger und vor allem einstellbarer
thermischer Expansionskoeffizient und eine gute Verarbeitbarkeit sein.”®” " Die
Einsatzgebiete fiir LCPs sind vielfiltig. Sie werden in elektronischen Komponenten
eingesetzt und finden im Automobil- und Flugzeugbau Verwendung. Industriefasern
aus fliissigkristallinen Polymeren und sterilisierbare Medizinprodukte sind weitere

kommerzielle Einsatzgebiet.””

Eine Sonderstellung nehmen photoreaktive und photovernetzbare LCPs ein.
Beispielhaft zeigt ein aktueller Ubersichtsartikel sehr eindrucksvoll, wie Lichtenergie
in mechanische Arbeit mit Hilfe von fliissigkristallinen, photoreaktiven Polymeren
umgewandelt werden kann.””! In Abbildung 19 ist zur Veranschaulichung ein diinner
Film, der aus einem fliissigkristallinem Polymernetzwerk mit Azobenzolchromophoren
besteht, dargestellt. Die fluissigkristallinen Azobenzolgruppen waren darin in
Mikrodoménen mit einheitlicher Ausrichtung in jeder Domidne organisiert.
Makroskopisch betrachtet war keine einheitliche Orientierung vorhanden. Durch
Bestrahlung mit linear polarisiertem Licht konnte der Film gezielt in jeder beliebigen
Richtung gekriimmt werden. Dieser Effekt beruht auf der trans/cis-Isomerisierung der
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Azobenzolgruppen bzw. -dominen, die die richtige Ausrichtung beziiglich der
Polarisationsebene des eingestrahlten Lichts aufweisen. Makroskopisch betrachtet
kommt es dabei zu einer Volumenkontraktion an der Filmoberfliche (da hier die

Absorption am stirksten ist) was die beobachtete Kriimmung zur Folge hatte.”™

Abbildung 19. Einfluss von linear polarisiertem Licht auf einen Film aus einem fliissigkristallinen

Arylatcopolymer mit photoreaktiven Azobenzolgruppen.””®!

Es konnte nur wenig Literatur gefunden werden, die sich explizit mit der
Untersuchung fliissigkristalliner Eigenschaften von Polymeren mit photovernetzbaren
Cumaringruppen beschiftigt. Tian et al. untersuchten allerdings Phasenverhalten,
Fluoreszenz, UV/Vis-Absorption und Photochemie einer Reihe von Homo- und

31 Die chemischen Strukturen (Substitution und Orientierung

(Block)Copolymeren.
der Cumaringruppe und die Spacerlinge, vgl. dazu auch Abbildung 20) der
Seitenketten wurden variiert und die Auswirkungen auf die fliissigkristallinen
Eigenschaften untersucht. So konnte beispielsweise bei einer Spacerlinge von sechs
Methylengruppen und Substitution des Cumarins mit einer Ethylesterendgruppe an C4
keine Mesophase festgestellt werden. Erfolgte die entsprechende Substitution an C3
wurde hingegen eine fliissigkristalline Phase beobachtet.””! In Abbildung 20 ist
beispielhaft ein Methacrylat mit Cumarinseitenkette dargestellt, dessen Homopolymer
eine Mesophase bildete.™ Das entsprechende Polymer befand sich unterhalb von
20 °C im Glaszustand. Oberhalb von Raumtemperatur kam es zur Ausbildung einer
smektischen A Phase bevor die Anisotropie schlieBlich oberhalb von 166 °C verloren
ging. Die Textur der fliissigkristallinen Phase ist ebenfalls in Abbildung 20 dargestellt.
Nach Bestrahlung bei A > 300 nm konnte der Film nicht mehr in Losung gebracht

werden, was auf eine erfolgreiche Vernetzung der Polymerketten iiber die Cumarin-
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gruppen zuriickgefithrt wurde. Ein interessanter Aspekt dieser Arbeit ist, dass nach
Photovernetzung des Films unter dem Polarisationsmikroskop Doppelbrechung bis
290 °C festgestellt wurde, was die Autoren als Hinweis auf eine hohere thermische
Stabilitit deuteten.

Abbildung 20. Struktur eines Monomeren mit Cumarinseitenkette (links). Polarisationsmikros-

kopische Aufnahme der smektischen A Phase (SmA) des entsprechenden Homopolymeren bei 160 °C
“).[80]

(,,broken fan-shaped Texture
Die Photovernetzbarkeit von Polymeren mit Cumarinseitenketten ldsst sich beim
Aufbau von Fliissigkristalldisplays (LCDs) elegant ausnutzen:

Reaktionsschnelle und gleichzeitig giinstige LCDs sind die so genannten TN-Displays
(TN =,,Twisted Nematic*“). Nematische Phasen orientieren sich in kleinen
Volumeneinheiten entlang eines Direktors, eine Positionsfernordnung existiert nicht.
Um ein LC-Bauteil aber erfolgreich einsetzen zu konnen muss eine uniaxiale
Ausrichtung der fliissigkristallinen Molekiile an den Grenzflichen des Displays
erreicht werden. Dies wird traditionell mechanisch — durch Biirsten von
Polyimidfilmen — erreicht. Zwischen diese gebiirsteten Polyimidfilme wird der
Fliissigkristall eingebracht. Bei TN-Displays sind die an den Grenzflichen
vorgegebenen Orientierungen um 90° gegeneinander verdreht (,twisted®, vgl. dazu
auch Abbildung 21). FEine in den letzten Jahren viel beachtete und erforschte
alternative Methode zur Ausrichtung des Direktors ist das sogenannte
,.Photoalignment“."™®") Dabei erhilt man die benétigte Oberflichenanisotropie durch

polarisierte, ultraviolette Bestrahlung eines photoreaktiven Polymerfilms, der die
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klassischen gebiirsteten Polyimidfilme ersetzt. Ein groBer Vorteil dieser photo-
chemischen Technik zur Orientierung nematischer Phasen ist, dass das LCD-Substrat
nicht mechanisch belastet wird und es zu keiner elektrostatischen Aufladung und
Kontamination des Materials mit Staub kommt, wodurch Produktionsausschuss
verringert werden kann. AufBlerdem lassen sich mit dieser Methode Displays mit
,Multi-Dominen-Bildpunkten“ herstellen, die sehr grofle Betrachtungswinkel

ermoglichen.™

Substrat

Ay

Abbildung 21. Lineare Photopolymerisation (LPP) oder ,,Photoalignment“ von Polymeren mit
photoreaktiven Cumarinseitenketten, die Schadt und Mitarbeiter zum Ausrichten des Direktors n
nutzten. Zur Vereinfachung ist nur die Kopf-zu-Kopf-Regioisomerie gezeigt. ® ist der Kippwinkel

zwischen n und dem Substrat. Kk ist der Vektor in Ausbreitungsrichtung der Strahlung. Unten rechts ist

ein ,,Vier-Dominen-Pixel* dargestellt, der auf diese Weise realisiert werden konnte.'®®!

Schadt und Mitarbeiter nutzten Methacrylatpolymere mit Cumarinseitenketten und
beobachteten eine homogene Orientierung des Direktors n parallel zum elektrischen
Feldvektor E der eingesetzten UV-Strahlung. Die einfallende linear polarisierte UV-
Strahlung fiihrte in den entsprechenden Polymerfilmen zu einer richtungsabhéngigen
und ohne Nebenreaktionen (z.B. E/Z-Isomerisierung bei Zimtsdureestern) ablaufenden
Dimerisierung der Cumarinchromophore. Daraus resultierende anisotrope van-der-
Waals- und anisotrope sterische Wechselwirkungen wurden unter anderem fiir die

uniaxiale Orientierung von n in y-Richtung verantwortlich gemacht. In der Praxis ist
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es meist vorteilhaft den Direktor n leicht aus der Substratebene herauszukippen. Dieser
Kippwinkel @ konnte mit dem beschriebenen Verfahren ebenfalls reproduzierbar

eingestellt werden. Insgesamt war die so induzierte Ausrichtung bis iiber 200 °C stabil.

Jackson und Mitarbeiter beschiftigten sich in den folgenden Jahren ebenfalls intensiv
mit cumarinfunktionalisierten Polymethacrylaten und der angesprochenen Photo-
alignment-Technologie.™ * Sie fanden, dass sich in Abhiingigkeit der eingestrahlten
Energie pro Fliche die fliissigkristallinen Phasen entweder parallel (geringe
Strahlungsenergie) oder senkrecht (hohe Strahlungsenergie) zum elektrischen
Feldvektor der polarisierten UV-Strahlung ausrichteten. Fiir die parallele LC-
Ausrichtung nach Bestrahlung bei niedrigen Energien war den Autoren zu Folge die
sterische Wechselwirkung der anisotrop ausgerichteten dimeren Cumarinseitenketten
mit den Fliissigkristallen verantwortlich. Bei hoheren Strahlungsenergien kam es zu
einer schrittweisen Zunahme der Anisotropie in den nicht-dimerisierten
Cumarinseitenketten, hervorgerufen durch photochemische Abbauprozesse und
schlieBlich zu einem Umschalten der LC-Ausrichtung von parallel nach senkrecht.

Abbildung 22. Ein von Jackson und Mitarbeitern synthetisiertes Polymer zur Untersuchung des
Photoalignments (oben).[84’ %1 Die von Obi und Mitarbeitern untersuchten cumarinfunktionalisierten
Polymere mit unterschiedlichen Spacerlingen (unten).””

Auch Obi und Mitarbeiter untersuchten die anisotrope Photodimerisierung einiger
Cumarinseitenketten-Polymere in Abhingigkeit der Spacerlinge zwischen Polymer-

riickgrat und Cumaringruppe.®” Die Photochemie dieser Polymere wurde mittels
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UV/Vis- und FTIR-Spektroskopie untersucht. Obi stellte fest, dass die Dimerisierungs-
geschwindigkeit abhingig von der Beweglichkeit des Chromophoren ist und mit

steigender Spacerldnge zunimmt.
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4.5.2 Licht- und Energiesammelfallen

Lichtsammelkomplexe (LHC = light harvesting complex) spielen in der Natur unter
anderem bei der Photosynthese der Pflanzen eine entscheidende Rolle. In natiirlichen
photosynthetischen Systemen umgeben eine Vielzahl von Chlorophyllmolekiilen ein
Reaktionszentrum. Die Chromophore wirken als Lichtsammelantenne, fangen die
Photonen der Sonnenstrahlung ein und transferieren diese Energie extrem schnell und
effizient auf das Reaktionszentrum (FRET = Fﬁrster-Resonanzenergietransfer).[90'93]
Dort findet dann die eigentliche Photosynthese statt, die in letzter Instanz, der
Dunkelreaktion der Photosynthese, zum Aufbau von Zuckermolekiilen fiihrt.
Abbildung 23 stellt beispielhaft den komplexen Aufbau des Lichtsammelkomplexes 2

von Spinat dar.*¥

Abbildung 23. Komplexe dreidimensionale Struktur des Lichtsammelkomplexes 2 von Spinat.”*! Die
Abbildung in druckbarer Auflosung wurde der Internetdoméne Sciencewatch.com entnommen
(http://sciencewatch.com/inter/pod/extras/09novLiu/ (April 2010)).

Das wissenschaftliche Interesse an biomimetischen Lichtsammelsystemen war und ist
bis heute sehr ausgeprigt. Anfang der 1990er Jahre haben Lang und Drickamer den
Energietransfer zwischen Cumarin 138 und Rhodamin B in einer Polyacrylsdurematrix
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untersucht.” Palmans und Mitarbeiter immobilisierten Cumarinchromophore an
einem Polymerriickgrat aus Poly(p-phenylenethinylen) (PPE, Abbildung 24).%
Selektive Anregung der Cumarine (A =320nm) fiihrte zu einem strahlungslosen
Energietransfer von den Cumarinseitenketten auf das PPE-Riickgrat (Akzeptor).
Nachgewiesen werden konnte dieser Energietransfer anhand der fehlenden
Donorfluoreszenz der Cumarine bei gleichzeitig stark ansteigender Akzeptoremission
des konjugierten Polymerriickgrats. Die Effizienz der Energieiibertragung lag bei

80 %.

Abbildung 24. Cumarinfunktionalisiertes Poly(p-phenylenethinylen) (PPE). Von den Cumarin-
chromophoren absorbierte Strahlungsenergie wird effizient auf das PPE-Riickgrat transferiert.

Weitere Effizienzverbesserungen konnte die Arbeitsgruppe um Fréchet erzielen.
Fréchet untersuchte neben linearen cumarinmodifizierten Copolymeren vor allem auch
dendritisch aufgebaute, funktionalisierte Polyarylether (vgl. Abbildung 25) auf ihre
photophysikalischen Eigenschaften hin.”**°" Die Dendrimere wurden iiber eine
leicht modifizierte konvergente Synthesestrategie aufgebaut. Die Cumarin 2-
Chromophore (Donormolekiile) in der Peripherie absorbieren Licht der Wellenlinge
310-380 nm. Das Emissionsmaximum bei Riickkehr in den elektronischen
Grundzustand (Fluoreszenzmaximum) liegt zwischen 400 und 480 nm und damit im
Bereich der Absorption des Cumarin 343, das als so genanntes Akzeptormolekiil im
Kern des Dendrimeren sitzt. Damit ist eine wichtige Voraussetzung fiir den
strahlungslosen Energietransfer zwischen Donor und Akzeptor erfiillt. Cumarin 343
gibt die aufgenommene Energie schlieBlich durch Fluoreszenz (A,.x = 480 nm) wieder

ab. Das Vorhandensein zweier Farbstoffe ermoglicht es dem Dendrimeren demnach
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Licht iiber einen breiten Spektralbereich zu absorbieren (auch der Akzeptor kann
direkt absorbieren) und die aufgenommene Energie spektral und rédumlich konzentriert
im Kern des Makromolekiils wieder abzugeben. Die von Fréchet ermittelte
Energietransfereffizienz liegt abhiingig von der Dendrimergeneration zwischen 92,0 %
(4. Generation) und 98,9 % (1. Generation).

i% 73
Ay BB

3 /@°
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Abbildung 25. Cumarinfunktionalisiertes Polyaryletherdendrimer der 4. Generation.””’ Cumarin 2
wirkt als Donor-, Cumarin 343 als Akzeptorchromophor.

Fréchet und Mitarbeiter entwickelten dariiber hinaus Dendrimere, die zwei
unterschiedliche Donorchromophore um einen zentralen Akzeptor angeordnet
haben.”® Den Kern stellt ein Porphyrin dar, das in einer ersten Schale von 8
Naphthopyranonfarbstoffen und in der dufleren Schale von 16 Cumarin-3-carboxylat-
Farbstoffen umgeben ist. Auf diese Weise war es moglich Photonen iiber einen
wesentlich breiteren Spektralbereich einzusammeln und in eine einzelne Emission des
zentralen Porphyrinakzeptors im roten Spektralbereich umzuwandeln. Das System
zeichnet einen nahezu quantitativen Energietransfer von beiden Donorchromophoren
auf den Akzeptor aus. Die entsprechende Struktur des eingesetzten Dendrimeren ist in
Abbildung 26 abgebildet.
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Abbildung 26. Dendrimer mit zentraler Porphyringruppe (Akzeptor) und 8 Naphthopyranon- und 16
Cumarin-3-carboxylat-Chromophoren (Donoren).”®

Die dendritischen Strukturen haben gegeniiber linearen Polymeren unter anderem den
Vorteil, dass die Chromophore sehr gleichmifBig verteilt und rdumlich voneinander
getrennt vorliegen. Der Aufbau strukturell nahezu eindeutig definierter
Lichtsammelsysteme ist auf diese Weise moglich. Neben weiteren Vorteilen, wie dem
breiten Lichtabsorptionsquerschnitt, der extrem hohen Fluoreszenzquantenausbeute
des Akzeptors, der guten Loslichkeit und Verarbeitbarkeit ist die schwierige und
langwierige Synthese aber ein nicht zu vernachlédssigender Nachteil. Die von Fréchet
dargestellten und untersuchten linearen Copolymere (vgl. Abbildung 27) imitierten in
Abhingigkeit des Donor/Akzeptor-Einbauverhiltnisses die vier Dendrimer-
generationen.”! Die Synthese erfolgte ausgehend von p-Vinylbenzylchlorid, das mit
Cumarin 2 (Donor) bzw. Cumarin 343 (Akzeptor) funktionalisiert und anschlieBend
mit Styrol copolymerisiert wurde. Die Energietransfereffizienzen der so erhaltenen
Polymere waren durchaus mit denen der entsprechenden Dendrimervorbilder
vergleichbar. Die Flexibilitit und Knéuelbildung der Polymerketten in Losung fiihrt
allerdings dazu, dass die Chromophore direkt miteinander wechselwirken konnten.
Eine rdumliche Isolation der funktionellen Gruppen, wie sie in den oben beschriebenen
dendritischen Strukturen vorlag war hier nicht gegeben. Als Folge verringerte sich die
Quantenausbeute der Akzeptorfluoreszenz ganz erheblich.
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Abbildung 27. Cumarinfunktionalisierte lineare Copolymere. Cumarin2 wirkt als Donor-,

Cumarin 343 als Akzeptorchromophor.

Abbildung 28. Typischer Farbstoff auf Cumarinbasis zum Aufbau sensibilisierter Solarzellen.

Vereinfachte schematische Darstellung der Entstehung eines Photostroms."”!

Ein Forschungsgebiet, das vor dem Hintergrund von globaler Erwidrmung und
Ressourcenverbrauch enorm an Bedeutung gewonnen hat, beschiftigt sich mit

farbstoffsensibilisierten photovoltaischen Zellen.!'™”

Die eingesetzten Farbstoffe
besitzen eine Elektronendonor- und eine iiber ein konjugiertes m-System damit
verkniipfte Elektronenakzeptorgruppe. Wird ein Photon mit ausreichender Energie
zum Anheben eines Elektrons in einen angeregten Zustand (typischerweise ein
Singulett S; Zustand) absorbiert, kommt es zu einem sehr schnellen Elektronenfluss

vom Donor zum Akzeptor entlang des konjugierten n-Systems. Von dort aus wird das
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Elektron an das Leitungsband des Halbleiters abgegeben (PET = Photoinduzierter
Elektronentransfer). Der oxidierte Farbstoff wird anschlieBend durch einen
Elektronentransfer vom I;/I-Elektrolyten regeneriert. Den Abschluss des
Regenerationsprozesses bildet die Reduktion von I; an der Kathode. Abbildung 28
fasst die Dbeteiligen Prozesse vereinfacht zusammen. Der Vorteil dieser
farbstoffsensibilisierten photovoltaischen Zellen auf Basis von nanokristallinem
Titandioxid wird vor allem bei den potentiell geringen Produktionskosten bei
gleichzeitig akzeptabler Leistung verglichen mit konventionellen Solarzellen

gesehen.” 10!
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Abbildung 29. Schematischer Mechanismus der Fluoreszenzverstarkung bzw. —unterdriickung, der
den Einsatz cumarinfunktionalisierter Polymere in der Sensorik ermdglicht.

Auch in der Sensorik wird dieses Prinzip eingesetzt.'"'®! Eine Moglichkeit einen
solchen Chemosensor zu konstruieren besteht darin ein Fluorophor kovalent an einen
Rezeptor zu binden. In Abbildung 29 ist dies fiir einen wasserloslichen,
polymerbasierenden Protonen- und Metallionensensor gezeigt, der 2009 von Su und

102]

Mitarbeitern vorgestellt wurde.! Solange Protonen oder Metallionen an den
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Rezeptor binden ist kein photoinduzierter Elektronentransfer auf den Cumarinfarbstoff
moglich. Die Fluoreszenz der Cumaringruppe wird daher nicht unterdriickt. In
alkalischer Losung kommt es bei Anregung des Fluorophors zu einem
photoinduzierten Elektrontransfer vom Rezeptor und die Fluoreszenz wird
unterdriickt. Ahnlich ist das Verhalten beim Fehlen von Metallionen. Dariiber hinaus
war das Ansprechverhalten auf Metallionen selektiv fiir Ni2+-Ionen, wie der Ausschnitt

unten rechts in Abbildung 29 zeigt.
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4.5.3 Reversible lichtinduzierte Vernetzung von Polymeren

Obwohl Cumarine bereits Mitte der 1960er Jahre als photoreaktive Gruppen in
Polymere eingebaut wurden, dauerte es bis Ende der 1980er Jahre bevor die
Reversibilitit der Cumarinphotochemie gezielt untersucht wurde.” Saegusa und
Mitarbeiter untersuchten sowohl thermisch als auch photochemisch umkehrbare

Gelbildungsreaktionen von funktionalisierten Polyoxazolinen.!'*" %!

Abbildung 30. Synthese von partiell hydrolysiertem Polyoxazolin und polymeranaloge
Cumarinfunktionalisierung der entsprechenden Polymere (oben). Reversible photochemisch induzierte
Kettendimerisierung (unten).

Die UV-vernetzbaren Polyoxazoline wurden durch ring6ffnende Polymerisation von
2-Methyl-2-oxazolin, partieller Hydrolyse der Seitenketten und abschlieBender
Acylierung mit 7-Cumarinoxyessigsiure hergestellt (Abbildung 30)."''" Untersucht
wurde die reversible Vernetzung in Abhingigkeit von Cumarinanteil und
Bestrahlungsdauer mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie. Nach 30 min Bestrahlung
(A>310 nm) eines entsprechenden Polymerfilms (3,9 mol% Cumarinanteil) waren
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bereits 59 % aller funktionalisierten Seitenketten dimerisiert. In Wasser bildete sich ein
Hydrogel, wobei das Polymer sein 14-faches Trockengewicht an Wasser aufnehmen
konnte. Lingere Bestrahlung (350 min, A > 310 nm) erhdhte den Dimerisierungsgrad
auf ca. 95 %. Die Wasseraufnahmefihigkeit erniedrigte sich dabei drastisch. Auch ein
hoherer Cumarinanteil im Copolymer fiihrte nach Bestrahlung zu einer Reduzierung
der Quellfdhigkeit. Die photochemisch induzierte Dimerspaltung durch kurzwelliges
UV-Licht (Quecksilberdampf-Niederdrucklampe; A =253 nm) regenerierte maximal
55-60 % der Cumaringruppen. Nur wenig vernetzte, in Methanol unldsliche
Polymerfilme waren deshalb nach der Spaltungsreaktion wieder in Methanol 16slich.
Stark vernetzte Polymere blieben auch nach zweistiindiger Bestrahlung unter

Spaltungsbedingungen in Methanol unléslich.

Chen und Hasegawa arbeiteten seit den 1980er Jahren sehr intensiv an Polymeren mit
Cumarindimer-Komponenten — vor allem mit dem Ziel chirale stationire HPLC-
Phasen zu entwickeln."%'%! Arbeiten, die sich mit der reversiblen Photodimerisierung
von Cumarinchromophoren in Polymeren beschiftigten gab es bis 1995 keine

nennenswerten.[zg]

Chen untersuchte die reversible Photodimerisierung von 7-Hydroxycumarin- (HC) und
7-Hydroxy-4-methylcumarin-Derivaten (HMC) in einer Matrix aus Polyvinylacetat.
Besonderes Augenmerk wurde auf die Reaktionsgeschwindigkeiten und die
Reversibilitit der Photochemie gelegt. Die FErgebnisse sind im Folgenden
zusammengefasst.'” Wie in Abbildung 31 gezeigt, wurden die beiden Cumarin-
derivate jeweils mit Propansdure (C3) sowie mit Palmitinsdure (C16) verestert. Die
langkettig funktionalisierten Cumarine waren den beiden Derivaten mit kurzen
Alkylketten in Bezug auf Dimerisierungsgeschwindigkeit und Reversibilitit deutlich
iiberlegen. Beispielsweise zeigte C16-HMC eine 200-fach hohere Reaktionsrate im
Vergleich mit dem Propansidure-Analogon C3-HMC. Die langen Palmitylketten
unterstiitzen den Autoren zufolge die Cumarinchromophore bei der Einnahme ihrer
reaktiven Orientierung zueinander. Auch nach der Dimerspaltung stabilisieren die
langen Alkylketten die Cumaringruppen in einer fiir die nachfolgende Dimerisierung
giinstigen Konformation. Dies macht sich an einem geringeren Energiebedarf der
Cycloaddition nach dem ersten Zyklus bemerkbar. Die schwachen van-der-Waals-
Krifte zwischen den kurzen Propylketten zeigten keinen solchen stabilisierenden

Einfluss. Dariiber hinaus interessant ist die Feststellung, dass die 4-methyl-
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substituierten Dicumarine sich bis zu dreimal schneller bildeten als die in der 4-

Position nicht-substituierten Cumarindimere.

Abbildung 31. Alkylfunktionalisierte (C3 bzw. C16) Cumarinderivate.

Chen und Mitarbeiter veroffentlichten zahlreiche Arbeiten zu cumarin-
funktionalisierten Polymeren, die auf den oben beschriebenen Erkenntnissen
aufbauen."'""* Unter anderem untersuchten sie Synthese und reversible Photochemie
von 4-Methylcumarin-funktionalisierten Acrylatcopolymeren (vgl. Abbildung 32) und
ihre Eignung als Negativlack in der Photolithographie."'” """l Die photoreaktiven
Polymere wurden als diinne Filme auf die AuBlenwand von Quarzglaskiivetten
aufgebracht. Die Vernetzung erfolgte durch Bestrahlung bei 300 sowie 350 nm, die
anschlieBende Dimerspaltung bei 254 nm. Beide Prozesse wurden mehrfach
wiederholt um einen Aussage iiber die Reversibilitdt der Photochemie machen zu
konnen. Verfolgt wurden die photochemischen Prozesse mittels UV/Vis-
Spektroskopie. Eine effektivere Dimerisierung konnte durch Bestrahlung bei
A =300 nm, also niher am Absorptionsmaximum des Chromophoren (A« = 310 nm),
erzielt werden. Jedoch wirkte sich ein deutlich verstirkter degenerativer
photochemischer Abbau der reaktiven Chromophore negativ auf die Reversibilitéit der

Dimerisierung aus.
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Abbildung 32. Reversible Vernetzung der 4-Methylcumarin-funktionalisierten Poly(meth)acrylate.

Abbildung 33 zeigt, dass nach der ersten Photovernetzung an einem Film aus Poly(7-
acryloyloxy-4-methylcumarin) eine vollstindige Spaltung der Dimere nicht mehr
moglich war. Begriindet wurde diese Beobachtung damit, dass die Bestrahlung bei
A =254 nm sehr rasch in ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Spaltung und

Dimerisierung fiihrt."'% '
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Abbildung 33. Reversibilitit der photochemischen Dimerisierung (Absorptionsabnahme) bzw.
Dimerspaltung (Absorptionszunahme) an einem Film aus Poly(7-acryloyloxy-4-methylcumarin).!''”
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Dariiber hinaus zeigte sich, dass die Beweglichkeit des Polymerriickgrats und der
Cumarinanteil im Copolymer entscheidenden Einfluss auf die Dimerisierungsrate
hatten. Beispielweise erhohte sich durch steigenden Butylacrylatanteil in Polymer 4
(vgl. Abbildung 32) die Kettensegmentbeweglichkeit, was zu einer Abnahme von 7,
unter die Reaktionstemperatur (36 °C) fithrte. Obwohl der Anteil reaktiver
Chromophore im Copolymer dadurch verringert wurde, erhohte sich die
Dimerisierungsrate auf Grund der hoheren Kettensegmentmobilitdt. Ein hoherer
Cumarinanteil im Copolymer wirkte sich dann beschleunigend auf die Dimerisierung
aus, wenn die Glasiibergangstemperaturen zweier zu vergleichender Proben gleichsam
deutlich ober- oder unterhalb der Arbeitstemperatur des Photoreaktors lagen — also die
Kettensegmentbeweglichkeiten bei gegebener Arbeitstemperatur  vergleichbar

110, 111
Waren.[ 0.1t

Triager und Mitarbeiter untersuchten die Photochemie von Polymerfilmen aus Poly(7-
methacryloyloxycumarin) (PMAOC) beziehungsweise einem Copolymer aus
Butylmethacrylat (BMA) und einem 7-Methacryloyloxycumarin-Dimer Poly(BMA-
co-MAOC::MAOC)."'"Y Dabei lag das Hauptaugenmerk auf der Verinderung der
refraktiven Eigenschaften dieser Polymerfilme. Die photochemisch induzierte
Verinderung des Brechungsindex soll in vivo die Anpassung der Brechkraft von
Intraokularlinsen ermoglichen. Sie konnten demonstrieren, dass die Bestrahlung des
PMAOC-Films (A =313 nm) zu einer Anderung des Brechungsindex von 1,6295 auf
1,6043, hervorgerufen durch die lichtinduzierte Dimerisierung der Chromophore,
filhrte. Dies wiirde ausreichen um in einer typischen Intraokularlinse eine Brech-
kraftverdnderung um 2,0 dpt zu erzielen. Fiir das Poly(BMA-co-MAOC::MAOC)
konnte entsprechend gezeigt werden, dass kurzwellige UV-Bestrahlung zur Spaltung
der Cumarindimere und damit auch zu einer Anderung des Brechungsindex fiihrte. Der
groBe Nachteil dieses Polymeren war, dass es nur noch spanabhebend verarbeitet
werden konnte. Eine deutliche Verbesserung der Polymereigenschaften, vor allem der
Transparenz und der Verarbeitbarkeit der Materialien konnte durch Einfiihren von
Alkylspacern zwischen Chromophor und Hauptkette erreicht werden. Auch die

erzielbare Verinderung des Brechungsindex konnte so gesteigert werden.!'"!
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4.5.4 Reversible photochemische Kettenverlangerung

Photopolymerisation und reversible photochemische Kettenverlingerung sind weitere
polymerchemische Forschungsfelder in denen Cumarinchromophore eingesetzt

Werden.[m’ 116-120]

Abbildung 34. Endstindig cumarinfunktionalisierte Bausteine zum Aufbau von Polyestern,

Polyethern und Polyurethanen. Der Polyurethanbaustein wurde durch die reversible Spaltung eines

Polyurethans mit Cumarindimeren in der Hauptkette erhalten.!"'> 618!

Die meisten Arbeiten zu dieser Thematik stammen aus der Arbeitsgruppe um Yun
Chen. Diese untersuchte die reversible Kettenverlingerung an einer ganzen Reihe
cumarinfunktionalisierter Polymere. In Abbildung 34 sind diese photopoly-
merisierbaren  Baugruppen  fiir  Polyurethane, Polyester und  Polyether
abgebildet.''> 11118

bzw. 350 nm) ausgesetzt, was zur Dimerisierung und damit Kettenverldngerung fiihrte.

! Die a,m-Dicumarine wurden in Losung UV-Strahlung (A = 300

Im Folgenden sind einige Ergebnisse der Arbeiten zu den synthetisierten Polyethern
widergegeben.!"'> ¥l Die Kettenspaltung erfolgte dann wie iiblich mit kurzwelliger
UV-Strahlung und fiihrte zu Oligomeren. Im Ergebnis zeigte sich, dass eine
zunehmende Spacerldnge zwischen den beiden endstdndigen funktionellen Gruppen
sich giinstig auf das Kettenwachstum auswirkt, da die intramolekulare Ringbildung an
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Bedeutung verliert. Der Zusatz eines Triplettsensibilisators wie Benzophenon, erhohte
wie erwartet die Dimerisierungsrate ohne die Dimerspaltungsrate merklich zu
beeinflussen. Die Reversibilitit der Photopolymerisation an den von Chen et al.
untersuchten Polyethern war allerdings nur bedingt vorhanden. Die Konzentration der
zuriickgebildeten Cumarinchromophore nahm hier nicht nur am Ende des ersten
Zyklus deutlich ab (vgl. Abbildung 33 auf Seite 38 und die entsprechende Erkldrung),
sondern auch wihrend der folgenden Zyklen. Dies deutete man als Hinweis auf eine
zumindest teilweise irreversibel ablaufende Photochemie.

Abbildung 35. o,o-Cumarin-funktionalisiertes Polyethylenglykololigomer.

Trenor und Mitarbeitern gelang es a,m-Cumarin-funktionalisierte Polyethylenglykol-
oligomere (PEG-Oligomere) zu synthetisieren (Abbildung 35) und diese durch
Bestrahlung oberhalb von 300 nm photochemisch zu verlingern."*”" Im Unterschied
zu Chen arbeitete Trenor nicht in Losung sondern mit 1-15 pum dicken Filmen, die er
aus Losungen der funktionalisierten PEG-Oligomere herstellte. Trenor setzte neben
UV/Vis-Spektroskopie auch die Gelpermeationschromatographie zur Reaktions-
verfolgung ein. Die Kettenverlingerung fithrte zu einer Verdopplung des
zahlenmittleren Molekulargewichts M, und gleichzeitig zu einer deutlichen
Verbreiterung der Molekulargewichtsverteilung. Wie erwartet fiihrte anschlieBende
kurzwellige UV-Bestrahlung zur Spaltung der Cumarindimere und zum Abbau der
Polymerketten. Die Molekulargewichtsverteilung der Oligomere nach erfolgter
Kettenspaltung war in sehr guter Ubereinstimmung mit der Molekulargewichts-
verteilung des Startmaterials.

Die lichtinduzierte Dimerisierung monofunktionalisierter Polystyrolketten wurde von
Liu Cheng-Mei und Mitarbeitern untersucht."''”! Die Polymerisation der endstindig
cumarinfunktionalisierten Polystyrolketten erfolgte mittels radikalischer Atomtransfer-
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polymerisation (ATRP). Durch Reaktion von 7-Hydroxy-4-methylcumarin mit
Chloressigsaurechlorid wurde ein photoreaktiver Initiator dargestellt, der in Gegenwart
von Kupfer(I)bromid und 2,2'-Bipyridin zur Initiilerung der Syrolpolymerisation
eingesetzt wurde (Abbildung 36).

Abbildung 36. Endstindig cumarinfunktionalisiertes Polystyrol via ATRP.

Die Polymerisation wurde in Abhingigkeit von Reaktionszeit, -temperatur und dem
Monomer/Initiator-Verhéltnis durchgefiihrt. Die Charakterisierung der erhaltenen
Polymere zeigte eine nahezu quantitative Funktionalisierung. Die experimentell
erhaltenen Molekulargewichte lieBen sich gut kontrollieren und waren in guter
Ubereinstimmung mit den theoretisch berechneten. Abhiingig vom Monomer/Initiator-
Verhiltnis konnten endstdndig monofunktionalisierte Polystyrole mit M, zwischen
2800 und 21000 dargestellt werden. Bei Initiatorkonzentrationen kleiner 1 mol% kam
es allerdings zu deutlichen Abweichungen vom kontrollierten Kettenwachstum, was an
einem rapiden Anstieg der Polydispersitit nachvollzogen werden konnte. Die
Photochemie der endstindig mit Cumarin monofunktionalisierten Polystyrole wurde
an Polymerfilmen untersucht. Es gelang den Forschern nicht eine annédhernd
quantitative Dimerisierung zu erzielen. Dies wurde auf eine eingeschriankte Mobilitét
der Chromophore zuriickgefiihrt. In Losung wurde die Dimerisierung bisher noch
nicht erforscht.
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4.5.5 Cumarinfunktionalisierte Polymere als Wirkstoffdepot

Die Arbeitsgruppen Hampp und Greiner publizierten in den letzten Jahren zahlreiche
Arbeiten, die sich mit der Entwicklung polymerer ophthalmologischer Implantat-
materialien fiir die Zwei-Photonen-induzierte Freisetzung von Wirkstoffen

zB. L5774 1211221 yahei wurden und werden zwei unterschiedliche

beschiftigen.
Ansitze verfolgt. Gemeinsam ist beiden, dass ein zytotoxischer bzw. zytostatischer
Wirkstoff kovalent aber photochemisch reversibel an ein Polymerriickgrat gebunden
vorliegt. Auf welcher Synthesestufe der Wirkstoff (polymeranalog oder wihrend der
Monomersynthese) photochemisch reversibel immobilisiert wird und wie der

Wirkstoff mit der Polymerhauptkette verbunden ist, differenziert die beiden Wege.

Abbildung 37. Copolymerisation von 7-Methacryloyloxycumarin (MAOC) mit unterschiedlichen
Methacrylaten und anschliefende polymeranaloge photochemische Beladung mit 1-Heptanoyl-5-
fluoruracil (1. Strategie).

In der ersten Strategie wurden cumarinfunktionalisierte Copolymere auf Meth-
acrylatbasis als Basispolymere fiir das Wirkstoffdepot eingesetzt (Abbildung 37).
Typischerweise lag der Cumarinanteil im Polymer zwischen 9 und 14,3 mol% und
damit sehr hoch. Als Wirkstoff wurde das in den spiten 1950er Jahren von

Duschinsky' >

erstmals synthetisierte und schon 1962 von Hoffmann-La Roche auf
den Markt gebrachte Zytostatikum 5-Fluoruracil (5FU) verwendet. Die Doppel-
bindung zwischen C5 und C6 erméglicht die direkte, polymeranalog durchgefiihrte,
Anbindung des Wirkstoffs bzw. einer Wirkstoffvorstufe an die photoreaktiven

Cumarinlinker. Mechanistisch betrachtet erfolgt die photochemisch reversible
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Immobilisierung iiber eine [242]-Cycloaddition. Hértner konnte experimentell
ermitteln, dass nur etwa jede achte Linkergruppe mit dem Wirkstoff beladen wurde.
Uber 80 % der photoreaktiven Linker bildeten demnach Cumarin/Cumarin-
Homodimere, gleichbedeutend mit intra- und ggf. auch intermolekularer Vernetzung.
Loslichkeitsprobleme, mangelnde Filmbildungseigenschaften, Sprodigkeit und
schlechte thermische Verarbeitbarkeit der beladenen Polymere wurden beobachtet. Die
Synthese von Vorldufern fiir die Intraokularlinsenherstellung war bisher nicht moglich.
Die Freisetzung der Wirkstoffvorstufe durch Cycloreversion wurde in Ein- und Zwei-
Photonen-Experimenten untersucht (Abbildung 38). UV-induziert konnten maximal
60 % der immobilisierten Wirkstoffvorstufe wieder freigesetzt werden. Fasst man die
Ergebnisse zusammen konnten in Losung aus einem Copolymer aus Butylmethacrylat
(BMA) und 7-Methacryloyloxycumarin (MAOC) (BMA/MAOC = 10:1 im Basis-
polymer) 6 ug S-Fluoruracil und bis zu 15 pg 5-Fluoruracil pro 1 mg Polymer-
Wirkstoff-Konjugat aus einem  Methylmethacrylat/7-Methacryloyloxycumarin-

Copolymeren (6 : 1 im Basispolymer) UV-induziert freigesetzt werden.* 1! 124!

Abbildung 38. Ein- und Zwei-Photonen-induzierte Freisetzung von 1-Heptanoyl-5-fluoruracil
(1. Strategie).

Die zweite Strategie umgeht die Probleme, die die polymeranaloge photochemische
Wirkstoffbeladung mit sich bringt (degenerative Auswirkungen auf das Polymer-
riickgrat, Vernetzung durch Bildung von Cumarinhomodimeren), indem die
Photochemie auf Monomerebene durchgefithrt wird. In Abbildung 39 ist das
wirkstoffbeladene Copolymer abgebildet, dessen Synthese sieben Stufen umfasste. Vor

allem die einseitige Entschiitzung des Dimeren und die nachfolgende Veresterung
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bereiteten grofle synthetische Probleme. Eine asymmetrische Schiitzung konnte das
Problem an dieser Stelle zumindest teilweise 10sen. Als Wirkstoff wurde
beispielsweise Chlorambucil eingesetzt (vgl. Abbildung 39) und mit dem
photoreaktiven Molekiilteil (Cumarindimer) durch Veresterung verbunden. Die
photochemische  Freisetzung des  Cumarin-Chlorambucil-Konjugats  konnte
experimentell nachgewiesen werden. Die Regeneration des eigentlichen Wirkstoffs
durch anschlieBende Hydrolyse der Estergruppe blieb jedoch aus. Die
unklaren/negativen Ergebnisse der Wirksamkeitspriifung gegen Krebszellen der

Zelllinie Bon sind wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren.!'**

Abbildung 39. Syntheseschema zur Darstellung eines photochemisch aktivierbaren Wirkstoffdepots.
Die reversible Anbindung des Wirkstoffs erfolgt iiber ein photochemisch spaltbares Cumarindimer und
damit indirekt (Strategie 2). TBS = fert-Butyldimethylsilyl- (Entschiitzungsreaktionen wurden nicht
dargestellt).
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4.5.6 Photokontrollierbare Nano- und Mikrostrukturen

Polymermizellen eignen sich zum Verkapseln von Gastmolekiilen, beispielsweise
Wirkstoffen, und sind so fiir Systeme zur kontrollierten Freisetzung interessant.
Photochemisch ansprechbare Mizellen wurden in den letzten Jahren verstérkt

t.'*128 Zhao und Mitarbeiter synthetisierten beispielsweise amphiphile

thematisier
Diblockcopolymere mit Cumaringruppen im hydrophoben Polymerteil und
konstruierten daraus reversibel vernetzbare Mizellen.!'*! Den Autoren zufolge sollte es
auf diese Weise moglich sein durch die photochemisch induzierte Vernetzung des
Mizellkerns eine Stabilisierung der Mizelle und der darin ggf. eingeschlossenen
Gastmolekiile zu erreichen. Bei Bedarf kann die Mizelle dann wieder photochemisch
destabilisiert werden (Dimerspaltung) um eine Freisetzung der Gastmolekiile zu
ermoglichen. Der hydrophile Teil des Copolymeren wurde aus Polyethylenoxid und
der hydrophobe, photoreaktive Block mittels radikalischer Atomtransferpolymerisation
aus einem cumarinfunktionalisierten Methacrylathomo- bzw. copolymer aufgebaut
(Abbildung 40). Die Autoren rdumten allerdings ein, dass Effizienz und Reversibilitét
der Photochemie noch unbefriedigend waren.

Abbildung 40. Amphiphiles Diblockcopolymer, das den Aufbau photochemisch ansprechbarer

Mizellen ermoglichte.!'*!

Die gleiche Arbeitsgruppe nutzte die photochemisch vernetzbaren Mizellen aus
amphiphilien Diblockcopolymeren zum Aufbau von Multilagenfilmen im ,,Layer-by-
Layer“-Prozess mit Polyacrylsiure (Abbildung 41)."* An einem entsprechenden
Film, bestehend aus zehn Doppelschichten, wurde untersucht, welchen Effekt eine
photochemische Vernetzung der Mizellkerne auf die Freisetzung eines hydrophoben
Farbstoffs, mit dem die Mizellen vor dem Aufbau des Multilagenfilms beladen
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wurden, hat. Dazu wurden die Mizellen in den Filmen nachtriglich vernetzt. Die
Diffusion der Gastmolekiile wurde anschlieBend fluoreszenzspektroskopisch verfolgt.
Mit zunehmendem Vernetzungsgrad konnte eine Verlangsamung der Freisetzung
festgestellt werden.

Abbildung 41. Schematische Darstellung des ,Layer-by-Layer*“-Aufbaus eines Multilagenfilms mit

photochemisch vernetzbaren Mizellen.!"**!

Dariiber hinaus konnten die Autoren zeigen, dass nanopordse Filme durch Herauslosen
der Mizellen aus den Filmen erhalten werden konnten. Dazu wurde beispielsweise der
Polyacrylsdureanteil chemisch vernetzt bevor anschlieBend die nicht-vernetzten
Mizellen in Dimethylsulfoxid herausgeldst wurden. Die Moglichkeit zusitzlich den
Grad der photochemischen Vernetzung der Mizellen beeinflussen zu konnen, konnte

zur Einstellung der Porositit der Filme ausgenutzt werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe
Implantatmaterialien

Die folgende Ergebnisdiskussion ist chronologisch aufgebaut und beginnt mit dem
ersten Schritt auf dem Weg zur Intraokularlinse fiir die laserinduzierte Freisetzung von
Wirkstoffen — der Synthese von Basispolymeren mit photoreaktiven Linkermolekiilen,
an denen anschlieBend das Zytostatikum 5-Fluoruracil bzw. dessen Vorstufe
1-Heptanoyl-5-fluoruracil reversibel immobilisiert werden kann. Es gibt eine Vielzahl
unterschiedlicher Polymerarchitekturen, die fiir den Aufbau eines solchen
Basispolymeren herangezogen werden konnen. Zwei davon, ausschlieBlich endstindig
monofunktionalisierte Polymere auf der einen und statistische Copolymere auf der
anderen Seite, sollen hier ausfiihrlich betrachtet werden. Als Linker wurde 7-Hydroxy-
4-methylcumarin derivatisiert und der Polymerarchitektur entsprechend im
Basispolymer eingebaut.

5.1 Endstandig 4-Methylcumarin-funktionalisierte hydrophobe
Basispolymere

Die Synthese endstindig cumarinmonofunktionalisierter Polymere wurde mittels
radikalischer Atomtransferpolymerisation (ATRP) realisiert. Diese Kkontrollierte
radikalische Polymerisation erlaubt es Polymere mit einstellbarem Molekulargewicht,
enger Molekulargewichtsverteilung und definierten Endgruppen herzustellen. Die
Einstellbarkeit der Kettenldnge ist neben der endstindigen Funktionalisierung wichtig
fir den Einsatz der Basispolymere als Wirkstoffdepot. In einem Basispolymer mit
kiirzeren Ketten ist der Linkeranteil und damit auch der potentielle Anteil an
Wirkstoff/Linker-Heterodimeren im Vergleich zu einem ldngerkettigen Polymer hoher.
Griinde, die dem Einsatz oligomerer Basismaterialien entgegenstehen, werden spiter
diskutiert.

48



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

5.1.1 Initiatorsynthese

Der endstindige photoreaktive Linker wird iiber den Initiator in das Polymer
eingefithrt. Alkylhalogenide sind typische Initiatoren fiir die radikalische
Atomtransferpolymerisation. Prinzipiell kann jedes Alkylchlorid, -bromid und auch
-iodid mit einer aktivierenden Gruppe, wie z.B. Aryl-, Carbonyl- oder Allyl-, am
a-Kohlenstoff als Initiator eingesetzt werden. Entscheidend ist die schnelle und
selektive Migration des Halogenatoms zwischen wachsender Kette (bzw. dem Initiator
am Kettenstart) und dem katalysierenden Ubergangsmetallkomplex. a-Haloisobutyrate
eignen sich auf Grund der strukturellen Ahnlichkeit zum wachsenden Kettenende sehr
gut fiir die Initiierung der ATRP von Methacrylaten.

Das a-Haloisobutyrat 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin wurde durch
Veresterung von 7-Hydroxy-4-methylcumarin mit 2-Bromisobuttersdurebromid in
Dichlormethan bei 0 °C mit Triethylamin als zusitzlicher Base synthetisiert
(Abbildung 42). Die niedrige Reaktionstemperatur und die kurze Reaktionszeit halfen
dabei die Bildung von Nebenprodukten zu vermeiden. Das Rohprodukt musste zur
Aufreinigung lediglich aus Methanol umkristallisiert werden.

Abbildung 42. Synthese von 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin (BiBMC).

Dieser bisher nicht literaturbekannte ATRP-Initiator wurde anschlieBend intensiv
kernresonanzspektroskopisch analysiert. Die Verhiltnisse der Resonanzintegrale im
'H-NMR-Spektrum stimmen mit der Molekiilstruktur von BiBMC iiberein. Auch die
Aufspaltung und chemische Verschiebung der Signale entsprechen den Erwartungen.
Das entsprechende Spektrum ist in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 43. 'H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl;) von 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methyl-

cumarin.

Abbildung 44 zeigt das “C-NMR-Spektrum von 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-
methylcumarin mit der entsprechenden Zuordnung der Resonanzen. Hierfiir wurden
zweidimensionale 'H,'>C-Korrelationstechniken wie das HSQC- und das HMBC-
Experiment herangezogen. Diese Verfahren ermoglichten es auch die Zuordnung der
Protonensignale zu bestitigen. Die 'J-C,H-Kopplungen sind aus Abbildung 45 zu
entnehmen. Die hieraus abgeleitete Zuordnung der Kohlenstoffatome, an die
Wasserstoffatome gebunden sind, wurde durch Untersuchung der C,H-Kopplung iiber
mehrere Bindungen (HMBC, Abbildung 45) bestitigt.
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Abbildung 44. “C-NMR-Spektrum (126 MHz, CDCl;) von 7-(2’-Bromisobutyryloxy)-4-methyl-

cumarin.

Die magnetisch #iquivalenten Methylprotonen C3'H; zeigen wie erwartet eine ~.J-C,H-
Kopplung mit C3’ sowie mit Cl' und eine °J-C,H-Kopplung mit C2’. Die
Methylprotonen C11Hj; koppeln iiber drei Bindungen mit C3 und iiber zwei Bindungen
mit C4. Dariiber hinaus zeigt das olefinische Proton C3H eine J-C,H-Kopplung mit
Cll und CI10 sowie eine °J-C,H-Kopplung mit C2. Die Kopplungen der
Kohlenstoffatome C8 und C10 mit C6H iiber drei Bindungen, sowie die ?J-C,H-
Kopplung von C6H mit C7 konnen ebenfalls dem Spektrum entnommen werden. Auch
fir das aromatische Proton C8H beobachtet man Korrelationen iiber mehrere
Bindungen mit C6, C4, C7 und C9. Das am stérksten tieffeldverschobene Proton C5H
koppelt mit C4, C7 und C9 iiber drei, mit C8 iiber vier und mit C10 iiber zwei
Bindungen.

Die NMR-spektroskopischen Daten sowie die zusitzliche Analyse mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie zeigen die hohe Reinheit des Produktes. Als
ungeeignet um die Reinheit des Initiators festzustellen erwies sich die
gaschromatographische Analyse. Hier kam es im Injektor teilweise zu einer thermisch

induzierten Bromwasserstoffeliminierung.

51



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

3
11
5 86 3
R ) ppm
5 86 3
" L n J_ ppm " 20
3' @ r
8 @ L110
T
3— @ F115 —
6 0 - 60
120
) s—— ] 125 - 80
T T T T T T T T
76 74 72 7.0 68 6.6 64  ppm
100
8 — 0
3 . i
6 120
5 0
T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 ppm
3
11
5 86 3 ‘
_ n ) ppm
11— L 20
) ppm
- a0
£110
2'*
120 - 60
£ 130 b 8o
. - F140 b |F100
PR w H
3 . e '
6791, 0B - 150 Q“G’/” 120
5 1 0 0 H %
140
4_] ppm &
i [ ‘ 411 ? ;
2 ] 9 } ~160
1 2/3 1g) s
18§ |-180
i

T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 ppm

Abbildung 45. 2D—1H,13C-Korrelationsexperimente (HSQC oben, HMBC unten) von 7-(2'-Brom-
isobutyryloxy)-4-methylcumarin.
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5.1.2 Polymerisation — Einstellen der Reaktionsbedingungen

Das Alkylhalogenid 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin wurde fiir die kupfer-
katalysierte Synthese von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem Poly-
methylmethacrylat eingesetzt (Abbildung 46). Die katalysierende Kupferspezies wurde
in situ aus Kupfer(I)bromid und einer dquimolaren Menge an 1,1,4,7,7-Penta-
methyldiethylentriamin (PMDETA) erzeugt. Die Polymerisationen wurden bei 70 °C
mit Anisol als Losungsmittel durchgefiihrt. Ahnliche Kombinationen aus o-Halo-
isobutyrat, Kupfer(I)halogenid und dreizihnigem Aminligand wurden unter anderem
von Matyjaszewski beschrieben und fiir die kontrollierte Polymerisation von
Methylmethacrylat eingesetzt.'® Das verwendete Losungsmittel sowie die

Reaktionstemperatur sind ebenfalls gebriuchliche Reaktionsbedingungen.!' '3

Abbildung 46. Synthese von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem PMMA mittels ATRP.

Die Herausforderung bestand darin Polymere mit definierter Endgruppe und vor allem
niedrigen Molekulargewichten (M, <10000) herzustellen. Die Zahl an gleichzeitig
wachsenden Polymerketten einer lebenden Polymerisation ist durch die
Anfangskonzentration an Initiator gegeben. Fiir den theoretischen Polymerisationsgrad

gilt folgende Beziehung'"*":

_ [Monomer],

= X Umsatz

[Initiator],

Wihrend der Polymerisation kurzkettiger Polymere liegen demnach viele wachsende
Ketten (schlafend und aktiv) nebeneinander vor. Ist die Geschwindigkeitskonstante der
Deaktivierung (kp..;) nicht ausreichend gro8 gegeniiber der Geschwindig-
keitskonstante der Aktivierung (k4;,) kann die resultierende hohe Konzentration an
aktiven Ketten und damit an Makroradikalen vermehrt zu Ubertragungsreaktionen und
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Kettenabbriichen fithren. In Abbildung 47 sind die entscheidenden Reaktionsschritte
und die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten der kupferkatalysierten

radikalischen Atomtransferpolymerisation dargestellt.

Kaxt
R-Br + CuBr/PMDETA — C‘) + CuBr,/PMDETA
k) "

k Deakt

Monomer k
A -

N irreversibler

Kettenabbruch

Abbildung 47. Kupferkatalysierte radikalische Atomtransferpolymerisation. Definition der
Konstanten: Geschwindigkeitskonstanten der Aktivierung (ku), der Deaktivierung (kpea), des
Kettenwachstums (ky) und des irreversiblen Kettenabbruchs (k4). R-Br ist die schlafende und R- die
aktive Spezies.

Vor allem in der Vorgleichgewichtsphase zu Beginn der Polymerisation kann es
verstiarkt zur Kombination von Radikalen — vor allem auch Initiatorradikalen —
kommen, da hier die Konzentration an Deaktivator und damit die Rate der
Deaktivierung (kp..[R*][Cu(Il)]) noch sehr klein ist. Diese Abbruchreaktionen fiihren
in der Regel nicht zu einem ginzlichen Verlust der Reaktionskontrolle. Jede
Radikalrekombination erhoht gleichzeitig auch die Konzentration der Kupfer(Il)-
Spezies (Deaktivator) irreversibel. SchlieBlich féllt die Rate der Radialkombination
(kA[R°]2) deutlich hinter die Rate der reversiblen Deaktivierung (kp...[R*][Cu(I)])
zuriick. Ab diesem Punkt ist dann eine ,lebende® Polymerisation moglich. Dieser
Mechanismus bedingt allerdings eine mehr oder weniger stark ausgeprigte Erhohung
des experimentell erhaltenen im Vergleich zu dem theoretisch berechneten
Polymerisationsgrad.

Uberwiegend wird fiir die in der Literatur beschriebenen kupferkatalysierten
Polymerisationen ein molares Verhiltnis Katalysator/Initiator von 1 : 1 eingesetzt."*"
Eine Moglichkeit um Einfluss auf die Konzentration aktiver Ketten zu nehmen ist die
Reduzierung der Katalysatorkonzentration. Matyjaszewski und Xia erwédhnen in einem
Ubersichtsartikel, dass die Gleichgewichtskonstante (K¢ = kau/kpeas) der kupfer-
vermittelten Polymerisation von Methylmethacrylat signifikant groBer ist als z.B. die

der unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrten ATRP von Styrol oder
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Methylacrylat. Um dem entgegenzuwirken sollte in groferer Verdiinnung und bei

niedriger Katalysatorkonzentration gearbeitet werden.">”

Zu Beginn der Arbeit wurden daher zur Optimierung der Reaktionsbedingungen
verschiedene Polymerisationsansidtze mit einem Monomer/Initiator-Verhiltnis von
100 : 1 und bei unterschiedlichen Katalysatorkonzentrationen durchgefiihrt. Tabelle 1
fasst die Ergebnisse zusammen. Die Abtrennung des Katalysators im Anschluss an die
Polymerisation erfolgte sdulenchromatographisch. Da in unpolaren Losungsmitteln
gearbeitet wurde, konnte der Katalysator iiber eine kurze Kieselgelsdule abgetrennt
werden. Die Polymerlosung war im Anschluss farblos und das endstindig
4-Methylcumarin-funktionalisierte Polymethylmethacrylat konnte aus Hexan oder
Ethanol ausgefillt werden. Hexan eignete sich im Gegensatz zu Ethanol auch zur
Féllung von Polymeren mit sehr niedrigem Molekulargewicht (M, < 5000). Aus
Ethanol ausgefillte Polymere waren im Anschluss an die Trocknung im Allgemeinen
weniger mit Resten des hochsiedenden Anisols verunreinigt.

Tabelle 1. Synthese von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem Polymethylmethacrylat
(MeCumPMMA)  initilert mit 7-(2-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin  (BiBMC)  bei
unterschiedlichen  Katalysatorkonzentrationen.  Kupfer(I)bromid/1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylen-
triamin 1:1 (molares Verhiltnis); Anisol/Methylmethacrylat 1:1 (Volumenverhiltnis);

Reaktionstemperatur = 70 °C; Reaktionszeit = 4 h.

Molare Zusammensetzung M M
Bez. der Reaktionsmischung Umsatz / (NMR)/ (GPC)/ M, M, M, theor: /
. % 3 p 10
MMA BiBMC Kat. 10 10
CSOP7308611— 100 1 1 92 22.5 27,1 1,36 9,5
CS070614- 100 1 0.5 64 11,1 11,5 1,18 6,7
P42
CSOP7£)3614- 100 1 0,25 60 7,9 8,1 1,09 6,3

Die endstindige Funktionalisierung der Polymere ermdglichte eine Bestimmung des
mittleren Molekulargewichts durch Endgruppenanalyse. Dazu wurden die 'H-NMR-
Spektren der Polymere ausgewertet (siche Abbildung 48).
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Abbildung 48. Exemplarisches 'H-NMR-Spektrum (300 MHz, CDCl;) von endstindig 4-Methyl-
cumarin-funktionalisiertem Polymethylmethacrylat (MeCumPMMA, M, (NMR) = 8100).

Die Resonanzen der aromatischen Protonen des Cumarins sind bei tiefem Feld
zwischen 7,6 und 6,9 ppm zu finden. Auch das olefinische Proton C3H bei ca.
6,2 ppm, sowie die Methylgruppe CI11H; bei einer Verschiebung von 2,4 ppm sind
charakteristisch fiir die Cumarinendgruppe. Charakteristisch fiir die Polymerkette
hingegen ist die Resonanz der Methoxyprotonen, die als breites Singulett bei 3,54 ppm
zu erkennen ist. Das Molekulargewicht M, kann so z.B. aus dem Resonanzintegral von
C5H (Icsp) und dem auf die Anzahl der Protonen korrigierten Resonanzintegral der
Methoxyprotonen (/o) berechnet werden.

IOMe .

M,, = Molmassegjgyc + ———
Iesy - 3

Molmassepya

Resonanzintegral von C5H (Icsp), Resonanzintegral der Methoxyprotonen (Iope)

Das aus den NMR-Daten berechnete mittlere Molekulargewicht M, (NMR) ist vor

allem im Fall der Reaktion mit d&quimolarem Initiator/Kupfer(I)- Verhiltnis, also einer
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hohen Katalysatorkonzentration mehr als zweimal so grol wie das theoretisch

erwartete Molekulargewicht M, c.,.-

Umsatz [MMA]

100 OHaSSeMmA T TpipN (]

My theor. = Molmassegipmc +
Eine deutlich bessere Kontrolle der Kettenlinge konnte durch Erniedrigung der
eingesetzten Katalysatormenge auf 25 mol% bezogen auf die Initiatormenge erzielt
werden. Dies bestidtigen auch die gelpermeationschromatographisch erhaltenen

zahlenmittleren Molekulargewichte M, (GPC) der Polymere.

1,4 ——BIBMC/Cu(l) 4 : 1 Toluol
| ——BiBMC/Cu(l) 2 : 1
T 1,21 —BBMC/Cu() 1:1
Re) ]
® 1,04
I ]
S 08-
8 i
= 0,61
_.G_'_) 4
§ 0’4_
g J
8 0,2—-
0,0

30 35 40 45 50
Retentionsvolumen / mL

Abbildung 49. Normierte GPC-Elugramme von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten
Polymethylmethacrylaten in Abhéngigkeit von der eingesetzten Katalysatorkonzentration wihrend der
Synthese.

Abbildung 49 zeigt die GPC-Chromatogramme der drei in Tabelle 1 aufgelisteten
Polymere (MeCumPMMA). Neben dem zu hohen Molekulargewicht weist auch das
stark ausgeprigte ,,Tailing” der Messkurve auf das Auftreten von Neben-
reaktionen/Abbriichen in der Vorgleichgewichtsphase und im weiteren Reaktions-
verlauf hin. Dies deckt sich mit den obigen Ausfiihrungen zur Problematik bei der
Synthese kurzkettiger Polymere mittels ATRP. Die Reduzierung der Katalysator-
konzentration lieferte ein Polymer mit einer sehr schmalen, nahezu symmetrischen

Molekulargewichtsverteilung, was sich in einer Polydispersitit von ca. 1,1 ausdriickt.
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Die Abweichung des gemessenen vom theoretisch berechneten M, kann durch den

. M : :
Quotienten f = % zum Ausdruck gebracht werden. Nimmt man stark vereinfacht
n

betrachtet an, dass es nur in der Vorgleichgewichtsphase zu irreversiblen
Abbruchreaktionen kommt (beispielsweise durch Kombination von reaktiven
Initiatorradikalen), kann man f als Initiatoreffizienz auffassen. Diese erreicht bei der
niedrigsten Katalysatorkonzentration (BiBMC/Cu(l) =4 : 1) ihr Maximum (f=0,78),
was gleichbedeutend mit der besten Kettenldngenkontrolle der betrachteten
Versuchsreihe ist.

Vergleicht man M,(GPC) mit M,(NMR) dieser Probe, stellt man eine relativ gute
Ubereinstimmung beider Werte fest. Beriicksichtigt man, dass die Berechnung von
M, (NMR) eine Monofunktionalisierung der Polymerketten voraussetzt, spricht dies fiir
einen kontrollierten radikalischen Polymerisationsprozess, der im Wesentlichen von
7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin bzw. dem entsprechenden Alkylradikal
initiiert wurde. (Bei dieser Betrachtung wurde aufler Acht gelassen, dass die
ermittelten M, (GPC)-Werte keine absoluten Molekulargewichte darstellen, sondern
sich auf eine Kalibration mit Polymethylmethacrylat-Standards beziehen.) Dafiir
spricht auch die unten abgebildete Uberlagerung von UV- und Brechungsindex-
Detektorsignal der gelpermeationschromatographischen Analyse (Abbildung 50).
Diese zeigt, dass der Chromophor 4-Methylcumarin kovalent an das Polymer
gebunden vorliegt — die beiden normierten Signale sind nahezu deckungsgleich.
Reines Polymethylmethacrylat ist bei der eingestellten Detektorwellenlinge von
264 nm nicht detektierbar.

Der Monomerumsatz bzw. die Polymerausbeute nahm innerhalb der betrachteten 4 h
Reaktionszeit mit steigendem Initiator/Katalysator-Verhiltnis deutlich ab. Eine
Verlangsamung der Reaktion stimmt tendenziell mit der Reaktionskinetik einer ATRP
unter Vernachlissigung von Kettenabbriichen und Ubertragungsreaktionen iiberein
(streng genommen wird ein linearer Zusammenhang erwartet). AnschlieBende
Untersuchungen zeigten aber, dass durch eine Verlingerung der Reaktionszeit keine
nennenswerte Ausbeuteverbesserung (BiBMC/Cu(l) 4 : 1) erzielt werden konnte. Dies
konnte fiir einen irreversiblen Verbrauch der katalysierenden Kupfer(I)-Spezies im
Verlauf der Reaktion sprechen. Die Ursache bzw. der Mechanismus hierfiir ist nicht

bekannt.
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Abbildung 50. Gelpermeationschromatogramme von endstéindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem
Polymethylmethacrylat: normiertes Brechungsindexdetektorsignal (oben) und das simultan
aufgezeichnete normierte UV-Detektorsignal bei 264 nm (Mitte). Unten ist zum Vergleich das UV-
Detektorsignal (264 nm) einer GPC-Analyse von reinem Polymethylmethacrylat dargestellt.

Tabelle 2. Synthese von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem Polymethylmethacrylat
(MeCumPMMA) initilert mit  7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin  (BiBMC) im
TechnikumsmaBstab.  Kupfer(I)bromid/1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin 1:1 (molares
Verhiltnis); Anisol/Methylmethacrylat 1:1 (Volumenverhiltnis); 400 mL Monomervorlage;
Reaktionstemperatur = 70 °C; Reaktionszeit = 17 h.

Molare Zusammensetzung
i i Ausbeute / M, M,
Bez. der Reaktionsmischung (NMR)/ (GPC)/ M, M,
] % 3 3
MMA BiBMC Kat. 10 10
CS080520-
P160 110 1 0,25 53 6.9 7,4 1,09

Es wurde auBerdem untersucht, ob die Darstellung von MeCumPMMA auch im
Technikumsmafstab durchfiihrbar ist (Tabelle 2). Diese Versuche wurden in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Michael Bognitzki durchgefiihrt, der die
Synthesearbeit iibernahm. Wie in Kapitel 5.3 noch néher ausgefiihrt wird, war die
Aufreinigung der Polymer-Wirkstoff-Konjugate (Basispolymere nach Wirkstoff-
beladung) mit M, <5000 durch wiederholtes Umféllen praktisch nicht mehr
erfolgreich. Daher wurde die Skalierbarkeit fiir Polymere mit einem M, im Bereich
oberhalb dieser Grenze untersucht. Der Reaktionsansatz wurde dafiir auf 400 mL
Methylmethacrylat vergrofert. Die gelpermeationschromatographische Analyse
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(Abbildung 51) zeigte, dass auch im TechnikumsmaRstab eine kontrollierte Synthese
der Basispolymere moglich war. Die Ausbeute lag knapp iiber 50 %, was nicht allein
durch Verluste bei der erheblich aufwendigeren Aufreinigung dieser groBen Ansitze zu
erklaren ist, sondern, wie oben bereits erwihnt, fiir einen irreversiblen Verbrauch der
aktiven Katalysatorspezies im Verlauf der Polymerisation spricht.

1.0 — MMA/BiBMC 110 : 1
(_CG -
% 0,8 Toluol
§ i
—qf 0,6
© |
[m)]
ff’. 0,4
8 1
g 0,2 1
o
e j

0,0

T T T T T T T T T -/\
30 35 40 45 50

Retentionsvolumen / mL

Abbildung 51. Normierte GPC-Elugramme von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem
Polymethylmethacrylat aus der Synthese im TechnikumsmaBstab.

Abschlieend kann man anhand der NMR-spektroskopischen Daten noch Aussagen
zur Taktizitit der erhaltenen Polymere machen. Dem 'H-NMR-Spektrum in Abbildung
52 kann entnommen werden, dass es sich um ataktisches Polymethylmethacrylat
handelt wie es auch bei freier radikalischer Polymerisation erhalten wird. Dies deckt
sich mit der Beobachtung gleicher Taktizititen von Polymethylmethacrylat, welches
fre1 radikalisch auf der einen und iiber kupfervermittelte ATRP auf der anderen Seite

132 .
I Im Resonanzbereich der

von Matyjaszewski und Wang hergestellt wurde.!
a-Methylprotonen findet man die charakteristischen Signale fiir syndio-, hetero- und
isotaktische Triaden. Dariiber hinaus zeigt auch die B-Methylenprotonen-Resonanz
eine fiir ataktisches Polymethylmethacrylat typische Struktur. Bovey ordnete dem
intensivsten Signal bei 1,76 ppm eine rrr-Tetrade zu. Auf der tieffeldverschobenen
Seite folgen die Resonanzen von Tetraden, die fiir eine wechselnde stereochemische
Konfiguration sprechen (z.B. mrr-Tetraden)."*> > Eine genauere Zuordnung ist an

dieser Stelle auf Grund der nicht optimal aufgelosten Feinstruktur nicht sinnvoll.
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Abbildung 52. Ausschnitt aus einem 1H-NMR—Spektrum (300 MHz, CDCI;) von endstindig
4-Methylcumarin-funktionalisiertem Polymethylmethacrylat (MeCumPMMA, M, (NMR) = 8100).
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5.1.3 Reduzierung der Kettenlange

Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir ein Monomer/Initiator- Verhiltnis
von 100:1 war es moglich reproduzierbar endstindig 4-Methylcumarin-
funktionalisierte Basispolymere mit Molekulargewichten M, um 8000 herzustellen. Ob
auch eine Reduzierung des Polymerisationsgrads durch Erhohung der Initiatorkonzen-
tration unter sonst analogen Reaktionsbedingungen moglich ist, wurde in
weiterfilhrenden Experimenten untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in
Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3. Synthese von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem Polymethylmethacrylat
(MeCumPMMA) initiiert mit 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin (BiBMC). Kupfer(I)bromid/
1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin 1:1 (molares Verhiltnis); Anisol/Methylmethacrylat 1:1
(Volumenverhailtnis); Reaktionstemperatur = 70 °C; Reaktionszeit = 4 h.

Molare Zusammensetzung M M
Bez. der Reaktionsmischung ~ Umsatz / (NMR)/  (GPC)/ M, /M, M, tor /
. %o 3 3 10
MMA BiBMC Kat. 10 10
CSO;%614— 100 1 0,25 60 7,9 8,1 1,09 6,3
CS070702-
NS7 50 1 0,25 85 4,8 4,3 1,24 4,6
CS070615-
P44 25 1 0,25 81 2,5 2,9 1,39 24
Csogfg 15 10 1 0,25 85 1,8 1.4 1,36 1,2

Die experimentell ermittelten Molekulargewichte waren tendenziell etwas hoher als
theoretisch erwartet, sie zeigen aber, dass eine gezielte Synthese kurzkettiger
Basispolymere mit Hilfe der radikalischen Atomtransferpolymerisation realisierbar ist.
Die Polydispersitaten M,, / M,, waren alle kleiner als 1,4 und damit in dem fiir eine
kontrollierte radikalische Polymerisation erwarteten Bereich. Einschrinkend muss
allerdings beriicksichtigt werden, dass die Auswertung der GPC-Elugramme
(Abbildung 53) bei Molekulargewichten M, < 2000 nicht mehr ohne Einschrinkungen
moglich war, da ein systembedingtes Storsignal die Messkurve des Polymeren
iberlagerte und das untere Auflosungsvermogen der verwendeten Trennsdulen erreicht
wurde. Dass sich die Einheitlichkeit der Polymerketten (M, /M,) mit steigender

Initiatorkonzentration verschlechterte, ist in Ubereinstimmung mit dem von

62



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

Matyjaszewski formulierten linearen Zusammenhang zwischen Polydispersitit und

Initiatorkonzentration.!'*!

=1+ () G-)

p = Umsatz, ky = Geschwindigkeitskonstante des Kettenwachstums, kp,u = Geschwindigkeits-
konstante der reversiblen Deaktivierung, [I], = Anfangskonzentration des Initiators, [D]=

Konzentration des Deaktivators.

1,4 4 —— MMA/BIBMC 100 : 1
| —— MMA/BIBMC 50 : 1 Toluol
T {2]——MMABBMC25:1
S "™ | —— MMA/BIBMC 10 : 1
? 10-
o ]
3 0,8
8 i
7)) 0,6_
_9 J
o 0,4
g i
8 0,2-
0,0 oo AZ:
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Abbildung 53. Normierte GPC-Elugramme von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten
Polymethylmethacrylaten in Abhingigkeit von dem wihrend der Synthese -eingesetzten

Monomer/Initiator-Verhéltnis.

Fox und Flory haben fiir Polystyrol eine M, Abhingigkeit  der
Glasiibergangstemperatur 7, festgestellt. '’ Auch fir PMMA wurde diese

Abhiingigkeit eingehend untersucht.*"1
‘l' J— TOO
g6 M_n

T;; = Glasiibergangstemperatur bei unendlich hohem Molekulargewicht, K = polymerspezifische

Konstante.
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Dieser Effekt wird dem Einfluss der Kettenenden auf das freie Volumen
zugeschrieben. Weiterfithrende Untersuchungen zeigten dariiber hinaus, dass
auBerdem die Konzentration an Kettenverschlaufungen sich auf das freie Volumen und

damit auf die Glasiibergangstemperatur auswirkt.!'*”

Tabelle 4. Glasiibergangstemperaturen von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten
Polymethylmethacrylaten (MeCumPMMA) in Abhédngigkeit vom Molekulargewicht.

Mn Mn
Bez. (NMR)/ (GPC)/ T,/°C
10° 10°
CS070614-
P13 7.9 8,1 112
CS070702-
NS7 4.8 43 106
CS070615-
a4 2,5 2.9 90
CS070615-
P45 1,8 1,4 68

Tabelle 4 enthdlt die gemessenen Glasiibergangstemperaturen der endstidndig
4-Methylcumarin-funktionalisierten =~ Polymethylmethacrylate. Auch bei diesen
Polymeren ist eine starke Abhingigkeit der Ubergangstemperatur vom
Molekulargewicht feststellbar.

120 ~ E
110+ E
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Abbildung 54. Auftragung der Glasiibergangstemperaturen T, gegen M,

T,° =121°C,K = 75500

64



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

Die Auftragung der Glasiibergangstemperaturen gegen M, ' ist in Abbildung 54
dargestellt. In Ubereinstimmung mit der Beziehung von Fox und Flory wurde eine
lineare Abnahme von 7, mit M, festgestellt. Der Schnittpunkt mit der y-Achse
entspricht T;°, dem Grenzwert fiir 7, bei unendlich hohem Molekulargewicht. Die

Steigung der Geraden entspricht —K/10°.
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5.1.4 Kinetische Untersuchungen

Die Moglichkeit das mittlere Molekulargewicht der endstindig 4-Methylcumarin-
funktionalisierten Polymere durch die Vorgabe des Monomer/Initiator-Verhiltnisses zu
steuern konnte bereits in 5.1.2 und 5.1.3 demonstriert werden. Dies ist typisch fiir eine
kontrollierte Polymerisation, ebenso wie die enge Molekulargewichtsverteilung
(1,0<M,,/ M, <1,5), die fiir alle synthetisierten Polymere realisiert werden konnte,

und das lineare Kettenwachstum mit dem Monomerumsatz.'>"

Typischerweise erwartet man fiir die kontrollierte/“lebende Polymerisation von
Methylmethacrylat unter ATRP-Bedingungen eine Kinetik 1. Ordnung in Bezug auf
die Konzentrationen von Monomer, Initiator und Katalysator. Das folgende

Geschwindigkeitsgesetz verdeutlicht diesen Zusammenhang.!'** 140 141!
[Cu(D]
vy = kw[M][R] = ky K [M][1]g TCaan]

Wachstumsgeschwindigkeit vy, Geschwindigkeitskonstante des Kettenwachstums ky, Ks beschreibt
die  Gleichgewichtslage zwischen schlafender und aktiver Spezies (K¢ = kap/kpears)s
Monomerkonzentration [M], Konzentration der aktiven Spezies [R‘], Anfangskonzentration des
Initiators [I],, Konzentration des aktivierenden Cu(I)-Komplexes [Cu(I)] und Konzentration des
Deaktivators [Cu(II)].

Fiir die kinetische Untersuchung der durch BiBMC initiierten und Kupfer(I)/
PMDETA-katalysierten ATRP von Methylmethacrylat in Anisol (Volumenverhiltnis
MMA/Anisol 1: 1) bei 70 °C wurde ein Monomer/Initiator/Kupfer(I)-Verhiltnis von
50:1:0,25 gewihlt. Die Reaktion wurde iiber einen Zeitraum von 6 h verfolgt. In
regelmédBigen Zeitabstinden wurden dazu Proben entnommen und in Bezug auf
Monomerumsatz, zahlenmittleres Molekulargewicht und Molekulargewichtsverteilung
analysiert. Abbildung 55 zeigt den experimentell gefunden linearen Verlauf des
Umsatzes mit der Zeit in einer halblogarithmischen Auftragung. Dieses Verhalten
deutet auf eine konstante Konzentration aktiver Ketten und eine Kinetik 1. Ordnung in
Bezug auf das Monomer hin und ist typisch fiir eine radikalische Atomtransfer-

polymerisation.
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Abbildung 55. Reaktionskinetik der ATRP von MMA und Umsatzentwicklung mit fortschreitender

Reaktionszeit.
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Abbildung 56. Entwicklung des mittleren Molekulargewichts M, und der Polydispersitit M,, / M, mit

dem Reaktionsumsatz.

Die Entwicklung des Molekulargewichts mit dem Monomerumsatz ist in Abbildung 56

dargestellt. Auch hier wurde das erwartete lineare Wachstum gefunden. Gleichzeitig

waren die erzielten Polydispersititen in dem fiir eine ATRP erwarteten Bereich.
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5.2 4-Methylcumarin-funktionalisierte hydrophobe Copolymere

Im vorangegangen Abschnitt wurde gezeigt, dass monofunktionalisierte Basis-
polymere fiir die photochemische Wirkstoffbeladung mit Polymerisationsgraden (P,)
zwischen 10 und 80 synthetisiert werden konnen. Der molare Cumarinanteil liegt bei
diesen Polymeren demnach zwischen 9 und 1 mol%, eine Bandbreite, die gro3 genug
fiir eine systematische Untersuchung von Wirkstoffbeladung mit anschlieBender
Wirkstofffreisetzung ist. Wie das Kapitel 5.3 zeigen wird, war die Aufreinigung der
Polymer-Wirkstoff-Konjugate HSFU::MeCumPMMA mit P, < 50 keineswegs trivial
und konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht zufriedenstellend realisiert werden. Der
Weg zu den niedermolekularen, nur endstdndig funktionalisierten Polymer-Wirkstoff-

Konjugaten, die eine hohe Wirkstoffdichte ermdglichen sollten, war somit versperrt.

Hohere Cumarinanteile (bis 10 mol%) wurden deshalb durch multifunktionalisierte
Copolymere abgedeckt. Durch diesen Systemwechsel ging der grofe Vorteil der
endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten Basispolymere verloren (bei diesen ist
wihrend der photochemischen Beladung keine Vernetzung im eigentlichen Sinn
moglich, lediglich eine Dimerisierung zweier Ketten). Die gezielte Synthese
statistischer Copolymere mit geringen Linkeranteilen bis maximal 10 mol% und eine
optimierte Wirkstoffbeladung sollten die inter- und intramolekulare Homo-
dimerisierung der Cumaringruppen minimieren, die Vertriglichkeit dieser Copolymere
oder vielmehr der entsprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugate mit hochmolekularen
Matrixmaterialien gewihrleisten und so die Voraussetzung fiir die Synthese von
homogenen und transparenten Linsenvorldufer schaffen. Die im Folgenden
synthetisierten Copolymere schlieen so die Liicke zwischen den Copolymeren mit
hohen Linkeranteilen (Linkeranteil >9 mol%; vgl. dazu Abschnitt 4.5.5) und den

endsténdig funktionalisierten Basispolymeren (P, > 50, Linkeranteil 1-2 mol%).

Abbildung 57. 7-Methacryloyloxycumarin (R =H) bzw. 7-Methacryloyloxy-4-methylcumarin
(R = CH,).
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Bisher wurden nur Copolymere mit 7-Methacryloyloxycumarin (MAOC, Abbildung
57) als funktionalem Monomer zur Synthese von Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
(Wirkstoff: 5-Fluoruracil) eingesetzt.”* "> Trotz des sterischen Anspruchs der
Cumaringruppe zeigte sich MAOC in Copolymerisationen mit MMA als das
wesentlich reaktivere Monomer. Dies konnte fiir das strukturell nur leicht verdnderte
7-Methacryloyloxy-4-methlylcumarin  (MAOMC) auch quantitativ nachgewiesen
werden.”" Die direkte Folge dieser groBen Reaktivititsunterschiede ist, dass
Polymerketten, die zu Anfang der Polymerisation gebildet werden, eine sehr hohe
Dichte an Cumaringruppen aufweisen. Polymerketten, die bei hohen Umsitzen
gebildet werden, sind auf Grund der an MAOC verarmten Reaktionsldsung nur sehr
sparlich mit Chromophoren besetzt. Eine Reihe von Arbeiten hat sich mit dem Einfluss
der Polymermikrostruktur auf die intramolekulare Excimerbildung in Copolymeren
beschiftigt, in denen nur ein Monomer zur Excimerbildung befihigt ist. Ein Excimer
(angeregtes Dimer, das im Grundzustand dissoziiert vorliegt) entsteht durch
Wechselwirkung eines Molekiils im angeregten Zustand mit einem gleichartigen
Molekiil im Grundzustand. Es bestechen daher durchaus Parallelen zur
photochemischen Cycloaddition von Cumarin. Sogar eine Excimerzwischenstufe wird
bei der Dimerisierungsreaktion diskutiert.*” In einem Styrol/Methylmethacrylat-
Copolymer haben beispielsweise David et al. einen proportionalen Zusammenhang
zwischen der Konzentration an Styrolpaaren in der Kette und der Excimer

121 Auch Reid und Soutar haben als einen die

Konzentration festgestellt.'
Excimerbildung begiinstigenden Faktor das Auftreten von Chromophorpaaren in der
Polymerkette genannt.!"*’! Eine hohe Cumarinlinkerdichte und vor allem das Auftreten
von Linkerpaaren in der Polymerkette ist daher fiir eine effektive Wirkstoffbeladung
nicht vorteilhaft. Mit dem Ziel ein besseres Copolymerisationsverhalten zu erreichen
wurde ein leicht modifiziertes Cumarinmonomer zur Synthese der photoreaktiven

Copolymere eingesetzt, dessen Synthese im Folgenden beschrieben wird.
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5.2.1 Synthese von 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin

Die Synthese von 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin (MAOEMC)
erfolgte in zwei Stufen. Zhao und Mitarbeiter haben bereits die Synthese von
MAOEMC unter Bedingungen, die denen im Folgenden beschriebenen dhneln
durchgefiihrt und das Monomer als photoreaktiven Vernetzer in Blockcopolymeren

121 Zuerst wurde 7-Hydroxy-4-methylcumarin mit 2-Chlorethanol in N,N-

eingesetzt.!
Dimethylformamid mit Kaliumcarbonat als Hilfsbase bei 110 °C alkyliert (Abbildung

58). Kaliumiodid wurde zur Katalyse der Sy2-Reaktion zugesetzt.

Abbildung 58. Alkylierung von 7-Hydroxy-4-methylcumarin.

Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung mit Wasser
verdiinnt. Dies fiihrte iiber Nacht zum Auskristallisieren des Rohprodukts. Zur
Reinigung wurde dieses aus einer Ethanol/Hexan-Mischung umkristallisiert. 7-(2'-
Hydroxyethoxy)-4-methylcumarin konnte mit einer Ausbeute von 83 % erhalten
werden. Ethylencarbonat als Alkylierungsmittel fiihrte im Gegensatz dazu zu einer

Mischung aus ein- bis dreifach alkylierten Cumarinen.

Abbildung 59. Synthese von 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin.
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In der nichsten Stufe wurde 7-(2'-Hydroxyethoxy)-4-methylcumarin in Acetonitril mit
Methacrylsdurechlorid verestert (Abbildung 59). Triethylamin wurde als Hilfsbase
eingesetzt um die entstehende Chlorwasserstoffsdure abzufangen. Die Acylierung
wurde zwischen 0 °C und Raumtemperatur durchgefiihrt, so dass auf den Zusatz eines
Radikalfingers verzichtet werden konnte. Das Rohprodukt wurde ebenfalls durch
Umkristallisation aufgereinigt. 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin konnte
so in sehr guter Ausbeute erhalten werden.

11
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75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 ppm

Abbildung 60. 'H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl;) von 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methyl-

cumarin.

In Abbildung 60 und Abbildung 61 sind das "H-NMR- und das *C-NMR-Spektrum
des Monomeren zu sehen. Die Resonanzen wurden anhand ihrer chemischen
Verschiebung, Kopplungsmuster und vor allem unter Zuhilfenahme von 2D-'H,"C-
Korrelationsspektren zugeordnet. Auch die Verhiltnisse der Resonanzintegrale im
'"H-NMR-Spektrum stimmen mit der Molekiilstruktur von MAOEMC iiberein.
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Abbildung 61. 13C—NMR—Spektrum (126 MHz, CDCl;) mit einem Ausschnitt aus dem HSQC-

Experiment von 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin.
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5.2.2 Freie radikalische Copolymerisation

Das 4-Methylcumarin-funktionalisierte Monomer wurde zusammen mit Methyl-
methacrylat fiir die Synthese der photoreaktiven, hydrophoben Basiscopolymere
eingesetzt. Polymethylmethacrylat war, bevor die Kleinstschnittchirurgie faltbare
Linsen forderte, das Standardmaterial zur Fertigung von Intraokularlinsen. Einen
Marktanteil haben diese nicht faltbaren Linsen aus PMMA bis heute.
Methylmethacrylat wurde daher in dieser Arbeit zur Synthese aller hydrophoben
Basispolymere eingesetzt — quasi stellvertretend fiir die Vielzahl an (Meth)Acrylaten,
die heute zur Herstellung von Intraokularlinsen verwendet werden.

Abbildung 62. Radikalische Copolymerisation von Methylmethacrylat und 7-(2'-Methacryloyloxy-
ethoxy)-4-methylcumarin.

Die Copolymerisation wurde in Anisol mit 2,2'-Azobis(2-methylpropionitril) (AIBN,
1 mol% bezogen auf die Monomervorlage) als thermischem Initiator bei 70 °C
durchgefiihrt (Abbildung 62). Dabei wurde der Anteil von MAOEMC an der
Monomermischung zwischen 1, 3, 5, 7 und 10 mol% variiert. Nach zwei Stunden
wurden die Polymerisationen abgebrochen und die Copolymere aus Methanol
ausgefillt. Um auch letzte Monomerreste zu entfernen wurde ein weiteres Mal aus
Methanol ausgefillt.
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Abbildung 63. 'H-NMR-Spektrum (300 MHz, CDCl;) von Poly(MMA-co-MAOEMC) (10,3 mol%
MAOEMC). Mit ,,x“ ist Wasser aus dem deuterierten Losungsmittel markiert.

In Abbildung 63 ist das 'H-NMR-Spektrum von Poly(MMA-co-MAOEMC) mit einem
Anteil von ca. 10 mol% MAOEMC im Copolymer zu sehen. Alle erwarteten
Resonanzen, sowohl die des 4-Methylcumarin-funktionalisierten Monomeren als auch
die von Methylmethacrylat, sind vorhanden. Anhand einer Uberlagerung der Spektren
zwischen 4,5 und 3,1 ppm kann man den wachsenden Einbau von MAOEMC direkt
sichtbar machen. Die breite Resonanz der Methoxyprotonen um 3,6 ppm spaltet mit
steigendem MAOEMC-Anteil immer stirker auf (Erkldrung: siehe unten). Der Bereich
zwischen 4,4 und 4,1 ppm ist fiir die Protonen der C,Hy-Gruppe charakteristisch. Die
erwartete Intensititszunahme, mit steigendem Cumarinanteil, ist auch hier zu
beobachten. Aus dem Resonanzintegral der Ethylspacerprotonen der den Cumarin-
linker mit der Hauptkette verbindet und dem der Methoxyprotonen wurde die

Copolymerzusammensetzung ermittelt:
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I Ethylspacer
4

IEthylspacer IOMe
2 173

MAOEMC-Anteil =

Temyispacer = Resonanzintegral von C1'H,C2'H,, Iome = Resonanzintegral der Methoxyprotonen

Tabelle 5, die die Daten von fiinf Copolymeren zusammenfasst, zeigt, dass die
Zusammensetzung dieser Copolymere sich nur wenig von der der Monomermischung
unterscheidet (siehe dazu auch Abbildung 64). Generell ist im Polymer ein etwas
hoherer Anteil des Linkermonomeren zu verzeichnen. Alle Reaktionen wurden, auf
Basis der erzielten Ausbeuten, deutlich vor vollstindigem Monomerumsatz
abgebrochen. In der Zusammensetzung der Copolymere spiegeln sich demnach die
relativen Reaktivititen der beiden eingesetzten Monomere wider. Da allerdings nur der
Bereich bis maximal 10 mol% MAOEMC in der Monomermischung betrachtet wurde
ist nur eine qualitative Aussage moglich. Die NMR-spektroskopisch ermittelten
Copolymerzusammensetzungen sprechen fiir eine anndhernd gleiche Reaktivitdt von
MAOEMC und MMA. Die deutliche Aufspaltung der Methoxyprotonen-Resonanz, die
im PMMA-Homopolymer nicht beobachtet wird, kann so interpretiert werden, dass die
Monomerabfolge MMA-MAOEMC (MMA-MAOEMC-Diaden) zu einem signi-

fikanten Prozentsatz im Copolymer auftritt.

Tabelle 5. Copolymerisation von MMA und MAOEMC in Anisol. Monomerkonzentration: 6,6 mol
(n(MMA)+n(MAOEMC)) pro Liter Anisol; Reaktionstemperatur = 70 °C; Reaktionszeit = 2 h.

Xdégfnﬁf Ausbeute MAOEMC
Bez. . ) usbed (Copolymer) / M, /100 M, /M, T,/ °C
mischung) / ! %
mol%
mol%
CS090415-
P306 1 60 1,1 49,1 1,63 124
CS090415-
P307 3 64 3,2 47,1 1,61 121
CS090415-
P308 5 68 5,1 45,7 1,68 121
CS090415-
P309 7 68 7,2 43,8 1,82 121
CS090415-
P310 10 67 10,3 48,8 1,82 119
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Zusammengenommen lésst dies auf das Vorliegen statistischer Copolymere mit relativ
homogener Verteilung der Cumarine schlieBen. Dafiir spricht auch die im Folgenden
diskutierte Bestimmung von Monomerreaktivititen auf Basis der *C-NMR-Spektren

der beteiligten Monomere.
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% 10 - ideale Zusammensetzung o
S ]
o 81 -
£
s ]
8 6- i
o
O i
E 44 _
)
T o
O T -
% i

0 : . : , . , : : : :
0 2 4 6 8 10

MAOEMC in der Monomermischung / mol%

Abbildung 64. Auftragung des MAOEMC-Anteils im Copolymer in Abhingigkeit vom MAOEMC-
Anteil in der Monomermischung.

Zur Beurteilung der Reaktivitit des Linkermonomeren gegeniiber Methylmethacrylat
ist vor allem die chemische Verschiebung des p-Kohlenstoffatoms (C5') der
polymerisierbaren Doppelbindung von Interesse. In einer Vielzahl von Arbeiten wurde
eine Korrelation zwischen dieser chemischen Verschiebung und der Reaktivitit des
entsprechenden Vinylmonomeren nachgewiesen.'**'*”) Der Hintergrund scheint ein
enger Zusammenhang zwischen der Lage der -Kohlenstoff-Resonanz im *C-NMR-
Spektrum und der n-Elektronendichte zu sein. Eine niedrige Elektronendichte am
[-Kohlenstoff (stdrker tieffeldverschoben) begiinstigt den Elektronentransfer vom
Makroradikal auf das Monomer, was gleichbedeutend mit einer hoheren
Monomerreaktivitdt ist. In Tabelle 6 sind die entsprechenden chemischen

Verschiebungen aufgefiihrt.
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Tabelle 6. ?C-NMR-Verschiebungen des f-Kohlenstoffatoms (auf CDCl; kalibriert).

7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-
4-methylcumarin

[148]

Methylmethacrylat''*"! 7-Methacryloyloxycumarin

125,23 ppm 126,20 ppm 128,14 ppm

Da es sich bei den drei aufgefiihrten Monomeren um Methacrylate handelt, die an der
polymerisierbaren Doppelbindung das gleiche Substitutionsmuster aufweisen
(lediglich die Ester unterscheiden sich), kann man anhand der relativen Lage der
BC_.NMR-Resonanzen erwarten, dass sich die Monomerreaktivititen von MAOEMC
und MMA nicht so deutlich unterscheiden wie das fir MAOC und MMA von
Kreiling"* nachgewiesen wurde.

Abbildung 65. Infrarotspektren (ATR) der Copolymere Poly(MMA-co-MAOEMC) mit
unterschiedlichen MAOEMC-Anteilen. Die Spektren wurden auf die intensive Bande der C=0-

Valenzschwingung bei ca. 1723 cm™' normiert.

Auch mit Hilfe der Infrarotspektroskopie ist der Einbau von MAOEMC im Polymer
nachzuweisen. Abbildung 65 zeigt die Uberlagerung der entsprechenden Spektren im
Bereich zwischen 1800 und 700 cm’. Die Carbonylvalenzschwingungen der
aliphatischen Ester (MMA und MAOEMC) sowie die des ungesittigten Lactons der
Cumaringruppe sind bei ¥ =1723 cm™ als eine intensititsstarke Bande zu sehen.
Charakteristisch fir MAOEMC ist die Absorption bei 1615 cm™. Hier handelt es sich
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um die Valenzschwingung der Doppelbindung zwischen C3 und C4, die in
Konjugation zur Estergruppe und dem Aromaten steht. Erwartungsgemdll wichst
dieses Signal mit zunehmendem Cumarinanteil. Die intensivste Bande 1im
Transmissionsspektrum (¥ = 1142 cm™) kann der C-O-Valenzschwingung zugeordnet
werden. Auf diesen Schwingungstyp gehen im Bereich zwischen 1300 und 1050 cm™
noch weitere Absorptionen zuriick. Typischerweise erwartet man zwei starke Signale
fiir eine Estergruppe. Die Arylalkylether-C-O-Valenzschwingung (Cumarin-O-Ethyl)
kann nicht zweifelsfrei identifiziert werden. Typischerweise findet man diese um
1250 cm™’. Die C-H-Deformationsschwingungen des Aromaten (1,3,4-Trisubstitution)
und/oder der C=C-Doppelbindung (dreifach substituiert) der Cumaringruppe konnte
der Grund fiir die Intensititserhéhung der Bande bei 7 = 845 cm™ sein."*”!

Die zahlenmittleren Molekulargewichte der Copolymere wurden mittels Gel-
permeationschromatographie bestimmt und liegen zwischen 40000 und 50000 und
nehmen mit steigendem MAOEMC-Anteil ab. Diese Tendenz wird allerdings durch
das letzte Polymer der Reihe unterbrochen, so dass die Feststellung eines
entsprechenden Zusammenhangs zwischen Copolymerzusammensetzung und
Molekulargewicht an dieser Stelle nicht sinnvoll ist, zumindest nicht ohne weitere

Experimente. Alle Copolymere zeichnen sich durch eine unimodale Molekular-
gewichtsverteilung aus (Abbildung 66).
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Abbildung 66. Molekulargewichtsverteilungen der Copolymere Poly(MMA-co-MAOEMC).
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Die in Tabelle 5 (siehe Seite 75) aufgefiihrten Glasiibergangstemperaturen zeigen, dass
mit steigendem Cumarinanteil in den Copolymeren keine Erhohung der
Glasiibergangstemperaturen einhergeht. Vielmehr zeichnet die Poly(MMA-co-
MAOEMC)-Copolymere eine anndhernd unverdnderte Lage des Glasiibergangs aus.
Tendenziell ist sogar zu erkennen, dass die Kettensegmentbeweglichkeit mit
steigendem MAOEMC-Anteil schon bei geringfiigig tieferen Temperaturen einsetzt.
Der Grund fiir den Unterschied zwischen Poly(MMA-co-MAOEMC) und einem
vergleichbaren Copolymer mit MAOC (Monomer ohne Spacer) als Linkermonomer
ist, dass der Alkylspacer den Abstand des sperrigen Chromophoren zur Hauptkette
erhoht und so deren Beweglichkeit kaum bzw. gar nicht einschréinkt. Gleichzeitig wird
die Packungsdichte der Polymerketten erniedrigt was ebenfalls fiir mehr
Beweglichkeit sorgt.
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5.3 Polymer-Wirkstoff-Konjugate

Im Anschluss an die Synthese der Basispolymere wurden diese polymeranalog in
Polymer-Wirkstoff-Konjugate umgewandelt. Dabei {ibernimmt 4-Methylcumarin die
Aufgabe des Linkers, der den zytostatischen Wirkstoff mit dem Polymerriickgrat
verkniipft. Diese Anbindung muss auf der einen Seite stabil sein, damit es zu keiner
ungewollten Freisetzung kommt. Sie darf also unter anderem nicht hydrolyse-
empfindlich sein. Auf der anderen Seite muss der Wirkstoff bei Bedarf auch gezielt
wieder freisetzbar sein. Die lichtinduzierte reversible Dimerisierung des Cumarins und
vieler seiner Derivate ist der Mechanismus, der die Wirkstoffbeladung im Labor und
dariiber hinaus auch die Wirkstofffreisetzung im Patienten ermoglicht. Die
Photochemie der Cumarine wurde bereits ausfithrlich im Literaturiiberblick
besprochen. Die zu Grunde liegende Reaktion ist eine photochemische Cycloaddition,
bei der zwei n-Bindungen zugunsten zwei neuer o-Bedingungen geopfert werden, und
so unter Bildung einer Cyclobutangruppe ein Dimer bilden. Je nach
Reaktionsbedingungen verlduft die Reaktion entweder konzertiert oder iiber
Radikalzwischenstufen. Dariiber hinaus ist sie (teilweise) umkehrbar, das heilit eine
Dimerspaltung, gleichbedeutend mit der Freisetzung des Wirkstoffs, ist moglich. Aber
erst die Tatsache, dass auch die Bildung von Heterodimeren moglich ist, erlaubt die in
dieser Arbeit realisierte und weiter unten beschriebene direkte Wirkstoffanbindung an

den Cumarinlinker.

Die Anforderungen an den Wirkstoff sind damit natiirlich auch festgelegt: Er muss sich
photochemisch reversibel an den Cumarinlinker binden lassen und natiirlich eine
ausreichende zytostatische bzw. zytotoxische Aktivitdt besitzen. Aus biologischen
Systemen sind Photocyclisierungsreaktionen zwischen Cumarinderivaten und DNS-
Basen bekannt. Die ,,falsche* Pyrimidinbase 5-Fluoruracil (SFU) ist ein Zytostatikum,
das zur Klasse der Antimetabolite gehort. Es konnte gezeigt werden, dass eine
photochemische Heterodimerisierung zwischen SFU und unterschiedlichen

Cumarinderivaten méglich ist.”" !

Die im Folgenden beschriebenen synthetisierten und charakterisierten Polymer-
Wirkstoff-Konjugate bauen auf den in Abschnitt 5.1 und 5.2 dargestellten cumarin-
funktionalisierten =~ Basispolymeren auf, deren Cumarinlinker durch eine

photochemische Cycloaddition in Cumarin/5-Fluoruracil-Heterodimere umgewandelt

80



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

wurden. Die anschlieBende Wirkstofffreisetzung beruht auf der ebenfalls
photochemisch induzierten Cycloreversion der Cyclobutangruppe, die beide

Molekiilteile kovalent miteinander verkniipft.

5.3.1 Synthese der Wirkstoffvorstufe 1-Heptanoyl-5-fluoruracil

5-Fluoruracil ist in organischen Losungsmitteln kaum 16slich und musste entsprechend
Abbildung 67 an N1 funktionalisiert werden um es fiir die polymeranaloge,
photochemische Wirkstoffbeladung einsetzbar zu machen. Entscheidend fiir die
zytostatische Aktivitit der Wirkstoffvorstufe 1-Heptanoyl-5-fluoruracil (H5FU) ist
aber eine ausreichende Hydrolyselabilitit der NI1-C7-Bindung. Nur so kann
5-Fluoruracil, das eigentliche Zytostatikum, im Organismus des Patienten, hier also im
Auge, wieder zuriickgebildet werden.!”® Alkylsubstituierte Derivate beispielsweise
zeigen im Allgemeinen keine zytostatische bzw. tumorhemmende Wirkung, da die
Bindung zwischen N1 und dem a-Kohlenstoff der Alkylkette zu stark ist, um in vivo
gespalten werden zu konnen.”"! Die Hydrolysekinetik von 1-Heptanoyl-5-fluoruracil
in wissrigen Losungen wurde von Kreiling und Hértner untersucht und ist mehr als
ausreichend schnell. Hirtner hatte die Halbwertszeit der Hydrolyse 7T, in einer
Acetonitril/Wasser-Mischung (1 : 10) bei 25 °C auf 18 min bestimmt./'** 12!

Die Synthese der Wirkstoffvorstufe 1-Heptanoyl-5-fluoruracil erfolgte in zwei Stufen
(Abbildung 67). Zuerst wurde 5-Fluoruracil deprotoniert und in das entsprechende
Kaliumsalz umgewandelt. Dieses wurde in einer Folgereaktion mit Heptansdurechlorid

umgesetzt und so regioselektiv an N1 acyliert.[74’ 1531

Abbildung 67. Acylierung von 5-Fluoruracil.
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5.3.2 Photochemische Wirkstoffbeladung von MeCumPMMA im
Rayonet-Photoreaktor

Abbildung 68 zeigt schematisch, welche beiden polymeren Produkte bei der
polymeranalogen Wirkstoffbeladung monofunktionalisierter Polymerketten zu
erwarten sind. Die endstindige Funktionalisierung der Basispolymere verhindert, dass
es zu extensiven Vernetzungsreaktionen kommen kann, die beispielsweise die
Loslichkeit und thermische Verarbeitbarkeit der beladenen Polymeren einschrinken
konnten. Die Reaktionsbedingungen wéhrend der Wirkstoffbeladung sind ebenfalls
von grofler Bedeutung (siehe dazu auch Abschnitt 5.3.4) um eine effektive
Wirkstoffimmobilisierung erzielen zu konnen. Daher wurde die Polymerkonzentration
relativ gering gehalten (13,3 g/L) und ein 50-facher Uberschuss an Wirkstoff bezogen
auf die Menge der 4-Methylcumarin-Linker eingesetzt. Beide MaBnahmen sollten
dazu beitragen die unerwiinschte Kettendimerisierung so weit wie moglich zu
unterdriicken und im Gegenzug die Cycloaddition von 1-Heptanoyl-5-fluoruracil an
die Cumarinlinker zu unterstiitzen. Benzophenon wurde als Triplettsensibilisator
hinzugefiigt, was eine nennenswerte Auswirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit
hatte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Reaktionsgeschwindigkeit stark vereinfacht
mit dem Umsatz an Cumarinlinkern gleichgesetzt, ohne eine Aussage iiber den

Reaktionspfad zu machen.

Abbildung 68. Schematische Darstellung der moglichen polymeren Cycloaddukte der
photochemischen Wirkstoffbeladung (intramolekulare Cycloadditionen sind nicht moglich).

Die Synthese der Polymer-Wirkstoff-Konjugate auf Basis der endstindig

4-Methylcumarin-funktionalisierten Polymere ist an die Reaktionsfithrung von

Kreiling und Hirtner angelehnt.””* ¥
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Abbildung 69. Photochemische Wirkstoffbeladung von MeCumPMMA im Rayonet-Photoreaktor.

Das Polymer sowie die Wirkstoffvorstufe HSFU und der Triplettsensibilisator
Benzophenon wurden in einer Mischung aus Aceton und Chloroform (2 : 1) geldst.
Diese Reaktionslosung wurde mit Argon gesittigt und anschliefend auf dickwandige
Bestrahlungsrohrchen aus Borosilikatglas mit je ca. 15 mL Volumen aufgeteilt um eine
moglichst hohe Oberfliche im Vergleich zum Losungsvolumen zu gewihrleisten. Die
hier beschriebenen Beladungsreaktionen im Labormafstab wurden in einem
Photoreaktor vom Rayonet-Typ durchgefiihrt. Dieser wurde fiir diese Arbeit mit einem
rotierenden Probenhalter ausgestattet um eine gleichmifBige Bestrahlung aller
Reaktionsgefdale zu ermdglichen. Die typische Bestrahlungsdauer lag bei 20 h. Das
Reaktionsschema ist in Abbildung 69 dargestellt.

Der geplante Einsatz der Polymer-Wirkstoff-Konjugate im medizinischen Bereich
stellt natiirlich besondere Anforderungen an die Reinheit des Materials. Der hohe
Wirkstoffiiberschuss und vor allem das niedrige Molekulargewicht der endstdndig
funktionalisierten Polymere erschwerten die Produktaufreinigung erheblich. Da die
Linkerkonzentration und somit auch die Menge an HSFU in der Reaktionslosung mit
fallendem Molekulargewicht der Basispolymere zunehmen, verkomplizierte sich die
Aufreinigung noch zusitzlich. Lie} sich das anschlieBend ausfiihrlich charakterisierte
HS5FU::MeCumPMMA mit einem M, von 7190 noch verhiltnismifBig gut durch
zweimaliges Umfillen aus Ethanol reinigen (Ausbeuteeinbuf3en bis 50 % musste man
auch hier hinnehmen), konnten die oligomeren Polymer-Wirkstoff-Konjugate (M,, des
Basispolymeren ca. 1300) nur noch unter sehr hohen Ausbeuteverlusten durch

83



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

Umfillen aus hoheren Alkanolen von Verunreinigungen befreit werden. Um die
hochsiedenden Alkohole (bspw. 1-Heptanol, 75 =175 °C) wieder zu entfernen wurde
anschlieBend (ggf. mehrfach) aus Hexan umgefillt. In géngigen Fillungsmitteln wie
Methanol und Ethanol blieb das Produkt nahezu vollstindig in Losung. Hexan auf der
anderen Seite stellte fiir die kurzkettigen Polymere ein akzeptables Nichtlosungsmittel
dar, eine effektive und effiziente Abtrennung der Verunreinigung war jedoch nicht
moglich, da diese zu groBen Teilen mitgefillt wurden. Vergleichbar ineffizient und
aufwendig war auch die Aufarbeitung der Polymere mit Molekulargewichten M,, um
2500. Im Verlauf dieser Arbeit wird im Rahmen der Synthese von hydrophilen
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten auf die Dialyse als eine alternative Reinigungsmethode
eingegangen. In dem relevanten Molekulargewichtsbereich ist aber auch die
verwendete Membrandialyse nicht oder zumindest nur noch bedingt einsetzbar.

Tabelle 7. Polymereigenschaften eines endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten Basis-
polymeren (MeCumPMMA, CS070820-P58) und des entsprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugats
(HSFU::MeCumPMMA, CS070906-P63).

Bez. Mn MW MW / Mn Tg T5%
CS070820-P58 6020 6920 1,15 115 °C 371 °C
CS070906-P63 7190 8960 1,25 121 °C 284 °C

2,51 - H5FU:MeCumPMMA s, .
= MeCumPMMA £
2,01 i
=
& 1,5- -
-
©
L i i
= 1,0
©
0,5+ i
0,01, =

1000 " 100000

Molekulargewicht

Abbildung 70. Molekulargewichtsverteilung des endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten
Basispolymeren MeCumPMMA und des Polymer-Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPMMA.
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Tabelle 7 stellt die Polymereigenschaften des Basispolymeren denen des ent-
sprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugats gegeniiber. Die relativ geringe Erhohung
des gelpermeationschromatographisch ermittelten Molekulargewichts M, ist alleine
wenig aussagekriftig. Die Erhohung der Polydispersitit aber vor allem die
Auswertung der Molekulargewichtsverteilung (Abbildung 70) weisen auf eine
teilweise Dimerisierung der monofunktionalisierten Ketten hin. Trotz der
Monofunktionalisierung der Ketten, was eine intramolekulare Dimerisierung von
Cumarinlinkern ausschlieBt, und einem 50-fachen Uberschuss an HSFU konnte eine
intermolekulare Homodimerbildung nicht vollstindig unterdriickt werden. Die
thermische Analyse der Polymer-Wirkstoff-Konjugate zeigte, dass die Kettensegment-
beweglichkeit in Folge der photochemischen Reaktion kaum beeinflusst wurde. Im
Unterschied dazu, setzte der thermische Abbau schon bei erheblich niedrigeren
Temperaturen ein. Dies konnte auf eine hohere thermische Labilitdt der
polymergebundenen Photodimere hinweisen oder das Resultat von Schwachstellen im

134151 Trotzdem ist die thermische

Polymer als Folge der UV-Bestrahlung sein.
Stabilitdt mit einer Onset-Temperatur von ca. 250-260 °C ausreichend fiir eine thermo-

mechanische Weiterverarbeitung der Polymer-Wirkstoff-Konjugate.

—— MeCumPMMA
7 —— H5FU::MeCumPMMA
1,04 -

1,21
A ax=310 nm

m

0,8 - i

0,6 i

Absorption

0,4+ -

0,24 8

0,0

280 320 360 400 440
Wellenldnge / nm

Abbildung 71. UV/Vis-Absorptionsspektrum des endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten
Basispolymeren MeCumPMMA (CS070820-P58) und des entsprechenden Polymer-Wirkstoff-
Konjugats H5FU::MeCumPMMA (CS070906-P63) (Cpoiymer = 1 g/L, THF).
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Als Folge der Cycloaddition wird die Konjugation des n-Systems im Cumarin
zwischen C4 und C3 durch die Cs-Ring-Bildung unterbrochen. Diese Verdnderung
lasst sich auBerordentlich gut im UV/Vis-Absorptionsspektrum nachweisen und
verfolgen. Abbildung 71 zeigt eine Uberlagerung der Absorptionsspektren vor und
nach der photochemischen Wirkstoffbeladung. Markiert ist die starke Bande mit einem
Maximum bei 310 nm, die einem n—n*-Ubergang im freien 4-Methylcumarin-Linker
entspricht. Experimentelle Arbeiten und Berechnungen an Cumarin und einigen
substituierten Derivaten konnten zeigen, dass bei den untersuchten Chromophoren in
Abhingigkeit von Substitution und Losungsmittel der energiedrmste Singulettzustand
entweder dem S;(n, ©*), dem S,(m, ©*) oder einer Mischung aus beiden entspricht. Die
UV/Vis-spektroskopisch beobachteten Absorptionsbanden wurden aber ausnahmslos
n-n*-Ubergingen zugeordnet.!”® Die experimentell ermittelten Extinktions-
koeffizienten (g~ 5-10-10° L'mol'*cm™)!"*® dieser Absorptionsmaxima sprechen fiir
einen erlaubten Ubergang. Typische Extinktionskoeffizienten fiir die verbotenen
elektronischen n—m*-Uberginge (Uberlappungsverbot) liegen im Gegensatz dazu
zwischen 5 und 200 L-mol™-cm™. Auch die abgebildete hoherenergetische, intensive
Absorptionsbande (A.x =272/278 nm) (ggf. iiberlagern sich hier auch mehrere
elektronische Ubergiinge) kann den spektroskopischen Daten zu Folge und den
Untersuchungen von Seixas de Melo et al. einem m—n*-Ubergang zugeordnet
werden.!”® Das Absorptionsspektrum des Polymer-Wirkstoff-Konjugats zeichnet sich
durch den nahezu vollstindigen Riickgang der langwelligen Absorptionsbande aus,
was fiir eine Unterbrechung der Konjugation des m-Elektronensystems als Folge der
photochemisch induzierten Cycloaddition unter Beteiligung der (C3,C4)-Doppel-
bindung spricht. Auch im kurzwelligeren Bereich des Spektrums (A =270-280 nm)
war eine drastische Abnahme der Absorption festzustellen. Aus der Restabsorption bei
A =310 nm konnte auf Grund des linearen Zusammenhangs zwischen Konzentration
und Absorption (Lambert-Beer-Gesetz) der Anteil freier, wiahrend der Reaktion nicht
umgesetzter 4-Methylcumarin-Linker berechnet werden. Auf Basis der abgebildeten
UV/Vis-Spektren lagen im Polymer-Wirkstoff-Konjugat noch 5,9 % freie, polymer-
gebundenen Linkergruppen vor. Ob die iibrigen 94 % photoreaktiver Linker
ausschlieBlich in einer Cycloaddition verbraucht wurden oder ob ein Teil der Gruppen
einen anderen Reaktionspfad eingeschlagen hat, kann anhand der vorliegenden
Spektren nicht beurteilt werden. Die Polymer-Wirkstoff-Konjugate wiesen im
Allgemeinen eine schwach gelbliche Féarbung auf. Dies macht sich im Spektrum
dadurch bemerkbar, dass die Probe auch deutlich oberhalb von 340 nm noch
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absorbiert. Die Restabsorption bei A =310nm geht daher vermutlich nicht
ausschlieBlich auf frei vorliegende, polymergebundene 4-Methylcumarin-Linker

zuriick (vgl. dazu auch die anschlieBende NMR-spektroskopische Analytik).

C5'F

e e \ \ \ \ \ \
0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 ppm

Abbildung 72. YF-NMR-Spektrum (282 MHz, CDCls, 'H-entkoppelt) von HSFU::MeCumPMMA.

Die NMR-Spektroskopie ermoglicht es den Erfolg der Wirkstoffimmobilisierung
direkt sichtbar zu machen. Das '"F-NMR-Spektrum in Abbildung 72 zeigt nur eine
einzige Resonanz bei einer chemischen Verschiebung 6(in CDCl;) = -138 ppm. Auch
nach wiederholtem Umfillen blieb das Spektrum unverdndert. Die HSFU-
Homodimere, die bei der polymeranalogen Wirkstoffimmobilisierung als potentielle
Verunreinigungen in Frage kommen, wurden von Zhao gezielt synthetisiert und NMR-
spektroskopisch charakterisiert. Danach ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei der in
Abbildung 72 dargestellten Resonanz um ein solches Dimer ((in DMSO) <
-150 ppm) handelt."”" Dieses Signal entspricht auch nicht dem des freien
Wirkstoffvorlaufers HSFU (8(in CDCl3) =-162 ppm). Auch der freie Wirkstoff SFU
konnte durch ein Vergleichsspektrum (in DMSO und MeOD) ausgeschlossen werden.

Vor allem aber der Vergleich mit fritheren Arbeiten "

zeigt, dass diese
Verschiebungsregion fiir die HSFU/Cumarin-Heterodimere typisch ist. Dem vor-
liegenden '""F-NMR-Spektrum nach zu urteilen wurde die Bildung eines der vier
moglichen Heterodimer-Isomere sehr stark bevorzugt. Die iibrigen Isomere wurden
unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen wenn iiberhaupt nur in vernachléssigbaren

Mengen gebildet (vgl. dazu Abbildung 98 auf Seite 120).
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Besonders interessant ist der Vergleich der 'H-NMR-Spektren vor und nach der
Reaktion. Im Zuge der Cycloaddition werden zwei n-Bindungen zu Gunsten von zwei
neuen o-Bindungen abgebaut. Fiir die Resonanzen der Protonen C11H; und C3H der
4-Methylcumarin-Gruppe ist daher eine deutliche Hochfeldverschiebung zu erwarten.
Ein Blick auf die Spektren in Abbildung 73 zeigt, dass die urspriinglichen Signale von
C3H und C11Hj; fast vollstdndig verschwunden sind, was fiir einen sehr hohen Umsatz
bezogen auf die Reaktion der Doppelbindung zwischen C3 und C4 spricht. Nur bei
starker VergroBerung ist noch ein zu vernachlissigendes Restsignal von C3H aus der
unreagierten Cumaringruppe erkennbar. Die C3H-Resonanz im Photodimer ist im
Bereich des Methoxyprotonen-Signals (6 = 3,6 ppm) zu erwarten. Darauf deuten auch
die entsprechenden 2D-Korrelationsspektren hin (vgl. Abbildung 76). C11H; erféhrt
eine Verschiebung in die Region der Polymerriickgrat-Resonanzen. Die Signale der
aromatischen Protonen C5H, C6H und C8H iiberlagern sich im Polymer-Wirkstoff-
Konjugat in der Region um 6 = 6,8 ppm.

5,6,8
g

N3'H ¢
_._,/\_.A.J
L D I D T T T

80 75 7.0 65 6.0 55 ppm 3.0 ppm

N Th—
3k 11

5 l86 3 J 11
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L N M R B
80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Abbildung 73. 'H-NMR-Spektren (300 MHz, CDCl;) des endstindig monofunktionalisierten
Polymeren vor (unten) und nach (oben) der polymeranalogen, photochemischen Beladung mit
1-Heptanoyl-5-fluoruracil.

Sehr auffillig sind auch die iibrigen Signale in den vergroBerten Bereichen des
'H-NMR-Spektrums. Das breite Singulett bei &~ 8 ppm wurde N3'H, das Dublett
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(°*J =19,5 Hz) bei 5,1 ppm C6'H zugeordnet. Beide Signale stammen von der HSFU-
Domine des Heterodimeren. Zusitzlich unterstiitzt wird diese Annahme durch die
Integration der beiden Resonanzen (N3'H und C6'H): Beide Integrale entsprechen je
einem Proton. Die gro3e Aufspaltung der C6'H-Resonanz geht auf die Kopplung mit
C5'F (Kernspin = Y2) iiber drei Bindungen zuriick. Dass es sich tatsédchlich um die
H,F-Kopplung handelt, wird in Abschnitt 5.3.2.1 diskutiert. Im zweiten vergroferten
Ausschnitt, bei einer Verschiebung von ca. 3 ppm, erkennt man ein Multiplett mit
komplizierter Feinstruktur. Es handelt sich hierbei um die beiden diasterotopen
C8'H/p Protonen des Heptanoylrests des HSFU-Molekiilteils.

Tabelle 8. Auswertung der Resonanzintegrale eines 'H-NMR-Spektrums von HSFU::MeCumPMMA
(CS070906-P63).

. , C5H, C6H, , , OCH; im
Signalzuordnung N3'H C’H C6'H C8'H, OCH; Basispolymer
Integral 0,74 3 0,72 3,29 275 221¢
Reduziertes 0.74 1 0.72 1,65 92¢ 74

Integral

“ Hierbei handelt es sich um die Signalfliche geteilt durch die Anzahl der zugehorigen Protonen. Um
alle Werte direkt vergleichbar zu machen wurde auflerdem auf das Integral der aromatischen Protonen
kalibriert: Icsy con csu = 3. ® Die groB3e Abweichung des reduzierten Integrals vom erwarteten Wert 0,7
ist auf die Position der C8H,-Resonanz an der Hochfeld-Flanke des breiten Signals der
Methoxyprotonen zuriickzufithren, was ein Auswertung nicht moglich macht. © Die C3H-Resonanz
iiberlagert das breite Signal der Methoxyprotonen, was allerdings einen vernachldssigbaren Fehler

darstellt. ¢ Um das Integral im Basispolymer zu bestimmen wurde auf das Integral I3 = 1 kalibriert.

Auch die Signalflichen der Resonanzen im 'H-NMR-Spektrum liefern wertvolle
Informationen. Die Integration der schwachen Signale und vor allem die Wahl der
Integrationsgrenzen fiir das (C5H, C6H, C8H)-Multiplett ist allerdings nicht trivial,
sodass die in Tabelle 8 zusammengestellten Werte vermutlich mit einem Fehler
behaftet sind. Anhand der Daten ergibt sich, dass ca. 70 % der umgesetzten
4-Methylcumarin-Linker, die durch das Multiplett der aromatischen Protonen erfasst
wurden, mit dem Wirkstoff-Vorldaufer HSFU beladen wurden. Bei der Berechnung
wurden die nicht integrierbaren Restsignale der noch freien 4-Methylcumarin-Gruppen
unberiicksichtigt gelassen. Dariiber hinaus ist ersichtlich, dass der Anteil der
polymergebundenen  4-Methylcumarin-Linker im  Polymer-Wirkstoff-Konjugat
deutlich geringer war als im entsprechenden Basispolymer. Dies kann aus den
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reduzierten Integralen der Methoxyprotonen-Resonanz vor und nach der
photochemischen Wirkstoffbeladung abgeleitet werden. Im Basispolymer entspricht
das angegebene reduzierte Integral dem Polymerisationsgrad P, =74, im Polymer-
Wirkstoff-Konjugat kann es als ,,Pseudo-Polymerisationsgrad“ P, =92 aufgefasst
werden. Die Kehrwerte entsprechen damit den molaren Anteilen der polymer-
gebundenen 4-Methylcumarin-Gruppen. Die prozentuale Differenz wurde wie folgt
berechnet:

-3
AMeCum-Linker =100 - Pn Pr;k — 19,6
%

1
B,

Ein Teil dieser rund 20 % ,,verlorenen Linkergruppen liegt noch in freier Form im
Polymer-Wirkstoff-Konjugat vor, wurde also im Verlauf der Reaktion nicht umgesetzt.
Den NMR-Spektren nach zu urteilen ist das aber nur ein kleiner Anteil (< 3 %). Eine
Moglichkeit diese Differenz zu erkldren besteht in einer photochemisch induzierten
Abspaltung der photoreaktiven Linker vom Polymerriickgrat wihrend der
Beladungsreaktion. Chae et al. konnten bei Untersuchungen an photovernetzbaren
Polymeren mit Cumarinseitengruppen genau diesen Prozess beobachten."”® Anhand
der zur Verfiigung stehenden NMR-Daten reduziert sich so der Beladungsgrad von
70 % auf eine Beladungseffektivitit von ca. 56 % ausgehend von den urspriinglich im

Polymer vorhandenen Linkergruppen.

Beladungseffektivitat
%

=100-0,8-0,7 =56
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5.3.2.1 Analyse der Dimerstruktur’

Auch eine Analyse der Regioisomerie konnte anhand der NMR-spektroskopischen
Daten durchgefiihrt werden. Die in Abbildung 74 dargestellten moglichen isomeren
Produkte der Photodimerisierungsreaktion unterscheiden sich an der Cyclobutan-
einheit durch die Anordnung der Substituenten.

syn anti

Abbildung 74. Stereo- und Regioisomerie der HSFU/4-Methylcumarin-Heterodimere (R = Polymer-
riickgrat, Ry = C¢H3)."

Im Kopf-zu-Kopf-Dimer erwartet man fiir C6'H ein Dublett auf Grund der
7J-Kopplung mit C5'F. Der Wert fiir die H,H-Fernkopplung iiber vier Bindungen liegt
typischerweise zwischen 0 und 3 Hz, ist damit sehr klein und spielt hidufig schon bei
19 Weitkamp und Korte ermittelten in ihren NMR-

Untersuchungen an substituierten Cyclobutanen ebenfalls *J-Kopplungskonstanten

kleinen Molekiilen keine Rolle.

dieser GroBenordnung.!”® Auf Grund der allgemeinen Signalverbreiterung in NMR-
Spektren von Makromolekiilen ist es daher wahrscheinlich, dass die 4J-K0pplung
zwischen C6'H und C3H im Kopf-zu-Kopf-Dimer nicht in Erscheinung tritt. Im

' Die Bezeichnungen wurden in Analogie zu Cumarinhomodimeren gewihlt. Als Kopf wurde im Cumarin die
Carbonylgruppe an C2, im 5-Fluoruracil die Carbonylgruppe an C4 gewihlt. Syn bzw. anti wurden nicht nach
den Prioritédten der Substituenten vergeben, sondern definieren die raumliche Anordnung der Heterocyclen
bezogen auf den Cyclobutanring als Referenz“ebene”. Enantiomere (bezogen auf die vier Stereozentren am
Cyclobutan) werden nicht unterschieden.
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Unterschied dazu ist im Kopf-zu-Schwanz-Isomer fiir C6'H ein Doppeldublett oder
1:2:1-Triplett fiir den Fall gleicher Kopplungskonstanten auf Grund zweier
7J-Kopplungen mit C5'F sowie C3H zu erwarten. NMR-spektroskopisch wird, wie
bereits bei der Diskussion der 1D-NMR-Spektren beschrieben, ein Dublett mit gro3er
Kopplungskonstante (°J = 19,5 Hz) beobachtet. In dem in Abbildung 75 dargestellten
2D-'H,'H-Korrelationsexperiment (COSY) treten keine Kreuzsignale fiir C6'H in
Erscheinung. Dies ist ein Nachweis dafiir, dass die beobachtete Dublett-Aufspaltung
im eindimensionalen 'H-NMR-Experiment nicht auf eine homonukleare
H,H-Kopplung zuriickzufiihren ist.

Cyclobutan - Region (6')

-OMe

*@eSe

- B

=S

60 58 56 54 52 50 48 ppm

Abbildung 75.  Ausschnitt aus dem  2D-'H,'H-Korrelationsexperiment ~ (COSY)  fiir
HS5FU::MeCumPMMA.

In den mit 'H-gekoppelten '’F-NMR-Spektren ist eine Feinstruktur, die zur
Strukturaufklarung hitte herangezogen werden konnen, nur andeutungsweise — auf
keinen Fall auswertbar — erkennbar. Trotzdem sprechen die bisher diskutierten NMR-
spektroskopisch ~ermittelten Daten fiir das Vorliegen eines Kopf-zu-Kopf-
Heterodimeren. Tatsdchlich werden in der fiir C6'H typischen Verschiebungsregion
noch weitere sehr schwache Signale beobachtet, die darauf hindeuten, dass neben dem
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dominierenden Isomer auch noch die drei weiteren Isomere als Nebenprodukte
gebildet werden (vgl. dazu auch Abschnitt 5.3.4.3).

Auch das HMBC-Experiment (Abbildung 76) ist mit dieser Interpretation in
Ubereinstimmung. Die markierten Kreuzsignale treten im HMBC-Spektrum des
Basispolymeren nicht auf, sind also eine Folge der Cycloaddition und gehen auf die
H,C-Kopplungen der Protonen C6'H und C3H mit den Kohlenstoffatomen des
C,-Rings zuriick. Die Zuordnung der “J-Kopplungen C6’,C6'H und C3,C3H wird auch
durch das HSQC-Experiment unterstiitzt. Die Zuordnung der C-Kerne zu den
entsprechenden Signalen erfolgte dariiber hinaus anhand von Verschiebungstabellen
und der beobachteten Aufspaltung der *C-Signale auf Grund der Kopplung mit dem
Fluorkern (C5'F).
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Abbildung 76. Ausschnitt aus dem 2D-'H,"’C-Korrelationsexperiment (HMBC)  fiir
H5FU::MeCumPMMA. In den zwei kleinen Ausschnitten sind beispielhaft fiir C3H bzw. C6'H
charakteristische Kreuzsignale aus dem zusitzlich aufgenommenen '*C-entkoppelten HMBC-
Experiment abgebildet. In diesem werden die C,H-Kopplungen unterdriickt. Die weiterhin beobachtete
Aufspaltung der markierten Kreuzsignale kann daher nicht auf eine C,H-Kopplung zuriickgefiihrt

werden.
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Alle Kreuzsignale treten in Paaren auf. Fiir C6'H war das zu erwarten, die Aufspaltung
ist bereits im 'H-NMR-Spektrum sichtbar. Unsichtbar waren jedoch Verschiebung und
Multiplizitit der entsprechenden Resonanz von C3H auf Grund der Uberlagerung
durch die intensive Methoxyprotonen-Resonanz. Das HMBC-Spektrum zeigt, dass
auch die Protonenresonanz fiir C3H zu einem Dublett, durch die Kopplung mit einem
benachbarten Kern, aufgespalten ist. Dies ist mit der Struktur der Kopf-zu-Kopf-
Isomere vereinbar (3J-C3H,C5 'F), wiederspricht erst einmal aber auch nicht der Kopf-
zu-Schwanz-Anordnung (3 J-C3H,C6'H). Die horizontalen Abstinde der C6'H-
Kreuzsignalmaxima liegen bei 19-20 Hz (vgl. die aus dem 1D-Spektrum ermittelte
Kopplungskonstante). Fiir die entsprechenden Abstidnde der C3H-Kreuzsignalmaxima
konnte ein Wert zwischen 15 und 19 Hz ermittelt werden. In beiden Féllen handelt es
sich um relativ groBe “J-Kopplungskonstanten. In denen von Weitkamp und Korte
untersuchten Cyclobutanen lagen die vicinalen H,H-Kopplungskonstanten alle deutlich
unter den hier ermittelten Werten (3 J<13 Hz).[15 1

Abbildung 77. Thymin/4,6-Dimethylbenzoangelicin-Photoprodukte. Syn bezieht sich auf die

rdumliche Anordnung der Heterocyclen am Cs-Ring. Eine alternative, gebrauchliche Nomenklatur ist

in der entsprechenden Literaturstelle zu finden.'®®!

In einem Photodimer aus 4,6-Dimethylbenzoangelicin und Thymin (Abbildung 77,
syn-Kopf-zu-Schwanz) wurde die “J-H,H-Kopplung am C,-Ring mit 8,1 Hz
angegeben. Im syn-Kopf-zu-Kopf-Produkt konnte keine Kopplung der beiden
hervorgehobenen Protonen festgestellt werden.'®® Die GroBe der hier beobachteten
Kopplungen spricht daher sowohl bei C6'H als auch bei C3H fiir eine H,F-Kopplung,
was nur mit den Kopf-zu-Kopf-Isomeren zu vereinbaren ist. Das '*C-entkoppelte
HMBC (Abbildung 76) lieferte schlieBlich auch den Nachweis, dass es sich nicht um
heteronukleare C,C3H- bzw. C,C6'H-Kopplungen handelt. Die Aufspaltung der
betreffenden Kreuzsignale blieb auch bei diesem Experiment bestehen.
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Dariiber hinaus fillt auf, dass die Intensititen der Kreuzsignale vergleichbar sind. Die
Entfernung (in Bindungen gerechnet) der beiden koppelnden Kerne hat aber in der
Regel Einfluss auf die Intensitit der Kreuzsignale."'®”! Nur die Anzahl der Bindungen
zwischen den beiden Kernen betrachtet, sollte bei einem Kopf-zu-Schwanz-
Regioisomer daher ein deutlicher Intensititsunterschied zwischen dem “J-C11,C3H-
und dem “J-C11,C6'H-Kreuzsignal bestehen, sofern die Kopplung iiber vier
Bindungen {iiberhaupt sichtbar ist. Mit einem Kopf-zu-Kopf-Isomeren sind die
vergleichbaren Intensititen vereinbar, da es sich in beiden Fillen um “J-Kopplungen
handelt. Die vorliegenden Ergebnisse der ein- und zweidimensionalen NMR-
spektroskopischen Untersuchungen lassen wenig Zweifel daran, dass es sich bei dem
bevorzugt (fast ausschlieBlich) gebildeten Heterodimer um ein Kopf-zu-Kopf-
Regioisomer handelt.
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Abbildung 78. Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum (Mischzeit: 300 ms) des Polymer-Wirkstoff-
Konjugats HSFU::MeCumPMMA.

Zur Aufklarung der syn/anti-Isomerie wurde nach direkten Kopplungen, also
Kopplungen durch den Raum im Bereich des C,-Rings, mit Hilfe des NOESY-
Experiments (Abbildung 78) gesucht. Hier sind erhebliche Unterschiede zwischen dem
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syn- und dem anti-Isomer zu erwarten. In Abbildung 79 ist die optimierte® rdumliche
Molekiilstruktur des syn-Kopf-zu-Kopf-Isomeren dargestellt. Der polymere Rest an C7
wurde auf eine fert-Butyl-Gruppe vereinfacht. Die Vergro3erung zeigt, dass das Proton
C6'H zwei sehr nahe Kontakte zu C3H und den Protonen der Methylgruppe C11H;
hat. Wird freie Drehbarkeit der Methylgruppe angenommen vergroBert sich der
mittlere Abstand zwischen C6'H und C11H;5 auf ca. 3,1 A. Der Abstand von C6'H zu
Proton C5H ist mit 3,9 A noch einmal deutlich groBer.

Abbildung 79. Ergebnis der Strukturoptimierung des syn-Kopf-zu-Kopf-Isomeren. Anstatt des
kompletten Polymerriickgrats an C7 wurde nur das erste Strukturelement, der fert-Butyl-Ester bei der
Berechnung beriicksichtigt. Im vergroferten Ausschnitt sind die direkten Kontakte hervorgehoben, die
im NOESY-Spektrum beobachtet wurden. Die Strukturoptimierung wurde von Dipl.-Chem. Martin C.
Schwarzer aus der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. G. Frenking durchgefiihrt.

% Die Strukturoptimierung wurde von Dipl.-Chem. Martin C. Schwarzer aus der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. G. Frenking durchgefiihrt. Die Berechnungen wurden mit dem Quantenchemie Programm
,»lurbomole 5.8“ (RIBP86/def2-SVP) durchgefiihrt. Durch Frequenzberechnung (,,AOFORCE®)
wurde das Erreichen eines Energieminimums (keine imagindren Moden) bestitigt. Die Abbildung der
Molekiilstruktur wurde mit dem Programm ,,ChemBio3D 11.0.1% erstellt.
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Die abgebildete Struktur und die ermittelten Abstinde der koppelnden Protonen sind
mit den beobachteten Kreuzsignalen und Kreuzsignalintensititen im NOESY-
Spektrum vereinbar. Im entsprechenden anti-Isomer liegen die beiden Protonen C3H
und C6'H diagonal auf entgegengesetzten Seiten der Cyclobutaneinheit. Eine direkte
Kopplung ist bei dieser Konfiguration nicht zu erwarten. Auch der Abstand zwischen
C6'H und der Methylgruppe C11H; vergroBert sich im anti-Isomer deutlich, so dass
hier nur eine schwache, unter Umstinden sogar keine Kopplung sichtbar wird.

Nach den zur Verfiigung stehenden NMR-spektroskopischen Daten zu urteilen handelt
es sich bei dem hier vorliegenden H5FU/4-Methylcumarin-Heterodimer um ein Kopf-
zu-Kopf-Regioisomer. Die im NOESY-Experiment beobachteten direkten Kopplungen

fiir das Proton C6'H sind dariiber hinaus nur mit der syn-Konfiguration zu vereinbaren.
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5.3.3 Freisetzung des polymergebundenen Wirkstoffs aus
H5FU::MeCumPMMA

Die Reversibilitit der photochemisch induzierten Dimerisierung von Cumarinen wurde
sowohl fiir niedermolekulare als auch polymere Systeme intensiv untersucht. Auch die
Spaltung von Pyrimidinbasenhomodimeren (z.B. Thyminphotodimere) ist schon lange
bekannt.”™® Die Wirkstofffreisetzung entspricht dagegen der Spaltung eines
Heterodimeren aus 1-Heptanoyl-5-fluoruracil und 4-Methylcumarin. Auch die
Spaltung von solchen Heterodimeren auf Cumarinbasis ist literaturbekannt und wurde

1% oder im Rahmen einer Modellstudie zur

beispielsweise durch Vedaldi et a
Untersuchung der reversiblen Photocycloaddition von 5,7-Dimethoxycumarin und
Tetramethylethylen durch Shim und Chi"'®'

Rahmen der Projektarbeit Publikationen, die sich mit der Ein- und Zwei-Photonen-

! beschrieben. Nicht zuletzt entstanden im

induzierten Freisetzung von HSFU aus polymergebundenen HSFU/Cumarin-

Heterodimeren beschiiftigten.'" 12! 122 1521

Abbildung 80. Ein- bzw. Zwei-Photonen-induzierte Wirkstoftfreisetzung.

Die lichtinduzierte Wirkstofffreisetzung aus dem Polymer-Wirkstoff-Konjugat
HS5FU::MeCumPMMA wurde in Losung sowohl Ein- als auch Zwei-Photonen-
induziert untersucht (Abbildung 80).

5.3.3.1 Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung (1PA)

Die Wirkstofffreisetzung unter Verwendung von kurzwelliger UVC-Strahlung stellt die
experimentell einfachste Methode dar, um im Anschluss an die Wirkstoffbeladung und

Aufreinigung der Polymer-Wirkstoff-Konjugate zu iiberpriifen, ob die gebundene
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Wirkstoffvorstufe auch wieder freisetzbar ist und wie viel Wirkstoff effektiv freigesetzt
werden kann. Es ist dabei keinesfalls davon auszugehen, dass die Menge an
immobilisiertem Wirkstoff auch vollstindig reversibel wieder freisetzbar ist. Vielmehr
fanden Chen et al. bei Untersuchungen zur reversiblen Photochemie an Copolymeren
mit photoreaktiven 4-Methylcumarin-Seitenketten, dass bei Bestrahlung verdiinnter
Losungen dieser Polymere bei A =254 nm Photodimerisierung und -spaltung
nebeneinander auftraten und schlieBlich zu einem dynamischen Gleichgewicht fiihrten.
Auch an Polymerfilmen konnte dies gezeigt werden.!"'" """ Es soll damit keinesfalls
ausgesagt werden, dass diese Ergebnisse auf das hier vorgestellte System aus parallel
vorliegenden H5FU/4-Methycumarin-Hetero- und 4-Methycumarin/4-Methycumarin-
Homodimeren vollstindig iibertragbar ist. Es zeigt jedoch, dass auch fiir die
photochemisch induzierte Wirkstoffbeladung keine vollstindige Reversibilitit
vorausgesetzt werden kann.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der UV-induzierten (1PA) Freisetzung
dargestellt. Dazu wurden 14,5 mg des Polymeren (CS070906-P63) in 5 mL
Tetrahydrofuran gelost  (Cpoiymer = 2,9 g/L) und 3 mL dieser Losung in ein
Quarzglaskiivette gefiillt. Die Dimerspaltung wurde anschlieBend unter stindigem
Rithren durch Bestrahlung bei einer Wellenldnge von A =266 nm ausgelost. Die
Regeneration der monomeren, polymergebundenen 4-Methylcumarin-Linker wurde
UV/Vis-spektroskopisch verfolgt. Gleichzeitig wurde die Konzentration von freiem
HS5FU HPLC-analytisch verfolgt. In Abbildung 81 sind die beiden Verldufe -
Linkerregeneration und Wirkstofffreisetzung — abgebildet.

Fir die Quantifizierung der freigesetzten Wirkstoffmenge wurde die verwendete
HPLC-Methode mit SFU- bzw. HSFU-Losungen bekannter Konzentration kalibriert.
Vor allem die Menge an freigesetztem SFU, dem eigentlichen Zytostatikum, ist fiir die
Beurteilung der Polymer-Wirkstoff-Konjugate im Hinblick auf die geplante
Anwendung als Wirkstoffdepot in Intraokularlinsen entscheidend. Da die Hydrolyse
der Wirkstoffvorstufe HSFU in wissriger Losung sehr schnell und quantitativ erfolgt,
konnte bei der Auswertung der Freisetzungsexperimente angenommen werden, dass in
vivo eine vollstindige Umwandlung von HSFU in 5FU erfolgt.*'*! Die
Freisetzungskurve in Abbildung 81 zeigt, dass die maximal mogliche

Wirkstofffreisetzung nach einer Bestrahlungsdauer von 150 min erreicht wurde.
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Abbildung 81. Oben: Zeitabhingige Entwicklung der UV-induzierten Wirkstofffreisetzung aus
H5FU::MeCumPMMA (CS070906-P63) (Cpotymer = 2,9 g/L; in Tetrahydrofuran; A = 266 nm). Es wurde
die quantitative Hydrolyse von HSFU zu SFU angenommen. Die entsprechenden HPLC-Elugramme
sind ebenfalls abgebildet (rote Markierung: HSFU; schwarze Markierung: SFU). Unten: Entwicklung
der Konzentration an 4-Methylcumarin-Linkern im Verlauf der Wirkstofffreisetzung. Das rote Dreieck
markiert das ausgewertete Absorptionsmaximum (A=310nm (A =309 nm), €310 4m, THE =
7950 L-mol"-cm™).

Die summierte Wirkstoffkonzentration (csgy+ cyspy) nach dieser Zeit liegt bei
Cwirkstoff = 0,1062 mmol-L!, was auf die eingesetzte Menge Polymer-Wirkstoff-
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Konjugat bezogen einer Freisetzung von 4,76 ug SFU pro Milligramm Polymer
entsprach. Bei einer Dosis von 0,25 pg/mL 5SFU wurde in vitro eine signifikant
proliferationshemmende Wirkung auf Linsenepithelzellen des Hasen (RLEC)
nachgewiesen.[162] Bei einem Kapselsackvolumen von ca. 100 uLL und einer Masse der
Intraokularlinsenoptik von 25-50 mg sollte es problemlos moglich sein eine
ausreichende Menge an immobilisiertem Wirkstoff, auch fiir eine wiederholte
Freisetzung, in die Linse einzubringen. Diese Betrachtung beriicksichtigt allerdings
nicht, dass die in vivo Freisetzung laserinduziert (2PA) erfolgen wird und dass eine
anschlieBende Diffusion des Wirkstoffs aus der Linse stattfinden muss.

0,7 T T T T T T T T T T
E —— 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin -
0,6 A, =310 nm 1

m

0,5
0,4

0,3+

Absorption

0,2+
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280 320 360 400 440
Wellenldnge / nm
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Abbildung 82. UV/Vis-Absorptionsspektrum von 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin.

Die Regeneration der 4-Methylcumarin-Linker konnte direkt UV/Vis-spektroskopisch
verfolgt werden. Im Zuge der Cycloreversion wird die C3=C4-Doppelbindung in
Konjugation zur Estergruppe und dem Aromaten zuriickgebildet, was sich
entsprechend im Absorptionsspektrum bemerkbar macht (vgl. dazu auch Abbildung 71
auf Seite 85). Um die Konzentration quantifizieren zu kénnen musste der molare
Extinktionskoeffizient des polymergebundenen Linkers bekannt sein. FEine
Moglichkeit diesen zu ermitteln besteht darin iiber die bekannte Massenkonzentration
einer Losung des Basispolymeren den spezifischen Extinktionskoeffizienten &g
[L-g'-cm™] zu bestimmen und daraus iiber die NMR-spektroskopisch ermittelte
Zusammensetzung des Polymeren den molaren Extinktionskoeffizienten ¢

[L-mol’-cm™] zu berechnen. Bewihrt hat sich auch die Synthese einer
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niedermolekularen Modellsubstanz, die anndhernd die strukturellen Verhiltnisse im
Polymer widerspiegelt.”*! Fiir dieses Molekiil, hier 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin
(7TH4MC), wurde anschlieBend der molare Extinktionskoeffizient im entsprechenden
Losungsmittel bestimmt und auf das Polymer iibertragen. In Tetrahydrofuran wurde
fiir die Modellsubstanz 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin ein molarer Extinktions-
koeffizient von € = 7950 L'mol ' *cm™ bestimmt. Der Vergleich der UV/Vis-Spektren
aus Abbildung 82 und Abbildung 71 zeigt, dass die Struktur und Lage der
Absorptionsbanden  vergleichbar, wenn auch nicht identisch ist. FEine
Gegeniiberstellung der NMR-spektroskopisch ermittelten Zusammensetzung des
endstindig monofunktionalisierten Basispolymeren mit der, die aus den UV/Vis-
spektroskopischen Daten berechnet wurde, ergab eine ca. 96 %ige Ubereinstimmung
beider Werte.

T T T T T T T T T T T T T
0,25- —°— 4-Methylcumarin-Linker
—2— Wirkstoff (5FU + H5FU)

0,20 +

0,15+

0,10+
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Abbildung 83. Zeitabhingige Entwicklung der Wirkstoff- und 4-Methylcumarin-Konzentrationen im
Verlauf der Bestrahlung mit kurzwelliger UV-Strahlung (A =266 nm). Die zu Anfang bereits
vorliegende Konzentration an monomeren, polymergebundenen Linkern wurde zur besseren
Vergleichbarkeit abgezogen.

Bei der Auftragung der Regeneration der 4-Methylcumarin-Linker in Abbildung 81
wird deutlich, dass nach einer Bestrahlungsdauer von 150 min noch keine stationérer
Zustand erreicht wurde — die Konzentration der monomeren, polymergebundenen
Linker nahm weiterhin zu, obwohl die Wirkstofffreisetzung bereits abgeschlossen war.
Die gemeinsame Darstellung der entsprechenden Konzentrationen in Abbildung 83
macht dies deutlich. Es ist zwar ein Abflachen der Kurve zu erkennen, das Maximum
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der Linkerregeneration ist aber noch nicht erreicht. Moglicherweise ist das auf eine
unterschiedliche Reaktionskinetik der ablaufenden Spaltungsreaktionen (Hetero-
dimerspaltung bzw. Homodimerspaltung) zuriickzufiihren. Eine weitere Moglichkeit

wird im Folgenden diskutiert.

Ein Detail, das bei genauerem Betrachten der Wirkstofffreisetzungskurve auffillt, ist,
dass die freigesetzte Menge nach 150 min Bestrahlungsdauer wieder leicht zuriickgeht.
An den HPLC-Kurven ist zu erkennen, dass die detektierte Konzentration von HSFU
geringer wurde, wihrend sie fiir SFU noch anstieg. Zuerst wurde dieser Tatsache keine
Beachtung geschenkt, da der Riickgang minimal war und die Vermutung nahe lag, dass
HS5FU langsam in S5FU umgewandelt wurde (es wurden keine getrockneten
Losungsmittel verwendet) und die Wiederfindung des umgewandelten HS5FU auf
Grund unterschiedlich genauer Kalibrationen fiir SFU bzw. H5FU nicht vollstindig
gegeben war. Dieser systembedingte Fehler ist natiirlich weiterhin eine mogliche
Erkldrung, aber bei der Reproduktion der Freisetzungsergebnisse mit wesentlich
niedriger konzentrierten Polymerlosungen konnte dieses Verhalten noch ausgeprigter
beobachtet werden.

Ein weiterer Punkt, der beachtet werden sollte, ist, dass das aus den beiden
Konzentrationskurven abschitzbare Verhiltnis der beiden moglichen Dimerspezies
(HS5FU/4-Methylcumarin bzw. 4-Methylcumarin/4-Methylcumarin) zueinander nicht
dem NMR-spektroskopisch ermittelten Anteil der Heterodimere (ca. 70 %) entspricht,
sondern einen deutlich schlechteren Beladungsgrad suggeriert; Vor allem wenn man
bedenkt, dass das Maximum der Linkerregeneration noch nicht erreicht wurde.
(Mogliche Fehlerquellen bei der Auswertung der NMR-Spektren wurden bereits im
entsprechenden Abschnitt diskutiert.) Uber die Ursachen kann nach dem bisherigen
Kenntnisstand nur spekuliert werden und es sind durchaus weitere denkbar als die im
Folgenden angesprochene. Die Ergebnisse der Freisetzungsexperimente konnten auf
eine UV-Instabilitit des Wirkstoffs bzw. der Vorstufe bei kurzwelliger Bestrahlung
hindeuten. Tatsichlich wurde auch abseits der Dimerisierung die Photochemie von

I sowie Aminen!'®®!

5-Fluoruracil in Gegenwart von Wasser''® ' Alkoholen!'®
untersucht. Die darin diskutierten Reaktionen scheinen nicht geeignet um die
beobachtete Abnahme der SFU-Konzentration nach Uberschreiten des Maximums zu
erkldren aber es erscheint sinnvoll die UV-Stabilitit von H5FU in organischen

Losungsmitteln wie beispielsweise Tetrahydrofuran ndher zu beleuchten.
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In Abbildung 84 wird demonstriert, dass sich auch die NMR-Spektroskopie zur
Verfolgung der Dimerspaltung eignet. Zu diesem Zweck wurde eine konzentrierte
Losung des Polymer-Wirkstoff-Konjugats in deuteriertem Chloroform hergestellt und
anschlieBend direkt im NMR-Probenrohrchen bestrahlt. Da das Borosilikatglas einen
Grofteil der Strahlung ausfiltert wurde mit der Philips TUV PL-S UVC Rohre
OW/2,3W (UVC), A=254nm) eine intensivere UV-Quelle als die Xenon-
Bogenlampe des  Fluoreszenzspektrometers verwendet. Die  abgebildeten
Spektrenausschnitte zeigen iiber den beobachteten Zeitraum von 96 min eine
kontinuierliche Zunahme der typischen Resonanzen des Basispolymeren sowie der
Wirkstoffvorstufe HSFU. Zwischen 4 und 2 ppm sind im '"H-NMR-Spektrum ebenfalls
die Entwicklung der charakteristischen C11H3-Resonanz des monomeren Linkers und
das Wachstum des typischen C8'H,-Tripletts des freien HSFU zu beobachten.

H5FU::MeCum

|

R R R e I I I I
80 75 7.0 65 6.0 55 ppm 120 140 -160  -180 ppm

Abbildung 84. 'H-NMR-Spektren (300 MHz, CDCl;) (links) und '’F-NMR-Spektren (rechts) von
HS5FU::MeCumPMMA (CS070906-P63) in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdauer wihrend der Ein-
Photonen-induzierten Wirkstofffreisetzung (Cpoiymer = 62,5 mg/mL, in CDCl;, A =254 nm). Die
Bestrahlungsdauer nimmt von unten nach oben zu (0, 6, 36, 96 min). Die Positionsnummern beziehen
sich auf die Protonen der Dimere (unteres Spektrum) und auf die Protonen des zuriickgebildeten
Linkers, bzw. der freigesetzten Wirkstoffvorstufe (oberes Spektrum) (vgl. Abbildung 80 auf Seite 98).
Losungsmittelsignale sind mit ,,x*“ gekennzeichnet.
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5.3.3.2 Zwei-Photonen-induzierte Freisetzung

Die Wirkstofffreisetzung in vivo muss zwingend Zwei-Photonen-induziert erfolgen, da
die im Labor zur Dimerspaltung verwendete UVC-Strahlung auf Grund ihrer
pathogenen Wirkung nicht in Frage kommt. Aullerdem absorbiert die Hornhaut des
Auges kurzwellige Strahlung, so dass ein invasiver Eingriff vorgenommen werden
miisste, um UVC-Strahlung in die Intraokularlinse einstrahlen zu kénnen. Durch die
simultane Absorption zweier Photonen kann aber das Photodimer iiber einen virtuellen
Zwischenzustand in einen elektronisch angeregten Zustand gebracht werden, aus dem
die Dimerspaltung ebenfalls erfolgen kann."”'®! Die Energie der Photonen muss
dabei in der Summe genau so gro} sein, wie der energetische Abstand zwischen
Grund- und angeregtem Zustand. Konkret bedeutet das: Fiihrt die Absorption eines
A =266 nm Photons zur Anregung in einen Zustand, aus dem die Dimerspaltung
erfolgen kann, wird zur Anregung eines dhnlichen Zustands durch die gleichzeitige
Absorption zweier Photonen Strahlung der doppelten Wellenldnge/halben Energie
(A =532 nm) benotigt. Diese ,,griinen” Photonen konnen die Hornhaut des Auges
nahezu ungehindert passieren und haben keine inhérente pathogene Wirkung auf den
Organismus. Um aber eine simultane Absorption zweier Photonen zu ermdéglichen
werden intensive Lichtquellen — Laser — bendtigt. Die exklusive Betrachtung der
beiden Wellenlidngen A;ps = 266 nm und App = 532 nm in der vorliegenden Arbeit ist
eine Vereinfachung, die mit der fiir die Arbeit verwendeten Nd:YAG-Laserquelle
zusammenhingt. Die 2PA-induzierte Dimerspaltung in Abhingigkeit von der
Wellenlinge wurde exemplarisch an Cumarinhomodimeren untersucht."® Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigten sogar, dass eine Anregung zwischen 400-450 nm
7-20-mal effektiver ist, als die traditionell eingesetzten 532 nm.

Abbildung 85. Schematischer Versuchsaufbau zur Untersuchung der 2PA-induzierten Spaltung der
Photodimere.

Die Laboruntersuchungen zur laserinduzierten Freisetzung wurden unter Verwendung
des Laseraufbaus in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Motzkus durchgefiihrt. Der
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Aufbau bestand aus einem Nd:YAG-Pulslaser dessen urspriinglich infrarote
Laserstrahlung frequenzverdoppelt (A =532nm) durch eine Quarzglaskiivette
(10 x 10 mm), gefiillt mit 1 mL einer Losung von HSFU::MeCumPMMA (CS090731-
P345) in Acetonitril, gelenkt wurde. Die Konzentration der Proben lag bei
7,19 mg/mL. Um eine Beschiddigung der Quarzglaskiivetten zu vermeiden wurde der
Laserstrahl nicht fokussiert. Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung 85
dargestellt. Die tatsdchlich vom Laser emittierte Pulsenergie Pss3;,, wurde vor dem
Experiment bestimmt. Jedes Experiment dauerte 45 min. In dieser Zeit wurde die
Pulsenergie konstant gehalten. Vor und nach der Bestrahlung wurde das UV/Vis-
Absorptionsspektrum gemessen. Wie bei der UV-induzierten Wirkstofffreisetzung
wurde auch hier eine Zunahme der fiir den monomeren 4-Methylcumarin-Linker
charakteristischen Absorptionsbande (A =310 nm) in Folge der Cycloreversion und
des damit einhergehenden Aufbaus der konjugierten C3=C4-Doppelbindung erwartet.
AnschlieBend wurde die bestrahlte Losung verworfen. Auf diese Weise wurden
insgesamt 8 Proben bei immer steigender Pulsenergie und ansonsten identischen
Versuchsbedingungen bestrahlt. Dieses Vorgehen ermoglichte es die Abhingigkeit der
Freisetzungsrate von der eingestrahlten Pulsenergie zu untersuchen. Anders als fiir

Ein-Photonen-Prozesse erwartet man fiir die Wahrscheinlichkeit einer Zwei-Photonen-

Absorption eine quadratische Abhingigkeit von der Lichtintensitiit./'®”- %!
2,4
0,12 99,5 mJ Pulsenergie - 2,0- 4
S 0,094 g 18] ]
a Sz,
2 0,06 g = ]
< S %08 :
< c
0,03' - 0,4_ |
24,1 mJ Pulsenergie
0,00+ 0,0 : : : : .
300 350 400 450 500 550 0,0 03 0,6 0,9 1,2 1,5
Wellenlange / nm In(P/P )

Abbildung 86. Zwei-Photonen-induzierte Spaltung der Photodimere in HS5FU::MeCumPMMA
(CS090731-P345) durch 3 ns Laserpulse (Cpoymer = 7,19 mg/mL, in Acetonitril, A =532 nm, 100 Hz
Schussfrequenz). Links: UV/Vis-Differenzspektren in Abhéngigkeit von der eingestrahlten Pulsenergie
P53 am nach jeweils 45 min Bestrahlungsdauer (Pss; o = 24,1 mJ, 31,3 mJ, 36,3 mJ, 44,3 mJ, 49,9 mJ,
64,8 mJ, 81,3 mJ, 99,5 mJ). Rechts: Logarithmische Auftragung der normierten 4-Methylcumarin-

Regenerationsrate v/v, gegen die normierte Pulsenergie P/Py.
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Abbildung 86 stellt die Ergebnisse der Versuchsrethe in Form der UV/Vis-
Differenzspektren in Abhédngigkeit der Pulsenergie dar. Je hoher die eingebrachte
Pulsenergie (bzw. Intensitédt der Strahlung), desto mehr monomere 4-Methylcumarin-
Linker wurden regeneriert. Dass der Zusammenhang zwischen Energie und
AAbsorption nicht linear ist, ldsst sich schon ohne genauere Auswertung erkennen.
Néher analysiert wurde dies durch die doppeltlogarithmische Auftragung der
normierten 4-Methylcumarin-Regerationsraten gegen die normierten Pulsenergien. Da
die Regenerationsrate proportional zur Absorptionszunahme ist ldsst sich diese
Auswertung allein aus den Differenzspektren und der Kenntnis der verwendeten
Pulsenergie durchfiihren. Fiir einen linearen Prozess (1PA) erwartet man eine Steigung
von 1 fiir einen idealen Zwei-Photonen-Prozess eine Steigung von 2. Die Steigung von
1,61 zeigt, trotz der Abweichung vom Idealwert 2, dass die Dimerspaltung Zwei-
Photonen-kontrolliert abléduft.

Das HPLC-Elugramm in Abbildung 87 belegt, dass unter den Versuchsbedingungen
eine Wirkstofffreisetzung stattgefunden hat. Eine Freisetzung von HSFU aus den
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten auf Basis des endstindig 4-Methylcumarin-

funtionalisierten Polymethylmethacrylats ist demnach moglich.

DAD-Signal / mAU

o 2 4 6 8 10
Retentionszeit / min

Abbildung 87. Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus HSFU::MeCumPMMA in
Acetonitril. Qualitatives HPLC-Elugramm nach erfolgter Freisetzung. Die Hydrolyse von H5FU zu
5FU wurde durch Zusatz von 10 % Wasser erreicht. Schwarze Markierung: SFU. Der Grund fiir den
deutlichen Anstieg der Basislinie ab 5 Minuten ist unbekannt.
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5.3.4 Optimierung der Beladungsreaktion und Synthese im Fallfilm-
Photoreaktor

Die Darstellung der endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten Polymere auf
Basis von Polymethylmethacrylat mittels ATRP konnte, wie in Abschnitt 5.1.2 gezeigt,
auf TechnikumsmaBstab skaliert werden. Eine Synthese von Polymer-Wirkstoff-
Konjugaten iiber den LabormaRstab hinaus wurde bisher nicht durchgefiihrt, da kein
entsprechender Photoreaktor zur Verfiigung stand um reproduzierbar groflere Mengen
der wirkstoffbeladenen Polymere herzustellen. Im Folgenden wird die Synthese des
Polymer-Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPMMA mit Hilfe eines Kreislaufsystems
— einem Fallfilm-Photoreaktor — diskutiert.

Neben dem Polymerdesign (Mikrostruktur, Funktionalisierungsgrad) spielen auch die
Reaktionsbedingungen wihrend der polymeranalogen Photochemie eine entscheidende
Rolle fiir eine effektive Wirkstoffbeladung und bestmogliche Unterdriickung der
Bildung von Cumarinhomodimeren. Vor der eigentlichen Skalierung erschien es daher
sinnvoll die Reaktionsbedingungen, die bisher zur Synthese der Polymer-Wirkstoff-
Konjugate verwendet wurden (vgl. auch Abschnitt 5.3.2), zu iiberpriifen und ggf. zu

modifizieren.

5.3.4.1 Ld&sungsmitteleinfluss

Die Verwendung des Losungsmittelgemischs Chloroform/Aceton fiir die Synthese im
LabormaBstab geht auf die Arbeit von Kreiling zuriick.”* Aceton hat wie
Benzophenon eine photosensibilisierende Wirkung. Es wurde auf Grund der im
Gegensatz zu Benzophenon ausreichend hohen Triplettenergie fiir die Anregung von
5-Fluoruracil eingesetzt.!'””! Die Anregung beider Reaktanden — der Linkergruppe und
der Wirkstoffvorstufe — ist aber fiir eine erfolgreiche Heterodimerbildung nicht
zwingend notwendig, da eine grenzorbitalkontrollierte Cycloaddition zwischen einem
Teilchen im angeregten Zustand und einem zweiten im Grundzustand erfolgt. Der
Einsatz von Aceton und Chloroform als Losungsmittel hatte dariiber hinaus sogar
einen entscheidenden Nachteil: Thre UV-Absorption machte es unmoglich eine
UV/Vis-spektroskopische Onlineanalytik zur Umsatzkontrolle der photochemisch
induzierten Wirkstoffbeladung aufzubauen. Grade dies ist aber fiir ein Kreislaufsystem

mit groBem Reaktionsvolumen wiinschenswert wenn nicht sogar zwingend notwendig.
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Abbildung 88. Wirkstofffreisetzung (1PA) aus Polymer-Wirkstoff-Konjugaten HSFU::MeCumPMMA
(CS080715-P181, P183, P184) in Abhingigkeit von dem wihrend der Wirkstoffbeladung eingesetzten
Losungsmittel (Cpoiymer = 3 /L, in Tetrahydrofuran, A =266 nm). Angegeben sind nicht die maximal

freisetzbaren Wirkstoffmengen.

Im Unterschied zu Aceton oder auch Chloroform absorbiert Acetonitril bis in den sehr
tiefen UVC-Bereich keine bzw. nur unwesentlich Strahlung und ist in der Lage die
monofunktionalisierten Basispolymere (auch die spiter diskutierten Basiscopolymere
mit M, = 5-10%) sowie die Wirkstoffvorstufe und den Triplettsensibilisator zu ldsen.
Eine Reaktionsverfolgung anhand der charakteristischen 4-Methylcumarin-
Absorptionsbande bei A = 310 nm war daher moglich. Abbildung 88 zeigt, dass fiir das
in Acetonitril beladene Polymer-Wirkstoff-Konjugat HSFU::MeCumPMMA, zu-
mindest in Bezug auf die freigesetzten Wirkstoffmengen vergleichbare Ergebnisse
erzielt werden konnten, wie bei den in Aceton oder auch in Chloroform/Aceton (vgl.
5.3.3.1) beladenen Polymeren. Das schlechtere Freisetzungsergebnis fiir das in
Chloroform beladene Polymer-Wirkstoff-Konjugat wurde der erheblich schlechteren
Loslichkeit des Wirkstoffs bzw. der Wirkstoffvorstufe in diesem Losungsmittel, und

damit der Triibung der Reaktionslosung durch ungeldste Anteile, zugeschrieben.

5.3.4.2 Einfluss des Wirkstoffliberschusses

Vor allem der Einsatz des 50-fachen Uberschusses an 1-Heptanoyl-5-fluoruracil macht
die polymeranaloge Wirkstoffbeladung schwierig aufzuarbeiten (Entfernen des
Uberschusses aus dem Polymer-Wirkstoff-Konjugat) und nicht zuletzt sehr teuer. Vor
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dem Hintergrund einer Synthese im TechnikumsmaRstab sollte diese Variable daher
tiberpriift werden.

Abbildung 89. Synthese eines Copolymeren MeCumPoly(MMA-co-MAOEMC) mittels radikalischer
Atomtransferpolymerisation.

Dazu wurde im ersten Schritt ein neues Basispolymer synthetisiert. Dieses sollte eine
enge Molekulargewichtsverteilung, trotzdem aber eine deutlich hohere
Funktionalisierung mit Linkern aufweisen als die endstindig monofunktionalisierten
Basispolymere. Nicht zuletzt sollten die Ergebnisse auch auf die Basiscopolymere
Poly(MMA-co-MAOEMC) anwendbar und nicht auf die monofunktionalisierten
Polymere beschrinkt sein. Die niedrige Polydispersitit sollte den gelpermeations-
chromatographischen ~Nachweis von intermolekularen Vernetzungsreaktionen
erleichtern. Vorbereitende Arbeiten haben gezeigt, dass bei frei radikalisch
polymerisierten Basispolymeren intermolekulare Reaktionen zwischen Polymerketten
weitaus schwieriger anhand von GPC-analytischen Daten nachzuweisen sind. Die
Synthese des Modellpolymeren mittels radikalischer Atomtransfercopolymerisation ist
in Abbildung 89 dargestellt.
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Die Wirkstoffbeladung erfolgte anschlieBend in Acetonitril in Abhéngigkeit des HSFU-
Uberschusses (1-50 Aq.) im Rayonet-Photoreaktor (Abbildung 90).

Abbildung 90. Synthese der Polymer-Wirkstoff-Konjugate HSFU::MeCumPoly(MMA-co-
H5FU::MAOEMC) im Rayonet-Reaktor.

Tabelle 9. Auflistung der in Abhingigkeit vom Uberschuss an 1-Heptanoyl-5-fluoruracil beladenen
Copolymere HS5FU::MeCumPoly(MMA-co-H5SFU::MAOEMC). cpoiymer = 13,3 g/, in Acetonitril,
1 Aq. Benzophenon. Polymeranalytische Daten des Basispolymeren (CS080515-P157):
M,(NMR) = 17500, M,(GPC) = 19350, M, IM,=1,28, Linkeranteil = 3,3 mol%. * Die

Molekulargewichtsverteilungen (Brechungsindexdetektor) zeigen eine Schulter.

Stickstoffanteil

Bez. ngl%U (Elementz;zanalyse) / M"(S)EC)/ M,/IM, T,/°C
ngfi%;”' 50 0,64 24.6 1,20° 128
ng§25327_ 20 0,43 24.9 1,26 128
CSgSI%Z”' 10 0,32 23,9 1,39° 127
CS(118125527- 5 0,29 23,5 1,43 127
CS(I))?25627— 1 0,15 25.0 1,49* 127

Die polymeranalytischen Daten der erhaltenen Polymer-Wirkstoff-Konjugate sind in
Tabelle 9 aufgelistet. Anhand der GPC-Daten ist zu erkennen, dass die
Uneinheitlichkeit der Polymerketten zunimmt, wenn der Uberschuss an HSFU
wihrend der Beladungsreaktion reduziert wird. Dieser Trend ist in Abbildung 91

dargestellt. Uberraschend sind die Ergebnisse der thermischen Analytik. Es ist kein
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Unterschied der Glasiibergangstemperaturen erkennbar. Dies entspricht nicht den
Erwartungen, da nach den vorliegenden Daten zu urteilen der Anteil von
Linkerhomodimeren, und damit inter- bzw. intramolekularen Vernetzungsstellen, mit
der Reduzierung des HSFU-Uberschusses zunimmt, was in der Regel mit einem
Anstieg der Glastemperatur einhergeht.!"”""'”*! Eine mogliche Schlussfolgerung daraus
ist, dass die Kettensegmentbeweglichkeit durch die 4-Methylcumarin-Homodimere
nicht stirker eingeschrinkt wurde als durch H5FU/4-Methylcumarin-Heterodimere.
Eine Aussage dariiber, ob bei anderen Copolymerzusammensetzungen unter sonst
identischen Versuchsbedingungen das gleiche Verhalten beobachtet wird, was eine
chemische Modifizierung (z.B. Verlingerung oder Verkiirzung des Alkylspacers) des
photoreaktiven Monomeren bewirkt oder welchen Einfluss das Comonomer (hier:
MMA) hat, konnte auf Basis dieser Versuchsreihe nicht gemacht werden.

()]
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Molekulargewicht H5FU-Uberschuss wéhrend der Beladung

Abbildung 91. Links: Molekulargewichtsverteilung des Basiscopolymeren MeCumPoly(MMA-co-
MAOEMC) (M,(GPC)=19350) und der davon abgeleiteten Polymer-Wirkstoff-Konjugate in
Abhingigkeit von dem, wihrend der polymeranalogen Wirkstoffbeladung, eingesetzten HSFU-
Uberschuss. Rechts: Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus den entsprechenden Polymer-
Wirkstoff-Konjugaten (Cpoiymer = 3,0 g/L, in Tetrahydrofuran, A =266 nm, angegeben sind nicht die
maximal freisetzbaren Wirkstoffmengen) und der mittels Elementaranalyse ermittelte Stickstoffanteil.

Der Stickstoffanteil, der durch Elementaranalyse bestimmt wurde, ldsst sofort auf die
unterschiedlich effektiven Beladungsreaktionen schlieBen. Es wurde jeweils eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt und der konservativere der beiden Werte verwendet.
Da ausschlieBlich die immobilisierte Wirkstoffvorstufe Stickstoffatome 1m

Heterocyclus aufweist ist der N-Anteil charakteristisch fiir diese.
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Die Molekulargewichtsverteilungen und die Stickstoffanteile der Polymer-Wirkstoff-
Konjugate zeigen, dass die Menge der vorgelegten Wirkstoffvorstufe relativ zur
vorhanden Linkerkonzentration einen deutlichen Einfluss auf die Effektivitit der
Beladung hatte. In Abbildung 91 (rechts) sind die Resultate der Ein-Photonen-
induzierten Wirkstofffreisetzung dargestellt. Diese bestidtigen das bisher Diskutierte.
Im Endeffekt muss fiir eine anwendungsorientierte Synthese im Technikumsma@stab
oder dariiber hinaus allerdings eine Abwédgung erfolgen, die nicht nur die
Beladungseftektivitit beriicksichtigt, sondern auch den Kostenfaktor und den Aufwand
bei der Aufarbeitung der Polymer-Wirkstoff-Konjugate mit einbezieht.

5.3.4.3 Photochemische Wirkstoffbeladung im Fallfilm-Photoreaktor

Im Unterschied zum Rayonet-Photoreaktor ist es im Fallfilm-Photoreaktor méglich
quasi beliebig groBe Reaktionsvolumina durch eine intensive UV-Lichtquelle zu
bestrahlen. Es handelt sich um ein Kreislaufsystem, dessen Reaktionsvolumen einzig
durch die GroBe des zur Verfiigung stehenden Vorratsgefiles begrenzt wird. Bestrahlt
wird immer nur ein diinner Film der Reaktionslosung. Anders als im Rayonet-Reaktor,
wo das gesamte Volumen der Strahlenquelle ausgesetzt ist, kann der fallende Film auf
Grund seiner hohen Oberfliche und geringen Dicke optimal bestrahlt werden. Ein
Gaseinlass ermoglicht es die Apparatur und die Reaktionslosung standig mit Argon zu
durchspiilen. Der Quecksilberdampf-Mitteldruckstrahler muss stindig wassergekiihlt
werden, da ein groer Teil der aufgenommen Leistung in Wirme umgewandelt wird.
Die Vorlauftemperatur wurde mit Hilfe eines Cryostaten auf 10 °C eingeregelt. Die
Temperatur am Riicklauf betrug je nach Dauer der Bestrahlungsintervalle (0,5-1,5 h)
bei einer Strahlerleistung von 100 % zwischen 21 und 28 °C. Zusitzlich wurde der
duBere Mantel zur direkten Kiihlung der Reaktionslosung an den Kiihlkreislauf
angeschlossen. So konnte die Temperatur der Reaktionslosung unter 35 °C gehalten
werden. Es ist aber dringend erforderlich das Kiihlsystem auf das jeweilige
Experiment einzustellen. Im Rahmen der Testdurchldufe wurde die Bestrahlung alle
30 min zur Reaktions- und Temperaturkontrolle unterbrochen und 15 min nach der
Unterbrechung wieder gestartet (zum Schutz der Lampe ist diese Pause notwendig).
Von einer Probenentnahme bei laufender Bestrahlung wurde abgesehen, da bei dem

verwendeten Aufbau dies nicht ohne UV-Exposition moglich gewesen wire. Das
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System bietet aber durchaus die Moglichkeit eine ,echte” Onlineanalytik zu
integrieren. Der Aufbau des Systems ist unten zu sehen.

Tauch- und Kuhirohr mit
dem im Reaktor versenkten

Temperatur- und
Durchflussiberwachung

Abbildung 92. Aufbau des Fallfilm-Photoreaktors (links) und Funktionsprinzip (rechts, schematische
Zeichnung).

Bei der verwendeten UV-Lichtquelle handelt es sich um einen Quecksilberdampf-
Mitteldruckstrahler mit Eisendotierung (TQ 718 Z4) fiir eine zusitzliche Strahlungs-
intensitidt zwischen 300 und 450 nm. Das Spektrum eines solchen bzw. dhnlichen
Strahlers ist in Abbildung 93 widergegeben. Tabelle 10 gibt den Strahlungsfluss in den
aufgefiihrten Wellenldngenregionen wider. Der kurzwellige Teil der Emission
(A <290-300 nm) wurde durch ein Kiihlrohr, welches den Strahler umgibt, aus
Borosilikatglas herausgefiltert. Auf diese Weise sollte eine iiberméfige Schadigung des
Polymerriickgrats verhindert werden."”” AuBerdem begiinstigt die kurzwellige UV-
Strahlung die Cycloreversion — also die Dimerspaltung.
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Abbildung 93. Emissionsspektrum eines eisendotierten Quecksilberdampf-Mitteldruckstrahlers. Die
zu Grunde liegende Abbildung ist unter www.uv-consulting.de/cms/upload/pdf/strahler_komponenten/
Repro_dt_1710.pdf (April 2010) zu finden.

Tabelle 10. Strahlungsfluss des Quecksilberdampf-Mitteldruckstrahlers TQ 718 Z4 (700 W
eingestellte Leistung). (Quelle: UV-Consulting Peschl e.K.)

Wellenldngenregion / nm 200-280 280-315 315-400 400-700

Strahlungsfluss / W 75 45 142 122

Vor der eigentlichen polymeranalogen Wirkstoffbeladung wurde der Reaktor in
mehreren Modellansédtzen getestet. Dafiir wurde eine verdiinnte Losung (0,2 mmol/L)
von 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin (7H4MC) in Acetonitril iiber einen Zeitraum
von 120 min bei 100 % Strahlerleistung bestrahlt und in halbstiindigen Intervallen
UV/Vis-spektroskopisch analysiert. Die Analytik (sieche Abbildung 94) zeigte, dass
eine Homodimerisierung sowohl sensibilisiert als auch nicht-sensibilisiert induziert
werden konnte. Die Spektren der Reaktion in Abwesenheit von Benzophenon zeigen
zwel 1isosbestische Punkte (A =337 und 253 nm) was fiir eine einheitliche,

stochiometrische Reaktion spricht.

Die reaktionsbeschleunigende Wirkung von 10 mol% Triplettsensibilisator auf die
Homodimerisierung ist ebenfalls dargestellt. Vereinfacht wurde der kinetische Verlauf
der Reaktionen anhand der fiir 4-Methylcumarin charakteristischen Absorption des
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(non*-Ubergang) bei 310 nm verfolgt. Bei Zusatz von Benzophenon zur
Reaktionslosung kann sich in dem beobachteten Wellenlingenbereich allerdings auch
dessen verbotener n—n*-Ubergang (A = 340 nm) bemerkbar machen. Bei nur 0,1 Aq.

konnte dieser Einfluss aber vernachlédssigt werden.

X 100+ 0.2 mmol/L 7HAMC ’ 204 |
= 0,2 mmol/L 7H4MC ] ’ 0 min
g 801 +50 Ag. H5FU i
o 0,2 mmol/L 7HAMC 1 1,54 4
5 60 1 +5Aq. Hiu | §
S ] 5
5 1,01 :
2 401 / 2
o 0.2 mmol/L 7HAMC g
'-og_ +0,1 Ag. Benzophenon 0 5 | i
B 20 T 0,2 mmol/L 7H4AMC ’ v
g i 301 /X]q.lgeigophenon 120 min
< 0 T T T T T T T T T T T T T 0 3 O 7 T T T T
0 20 40 60 80 100 120 250 300 350 400
Reaktionszeit / min Wellenlange / nm

Abbildung 94. Modellreaktionen im Fallfilm-Photoreaktor. Links: Abnahme der fiir 4-Methylcumarin
charakteristischen Absorptionsbande bei 310 nm im Verlauf der sensibilisierten und nicht-
sensibilisierten Photodimerisierung von 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin (7H4MC, schwarz).
Abnahme der fiir 4-Methylcumarin charakteristischen Absorptionsbande bei 310 nm im Verlauf der
sensibilisierten und nicht-sensibilisierten photochemisch induzierten Reaktion von 7-Heptanoyloxy-4-
methylcumarin in Gegenwart von H5FU (rot). Rechts: UV/Vis-Absorptionsspektren im Verlauf der

nicht-sensibilisierten Photodimerisierung von 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin.

Wurde die Reaktion in Gegenwart der Wirkstoffvorstufe HSFU durchgefiihrt kam es
im betrachteten Zeitintervall zu keinem nennenswert erhohten Umsatz von 7H4MC.
Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir diese Beobachtung konnte die Multiplizitit des
angeregten Zustands, aus dem die nicht-sensibilisierte Reaktion erfolgt, sein. Bei
Reaktion aus dem Triplettzustand muss dieser, nach direkter Anregung des
Cumarinchromophoren in einen Singulett-S;-Zustand, durch ,,intersystem-crossing
populiert werden — ein Vorgang der erst einmal unabhéngig von der Konzentration des
Reaktionspartners ist. Im Literaturiiberblick (vgl. Abschnitt 4.2 auf Seite 13) wurde die
kontroverse Diskussion beziiglich des Mechanismus der [2+2]-Cycloaddition von
Cumarinen, speziell der Multiplizitéit des reaktiven Zustands, beleuchtet. Auffillig ist
allerdings, dass die Kurve im Reaktionsverlauf nicht so schnell bzw. stark abflacht wie
bei der analogen Reaktion in Abwesenheit von H5FU. Das Abflachen im Fall der

Homodimerisierung ist auf die sinkende Konzentration an 7H4MC zuriickzufiihren
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was einen reaktiven Stofl zwischen einem Teilchen im angeregten und einem im
Grundzustand unwahrscheinlicher werden ldsst. Eine mogliche Erkldarung fiir den
Kurvenverlauf in Gegenwart von HS5FU ist, dass die Bildung von Heterodimeren als
zweiter Reaktionsweg offensteht, so dass sich der Effekt der sinkenden
Cumarinkonzentration nicht so stark bemerkbar macht. Damit im Einklang ist auch die
Wirkung einer 10-fachen Erhohung des H5FU-Uberschusses auf den kinetischen
Verlauf der Reaktion. Die Zugabe von 10 mol% Benzophenon hatte auch auf den
Verbrauch an Cumarinchromophoren in Gegenwart von 50 Aq. HSFU eine
beschleunigende  Wirkung. Der Umsatz 1m Verlauf der sensibilisierten
Photodimerisierung von 7H4MC (ohne HSFU, untere schwarze Kurve) ist im
betrachteten Zeitintervall von 2 h allerdings deutlich groBer. Dies konnte auf eine
Deaktivierung angeregter Sensibilisatormolekiile durch St6Be mit HSFU

zuriickzufiihren sein.

Abbildung 95. Synthese der Polymer-Wirkstoff-Konjugate HS5FU::MeCumPMMA im Fallfilm-
Photoreaktor.

Abschlieend wurde die photochemische Wirkstoffbeladung im Fallfilm-Photoreaktor
durchgefiihrt (Abbildung 95). In einer ersten Reaktion wurde nur das minimal
mogliche Reaktionsvolumen des Reaktors (~250-260 mL) ausgeschopft. Zum
Vergleich: Im Rayonet-System konnten maximal 300 mL Losung simultan bestrahlt
werden. Die Reaktionsverfolgung mittels UV/Vis-Spektroskopie ist in Abbildung 96
links (Kurve B) zu sehen. Die Konzentration von MeCumPMMA lag in Analogie zur
Photochemie im Rayonet-Reaktor bei 13,3 g/L bei einem 50-fachen H5FU-Uberschuss
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bezogen auf die reaktiven 4-Methylcumarin-Linker. Die Benzophenonkonzentration
wurde auf Grund der Erkenntnisse aus den Vorversuchen auf 20 mol% erhoht, liegt
damit aber immer noch deutlich unter dem 1 Aq., welches standardmiiBig im Rayonet-
System eingesetzt wurde. Nach 4,5 h wurde die Reaktion abgebrochen. Der Umsatz
lag bei iiber 90 %. Von einer lingeren Bestrahlung wurde auf Grund der moglichen
degenerativen Folgen fiir das Polymerriickgrat durch die sehr intensive Lichtquelle
abgesehen. Bei der Bestrahlung eines Polymeren mit vergleichbarer Kettenldnge
(M, (NMR) = 8740), also #hnlicher Linkerkonzentration in der Reaktionslosung, im
Rayonet-Reaktor wurde ein Umsatz von mehr als 90 %, trotz einer 5-fach hoheren
Benzophenonkonzentration (1 Aq.), erst nach ca. 10h Reaktionszeit erreicht
(Abbildung 96, rechts).

100 100+

80 80-

Absorption
Absorption

60 - 60 -

10h

40+ 320 360 400 40 "280 320 360 400
Wellenlange / nm Wellenlénge / nm
20 . 9,5 %
0 7,6 %) 20 \
g
0 T T T T T 0 T T T T T T

Restabsorption bei 310 nm / %
Restabsorption bei 310 nm / %

Reaktionszeit / h Reaktionszeit / h

Abbildung 96. Links: Abnahme der fiir 4-Methylcumarin charakteristischen Absorptionsbande bei
310 nm im Verlauf der sensibilisierten Wirkstoffbeladung von MeCumPMMA (Kurven A und B:
Colymer = 13,3 g/L, in Acetonitril; Kurve A: CS090901-P367, 1 Aq. Benzophenon, 20 Aq. H5FU, 2,1 L
Reaktionsvolumen; Kurve B: CS090731-P345, 0,2 Aq. Benzophenon, 50 Aq. HS5FU, 0,26 L
Reaktionsvolumen) im Fallfilm-Photoreaktor. Rechts: Kinetischer Verlauf der photochemischen
Wirkstoffbeladung von MeCumPMMA (Cpoiymer = 13,3 g/L, in Acetonitril, 1 Aq. Benzophenon, 50 Aq.
H5FU) im Rayonet-Reaktor (Ay. =350 nm). Vollstindiger Umsatz ist nicht erst bei einer
Restabsorption von 0 % erreicht, da der n—>m*-Ubergang (A= 340 nm) des Benzophenons und ggf.
Neben- bzw. Abbauprodukte die Absorption des 4-Methylcumarins iiberlagern.

Die Machbarkeit der Synthese im vergroBlerten Mallstab wurde bei einem
Reaktorvolumen von ca. 2,1 L untersucht. Es wurden 28 g des monofunktionalisierten
Basispolymeren innerhalb von 8,5h erfolgreich photochemisch mit der
Wirkstoffvorstufe beladen. Um diese kurze Reaktionszeit zu ermoglichen wurde der
Anteil des Triplettsensibilisators noch einmal erhoht und analog zur Synthese im
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Rayonet-Reaktor auf 1 Aq. bezogen auf die 4-Methylcumarin-Gruppen eingestellt. Fiir
den Testlauf wurde weiterhin der HSFU-Uberschuss auf 20 Aq. gesenkt. Der
kinetische Verlauf ist als Kurve A in Abbildung 96 dargestellt.

Die erhaltenen Polymer-Wirkstoff-Konjugate wurde anschlieBend polymeranalytisch
charakterisiert. Die Molekulargewichtsverteilung (Abbildung 97 und Tabelle 11) der
Polymer-Wirkstoff-Konjugate weist im Vergleich zu der des Basispolymeren eine
Schulter auf, die vermutlich auf Polymerkettendimere, als Folge einer
intermolekularen Cycloaddition von zwei endstindigen 4-Methylcumarin-Linkern,
zuriickzufiihren ist. Aullerdem ist die gesamte Verteilungskurve zu leicht hoheren
Molekulargewichten verschoben. Dies wurde bei den im Rayonet-Reaktor beladenen
monofunktionalisierten Polymer-Wirkstoff-Konjugaten ebenfalls beobachtet (vgl.
Abbildung 70 auf Seite 84).

3,54 = MeCumPMMA A i
{ & H5FU:MeCumPMMA § % |
3,04

2,54
2,0

1,51

WF / dLogM

1,0+
0,51

0,04,
1000

Molekulargewicht

Abbildung 97. Molekulargewichtsverteilung des Basispolymeren MeCumPMMA (CS080520-P160)
und des entsprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPMMA (CS090901-P367) nach
Beladung im Fallfilm-Photoreaktor.
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Tabelle 11.

entsprechenden
CS090901-P367).

Polymer-Wirkstoff-Konjugate

(HSFU::MeCumPMMA, CS090731-P345

Gelpermeationschromatographische Analyse der

endstindig 4-Methylcumarin-
funktionalisierten Basispolymere (MeCumPMMA, CS080414-P144 und CS080520-P160) und der

BCZ. Mn MW MW/MI’I

CS080414-P144 8020 8610 1,07

CS090731-P345 8110 9330 1,15

CS080520-P160 7350 7970 1,09

CS090901-P367 8590 9890 1,15

-137,9
-138,9 -1446 -152,0
, e, N
R T T T T R
-115 120 -125 -130 -135 -140 -145 -150 -155 -160 ppm
A
B C

it S it g peing Wt s P i NW*A‘MWWW
“““““ LS I I I I I I N
5.8 5.7 5.6 5.5 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 ppm

und

Abbildung 98. F-NMR-Spektrum (376 MHz, CDCls) (oben) und 'H-NMR-Spektrum (400 MHz,
CDCl;) des Polymer-Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPMMA (CS090731-P345) nach Beladung
'H-NMR-Spektrum: Nur der Verschiebungsbereich in dem das
Cyclobutanproton C6'H erwartet wird ist dargestellt.

im Fallfilm-Photoreaktor.
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Die NMR-spektroskopische Analytik (Abbildung 98) bestitigt eine erfolgreiche
Immobilisierung von HSFU an den polymergebundenen 4-Methylcumarin-Linkern.
Das entsprechende '’F-NMR-Spektrum zeichnet sich durch 4 Signale aus, die den vier
moglichen isomeren Heterodimeren (syn/anti-Kopf-zu-Kopf bzw. syn/anti-Kopf-zu-
Schwanz) zugeordnet werden konnten. Die Dominanz des Kopf-zu-Kopf-
Regioisomeren ist analog zur Beladung im Rayonet-Reaktor auch hier gegeben. Eine
leichte Verunreinigung ist ggf. Ursache fiir das sehr schwache Signal bei 6 = -157 ppm.

Abbildung 99. Regioisomerie der HSFU/4-Methylcumarin-Heterodimere.

Im 'H-NMR-Spektrum ist der Bereich zwischen 59 und 4,7 ppm vergroBert
dargestellt. Hier wird das Cyclobutanproton C6'H erwartet, dessen chemische
Verschiebung und Aufspaltung von der Konfiguration des C4-Rings abhingig ist. Die
Interpretation des dominierenden Dubletts A wurde bereits in Abschnitt 5.3.2 ausgiebig
behandelt. Die vorliegenden Daten fiihrten zu dem Schluss, dass es sich hierbei um das
syn-Kopf-zu-Kopf-Isomer handelt. Dariiber hinaus fallen eine Reihe sehr schwacher
Multipletts auf. Auf Grund der geringen Intensitéit der Signale war eine zweifelsfreie
Zuordnung iiber zweidimensionale NMR-Spektroskopie nicht moglich. Einige
Charakteristika, wie beispielsweise die erkennbaren Aufspaltungsmuster, sollen hier
jedoch kurz angesprochen werden. Das mit B markierte Multiplett kann als
Doppeldublett interpretiert werden. Im Unterschied zu Dublett A kann die Aufspaltung
in ein Doppeldublett nur anhand der Struktur eines Kopf-zu-Schwanz-Isomeren erklért
werden. Die Aufspaltung geht auf die Kopplung von C6'H mit C5'F (°.J = 18,7 Hz) und
C3H (3J ~ 11,4 Hz) zuriick (vgl. dazu Kapitel 5.3.2). Weiter fillt das angedeutete
Dublett C bei ca. 4,9 ppm auf. Hierbei konnte es sich um das Proton C6'H des zweiten
Kopf-zu-Kopf-Regioisomeren handeln, fiir das die Aufspaltung in ein Dublett auf
Grund der *J-C6'H,C5'F-Kopplung analog zu Signal A zutreffen sollte.
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Die Ergebnisse zeigen, dass eine Wirkstoffbeladung auch bei groflen
Reaktionsvolumina moglich ist, der Fallfilm-Photoreaktor also zur Synthese der

Polymer-Wirkstoff-Konjugate geeignet ist.
Die Vorteile des Systems sind im Einzelnen:

- Kreislaufsystem, daher sehr effektive, reproduzierbare Reaktionsfithrung
- Kurze Reaktionszeiten

- Bestrahlung groBBer Reaktionsvolumina méglich

- Sehr gute Temperaturkontrolle
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5.3.5 Photochemische Wirkstoffbeladung von Poly(MMA-co-MAOEMC)

Nach der eingehenden Untersuchung der endstindig 4-Methylcumarin-funktionali-
sierten Polymer-Wirkstoff-Konjugate auf Basis von PMMA, wurden die in Abschnitt
5.2 beschriebenen multifunktionalisierten Copolymere Poly(MMA-co-MAOEMC)
photochemisch mit der Wirkstoffvorstufe HSFU beladen. Der niedrige
Funktionalisierungsgrad  (1-10 mol%) und die statistische Verteilung der
4-Methylcumarin-Linker entlang der Polymerkette sollte eine moglichst effektive
Wirkstoffbeladung ermoglichen, d.h. die Bildung von Linkerhomodimeren reduzieren
und so die negativen Auswirkungen der polymeranalogen Reaktion auf die

Eigenschaften und die Verarbeitbarkeit der Polymer-Wirkstoff-Konjugate minimieren.

5.3.5.1 Synthese und Charakterisierung

Abbildung 100. Synthese der Polymer-Wirkstoff-Konjugate Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC) im
Rayonet-Reaktor (die Konfiguration des C,-Rings wurde willkiirlich gewihlt).

Die Basiscopolymere wurden iiber Nacht in Acetonitril (Cpoiymer = 13,3 g/L) gelost, mit
einem 50-fachen HSFU-Uberschuss und 1 Aq. Benzophenon, jeweils bezogen auf die
Konzentration der 4-Methylcumarin-Linker, fiir 20 h im Rayonet-Reaktor bestrahlt.
Abbildung 100 zeigt das entsprechende Syntheseschema. Im Gegensatz zu den
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten mit zahlenmittleren Molekulargewichten M,, zwischen
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1000 und 10000 konnten die hier diskutierten hochmolekularen Polymer-Wirkstoff-
Konjugate auch aus Methanol ausgefillt werden, was eine sehr effektive Aufreinigung

der Polymere ermoglichte. Die Ausbeuten lagen zwischen 60 und 70 %.

In Tabelle 12 sind die polymeranalytischen Daten der Polymer-Wirkstoff-Konjugate
zusammengestellt.

Tabelle 12. Auflistung der beladenen Copolymere Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC). cCpoiymer =
13,3 g/L, in Acetonitril, 1 Aq. Benzophenon. Die polymeranalytischen Daten der zu Grunde liegenden
Basiscopolymere sind in Abschnitt 5.2.2 aufgelistet.

MAOEMC . .
Bez. (Basiscopoly Ausbeute  Stickstoffanteil M, I10°  M,IM, T,/°C
! % (CHN) / %
mer) / mol%
CS090423-
P31 1,1 69 0,30 53,7 1,60 127
CS090423-
P312 32 59 0,61 54,1 1,86 130
CS090423-
P313 5,1 68 0,80 50,6 1,96 132
CS090423-
P314 7,2 65 0,92 55,5 1,93 134
CS090423-
P315 10,3 67 1,13 62,0 1,86 138
1,5 I o 1imolMAGEMC { o 704 2
> 3,2 mol% MAOEMG — 09
1,2 72 mol% MAOENG | = 6515 4 %
10,3 mol% MAOEMC 203 =
S ’ — 601
8’ 0,9_ E) o0 ‘-‘Tﬁ:} 100000 \1\000000 \
%I . = 55_ . "Mj\:ku\argewwchl
= 0,61 3 > S~
%, s 504 ’
; u.,‘%% 5 \O °
0,3' ° AA% X 45_ T
ool e NSE 2 0] mmigiree
10000 100000 1000000 O 2 4 6 8 10 12
Molekulargewicht MAOEMC-Anteil im Basiscopolymer / mol%

Abbildung 101. Molekulargewichtsverteilungen der Polymer-Wirkstoff-Konjugate Poly(MMA-co-
HS5FU::MAOEMC) (links). Verinderung des zahlenmittleren Molekulargewichts M, in Folge der
photochemischen Wirkstoffbeladung in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung der entsprechenden
Basiscopolymere (rechts). Im Ausschnitt sind die Molekulargewichtsverteilungen vor (schwarz) und

nach (rot) der Wirkstoffbeladung fiir die markierte Copolymerzusammensetzung dargestellt.
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Die gelpermeationschromatographisch erfassten Molekulargewichtsverteilungen der
Copolymere sind in allen Fdllen monomodal. Im Vergleich zu den entsprechenden
Basispolymeren ist das zahlenmittlere Molekulargewicht leicht gestiegen. In den
meisten Féllen ist eine (leichte) Verbreiterung der Verteilung erkennbar. Die
Molekulargewichtsverteilungen sind in Abbildung 101 iiberlagert dargestellt.

140 4 T T T T T T T T T T T ]
—o— Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC)
o

1—o— Poly(MMA-co-MAOEMC) 1
5136+ / 1

1324 —

°C

128 +

1244 o

1201 T T
0 2 éll | é | é | 1IO | 12
MAOEMC-Anteil im Basiscopolymer / mol%

Glaslbergangstemperatur T

Abbildung 102. Glasiibergangstemperaturen der Basispolymere Poly(MMA-co-MAOEMC) und der
entsprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugate Poly(MMA-co-H5FU::MAEOEMC).

Die Glasiibergangstemperaturen sind wie erwartet als Folge der photochemischen
Wirkstoffbeladung gestiegen. Mit steigendem Linkeranteil war der Anstieg, ebenfalls
den Erwartungen entsprechend, stirker ausgepriigt. Die Ubergangstemperaturerhthung
wurde auf Werte zwischen 3 und 19 °C bestimmt. Die Ursache fiir diese Erhohung ist
neben der Immobilisierung von HS5FU, was zu einer deutlichen Erhéhung des
sterischen Anspruchs der Seitenketten fiithrte, die Vernetzung (intra-/intermolekular)
der Ketten durch die Bildung von Linkerhomodimeren. Beide Faktoren haben einen
herabsetzenden Einfluss auf die Kettensegmentbeweglichkeit."”" '™ ">l Abbildung
102 zeigt die Entwicklung der Glastemperaturen in Abhéngigkeit von der
Zusammensetzung der Basiscopolymere. Es wird ein nahezu linearer Anstieg
beobachtet.

Die '’F-NMR-Spektren zeigen drei Signale in der fiir die Heterodimere
charakteristischen Region (Abbildung 103). Daraus ldsst sich ableiten, dass die
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polymeranaloge Cycloaddition von HSFU an die 4-Methylcumarin-Linker zu drei
unterschiedlichen Konfigurationen des C4-Rings fithrte. Das vierte mogliche Isomer
wurde scheinbar nicht gebildet. Auch die relativen Intensititen der Resonanzen sind
bei den untersuchten Copolymerzusammensetzungen (1-10 mol% MAOEMC)
vergleichbar. Dass es sich bei einem oder mehreren Signalen um Verunreinigungen,
beispielweise durch HSFU-Homodimere (hier kommt vor allem die Resonanz bei -
152,6 ppm in Frage'"™”) oder andere Nebenprodukte handelt, konnte u.a. anhand von
Vergleichsspektren ausgeschlossen werden. Die verbreiterten Signale und die fehlende
bzw. nicht aufldsbare Feinstruktur sprechen ebenfalls fiir polymergebundene Spezies.

-152,6

N - o

=) o -
L N L D e
-130 -135 -140 -145 -150 -155 -160 ppm

Abbildung 103. "F-NMR-Spektrum (376 MHz, CDCl;, 'H-gekoppelt) von Poly(MMA-co-
HS5FU::MAOEMC) (10,3 mol% MAOEMC im Basiscopolymer).

Mittels 'H-NMR-Spektroskopie konnte eine erfolgreiche Wirkstoffimmobilisierung
ebenfalls nachgewiesen werden. In Abbildung 104 kann man die verdnderten
Bindungsverhiltnisse im 4-Methylcumarin anhand des Verschwindens der Resonanzen
von CIlIH; wund C3H nachvollzichen. Beide Protonen erfahren eine
Hochfeldverschiebung und werden im Spektrum des Polymer-Wirkstoff-Konjugats
von den sehr intensiven Signalen des Polymerriickgrats bzw. im Fall von C3H
wahrscheinlich der Methoxyprotonen verdeckt.

126



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien
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Abbildung 104. 'H-NMR-spektroskopische Analytik von Poly(MMA-co-MAOEMC) (10,3 mol%
MAOEMC) vor (unteres Spektrum (300 MHz, CDCl;)) und nach (oberes Spektrum (400 MHz,
CDCl;)) der photochemischen Wirkstoffbeladung. Mit ,x* ist Wasser aus dem deuterierten
Losungsmittel markiert.
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Abbildung 105. Uberlagerte Darstellung der "H-NMR-Spektren (400 MHz, CDCls, Ausschnitt: 7,5-
2,7 ppm) der Polymer-Wirkstoff-Konjugate in Abhidngigkeit von der Zusammensetzung der
Copolymere (MAOEMC-Anteil der Basiscopolymere 1,1-10,3 mol%).

Die fiir die Basiscopolymere beobachtete Aufspaltung der Methoxyprotonenresonanz
ist bei den Polymer-Wirkstoff-Konjugaten nicht mehr festzustellen. Die aromatischen
Protonen wurden den verbreiterten Resonanzen zwischen 7,3 und 6,4 ppm zugeordnet.
Das im Basiscopolymer symmetrische, fiir den Alkylspacer (C1'H,, C2'H,)
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charakteristische Multiplett wurde in Folge der Beladungsreaktion asymmetrisch. Eine
mogliche Erkldrung hierfiir ist, dass die unterschiedlichen parallel vorliegenden
Dimere, selbst noch im Bereich des Alkylspacers, leicht unterschiedliche Einfliisse auf
die magnetische Umgebung haben. Ein fiir die gebundene Wirkstoffvorstufe HSFU
charakteristisches Multiplett ist zwischen 3,16 und 2,8 ppm zu finden. Dieses
komplizierte Signal kann den Methylenprotonen C8"H, zugeordnet werden. Dariiber
hinaus sind auch zwischen 2 und 0 ppm, dem Bereich fiir die Protonenresonanzen des
Polymerriickgrats, deutliche Verdnderungen zu sehen, die ebenfalls auf den
Heptansdurerest zuriickgefiihrt werden konnen. Nicht mit abgebildet wurde die sehr
stark verbreiterte Resonanz des N3"H zwischen 9,2 und 8,4 ppm. Die iiberlagerte
Darstellung der 'H-NMR-Spektren der Polymer-Wirkstoff-Konjugate in Abbildung
105 veranschaulicht die oben beschriebenen charakteristischen Verdnderungen in
Abhingigkeit von der Zusammensetzung (MAOEMC-Anteil) der zu Grunde liegenden

Basiscopolymere.
W
ppm
11
—— —
F2
- -3
3
\ p—=g —

58 57 56 55 54 53 52 51 50 ppm

Abbildung 106. Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum (Mischzeit: 300 ms) des Polymer-Wirkstoff-
Konjugats Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC) (10,3 mol% MAOEMC im Basiscopolymer).
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Abbildung 107. Regioisomerie der HSFU/4-Methylcumarin-Heterodimere.

Am interessantesten sind aber die im oberen NMR-Spektrum vergroBert dargestellten
Multipletts. Es handelt sich hier um die Region, in der die Resonanzen des C,-Protons
C6"H erwartet werden. Mit 5,79 ppm am weitesten tieffeldverschoben liegt ein
Doppeldublett. Es konnten zwei Kopplungskonstanten ermittelt werden (°J = 18 Hz
und J=~12Hz). Diese Signalaufspaltung ist mit einem Kopf-zu-Schwanz-
Regioisomer vereinbar. Ein Blick in das NOESY-Spektrum in Abbildung 106 zeigt,
dass auch fiir dieses Proton eine direkte Wechselwirkung mit C3H und C11Hj; besteht.
Folgt man der Argumentation bei der Analyse der Dimerstruktur des dominierenden
Heterodimeren in HSFU::MeCumPMMA (vgl. Abschnitt 5.3.2.1), so ist das
Vorhandensein dieser direkten Kopplungen nur mit der syn-Kopf-zu-Schwanz-
Anordnung vereinbar. Anhand der IntegralgroBe wurde dieses Signal im '"F-NMR-
Spektrum der Resonanz bei &=-152,6 ppm zugeordnet. Das am stirksten
hochfeldverschobene Signal kann als Dublett (5 = 5,12 ppm, °J =~ 19 Hz) interpretiert
werden. Diese Multiplizitit wurde fiir ein Kopf-zu-Kopf-Regioisomer erwartet. Im
F-NMR-Spektrum ist die entsprechende C5"F Resonanz bei ca. -138 ppm zu finden.
Auf Grund der dhnlichen, fast identischen chemischen Verschiebungen in den 'H- und
PF-NMR-Spektren liegt die Vermutung nahe, dass das Hauptprodukt der
HS5FU::MeCumPMMA Synthese (vgl. Abschnitt 5.3.2) und das hier vorliegende Dimer
die gleiche Regio- und Stereoisomerie aufweisen (syn-Kopf-zu-Kopf). Dafiir spricht
auch das NOESY-Spektrum. Das breite, unstrukturierte Signal um 6 = 5,34 ppm wurde
dem dritten auftretenden Isomer (19F-NMR-Spektrum, 0 =-144,9 ppm) zugeordnet.
War die bisherige Zuordnung der Resonanzen korrekt, kann es sich nach dem
Ausschlussverfahren nur um das anti-Kopf-zu-Schwanz-Isomer handeln. Die
Identifikation der syn-Kopf-zu-Kopf- bzw. syn-Kopf-zu-Schwanz-Isomere konnte
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anhand der NMR-spektroskopischen Daten mit hoher Sicherheit erfolgen. Der
Zuordnung der beiden verbleibenden Isomere widersprechen die vorliegenden Daten
nicht, allerdings ist die Datenlage hier wesentlich unsicherer und beruht hauptséichlich

auf der Auswertung/Interpretation von 1D-Spektren.

syn-Kopf-zu-Schwanz anti-Kopf-zu-Schwanz

syn-Kopf-zu-Kopf  anti-Kopf-zu-Kopf

H

S A I IR I
5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 ppm

Abbildung 108. Vergleichende Darstellung der C6'H bzw. C6"H Cyclobutan Region der Polymer-
Wirkstoff-Konjugate HSFU::MeCumPMMA (unten) und Poly(MMA-co-HSFU::MAOEMC) (oben).
Unterstrichen sind die Zuordnungen, die mit hoher Sicherheit anhand der vorliegenden NMR-
spektroskopischen Daten getroffen werden konnten. Den iibrigen Signalzuordnungen (anti-Isomere)
widersprechen die NMR-Daten nicht, die Datenlage ist jedoch unsicherer.

Festzuhalten bleibt, dass bei der photochemischen Wirkstoffbeladung der
4-Methylcumarin-Linker der Copolymere Poly(MMA-co-MAOEMC) eine ginzlich
andere Isomerenverteilung beobachtet wurde als bei der Beladung der endstindig
monofunktionalisierten ~ Basispolymere. Als mogliche Ursache kommt die
unterschiedliche Substituierung an Position 7 des 4-Methylcumarin-Linkers und die
daraus resultierenden unterschiedlichen elektronischen Strukturen in Frage. Im Fall
des Copolymeren waren die Linker iiber einen Aryl-Alkyl-Ether mit dem Riickgrat
verbunden. Im Unterschied dazu erfolgte die Anbindung in MeCumPMMA {iber eine
Estergruppe.
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5.3.5.2 Mischbarkeit und Filmbildungseigenschaften

Die Mischbarkeit mit einem Matrixpolymer war neben den Filmbildungseigenschaften
der Polymer-Wirkstoff-Konjugate ein weiterer Punkt, der mit Blick auf die Herstellung
von Intraokularlinsenvorstufen von sehr grofem Interesse war. Wie in Abschnitt 5.4
gezeigt wird erfolgte die Herstellung der Intraokularlinsenvorliufer mittels
Flachkammerpolymerisation. Dazu wird das Polymer-Wirkstoff-Konjugat in einem
Monomer bzw. einer Monomermischung gelost und in eine Form {iberfiihrt.
AnschlieBend wird die Monomer/Polymer-Mischung auspolymerisiert. Nur wenn die
Komponenten (Matrixmaterial und Polymer-Wirkstoff-Konjugat) —miteinander
vertriglich sind und eine homogene Mischung bilden, konnen optisch transparente

Intraokularlinsenvorldufer hergestellt werden.

0,4 W/g —— 1.1 mol% MAOEMC 0,2 W/g e PMMA

—— 3,2 mal% MAOEMC —— PMMA / Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMG)
5,1 mol% MAQEMC —— Poly(MMA-co-H5FU:MAOEMC)

—— 7,2 mol% MAOEMGC

—— 10,3 mol% MAOEMG e e

—

axo] \ exof \

60 90 120 150 180 60 90 120 150 180
Probentemperatur / °C Probentemperatur / °C

Warmestrom
Warmestrom

Abbildung 109. Thermische Analytik (Differentialkalorimetrie, 2. Aufheizkurve ist jeweils
abgebildet) von Polymermischungen PMMA/Poly(MMA-co-HSFU::MAOEMC) (Massenverhiltnis
50/50) in Abhidngigkeit vom MAOEMC-Anteil im zu Grunde liegenden Basiscopolymer (links).
Thermische Analytik (Differentialkalorimetrie, 2. Aufheizkurve ist jeweils abgebildet) der
Polymermischung PMMA/Poly(MMA-co-H5SFU::MAOEMC) (10,3 mol% MAOEMC im Basis-
copolymer) sowie die reinen Komponenten PMMA und Poly(MMA-co-H5SFU::MAOEMC) dieser
Mischung (rechts).

Zur Herstellung der Polymermischungen wurde das jeweilige Polymer-Wirkstoft-
Konjugat (50 Gew.-%) zusammen mit dem potentiellen Matrixmaterial PMMA
(50 Gew.-%) in Dichlormethan (20 Gew.-% Polymer) gelost. Auf einem Glassubstrat
wurde aus der Losung ein Polymerfilm hergestellt (Dicke: 0,1-0,2 mm). Dieser wurde
nach Lufttrocknung vom Substrat abgelost, und bei 50 °C unter Vakuum von

eventuellen Losemittelriickstinden befreit. Alle Filme wurden anschlieBend visuell
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und thermoanalytisch untersucht. In Abbildung 109 sind die Aufheizkurven der
Polymermischungen abgebildet. Es ist jeweils nur ein Glasiibergangspunkt erkennbar.
Die jeweils ermittelte Ubergangstemperatur liegt zwischen der, der reinen

Komponenten. Man beobachtet jeweils einen Mischglaspunkt was typisch fiir eine
176]

homogene Polymermischung ist."

Abbildung 110. Aus Losung hergestellte Filme der Polymer-Wirkstoff-Konjugate (50 Gew.-%) und
PMMA (50 Gew.-%). Der Film mit dem Zusatz ,,rein‘“ besteht ausschlieBlich aus dem entsprechenden
Polymer-Wirkstoff-Konjugat.

Die visuelle Betrachtung der priparierten Filme bestitigte weitestgehend die
Ergebnisse der thermischen Analytik. Nur die Versuche aus der Polymermischung
basierend auf dem Polymer-Wirkstoff-Konjugat mit dem hochsten Linkeranteil einen
transparenten, triibungsfreien Film herzustellen schlugen fehl. Es wurde immer eine
leichte Triibung des gesamten Films festgestellt. Ob die Ursache dafiir eine
Unvertriglichkeit der Komponenten ist oder ob durch Verdnderung der
Filmherstellung ein besseres Ergebnis erzielt werden kann, konnte nicht ermittelt

werden. Die thermische Analyse erbrachte keine Hinweise auf eine Unvertriglichkeit

132




Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

der Mischung. Da alle Filme identisch hergestellt wurden, konnte dies aber dennoch
auf eine ungiinstige Verdnderung der Thermodynamik der Polymermischung und eine
daraus resultierende Phasenseparation hindeuten. In den meisten Fillen ist die
Mischungswirme eines Polymer-Polymer-Paares endotherm, so dass nur ein grof3er
Entropiegewinn zur Ausbildung einer homogenen, einphasigen Mischung beitragen
kann. Bei Polymermischungen ist dieser Beitrag aber erheblich kleiner als zum
Beispiel beim Mischen zweier Fliissigkeiten oder beim Losen eines Polymeren in
einem Losungsmittel.'”> Hughes und Britt kombinierten beispielsweise eine Reihe
von Poly(meth)acrylaten (nicht-ionisch) miteinander und stellten unter den gewéhlten
experimentellen Bedingungen Unmischbarkeit der untersuchten Paare fest.'’”! In dem
hier vorliegenden System wurde der Anteil des Comonomeren MAOEMC von 1 mol%
auf iiber 10 mol% gesteigert. Die polymeranaloge Photochemie fiihrte zu weiteren
strukturellen Veridnderungen durch die Bildung von Hetero- und Homodimeren. Eine
sich einstellende Unvertriglichkeit mit zunehmendem Anteil des Comonomeren wire
daher nicht iiberraschend. Ein Voraussage des Mischungsverhaltens fillt aber schwer,
da z.B. nicht bekannt ist, in wie weit spezielle Wechselwirkungen (z.B.
Wasserstoffbriickenbildung  nach ~ Immobilisierung  des  Wirkstoffs)  das

Mischungsverhalten beeinflussen.

Auch aus dem reinen Polymer-Wirkstoff-Konjugat mit 5 mol% MAOEMC im
Basiscopolymer konnte ein transparenter, sproder aber nicht briichiger Film aus
Losung hergestellt werden (Dicke: ca. 0,1 mm). Dies ist ein entscheidender
Unterschied zu den endstindig monofunktionalisierten Polymeren
H5FU::MeCumPMMA. Um diese Materialien zu einem Film verarbeiten zu konnen,
mussten sie in eine Matrix aus einem hochmolekularen Polymer wie PMMA
eingebettet werden. Polymer-Wirkstoff-Konjugate mit MAOC als cumarin-
funktionalisiertem Monomer und MMA"* aber auch BMA!"* als Comonomer und
MAOC-Anteilen >9,1 mol% konnten ebenfalls nur als Polymermischung
(beispielsweise mit PMMA) zu nicht briichigen Filmen verarbeitet werden.
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5.3.6 Wirkstofffreisetzung aus Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC)

Die Wirkstofffreisetzung in Losung sollte einen Vergleich der fiinf unterschiedlich
dicht funktionalisierten Polymer-Wirkstoff-Konjugate (CS090423-P311 bis P315)
untereinander, beziiglich der UV-induziert freisetzbaren Wirkstoffmenge, moglich
machen. Untersuchungen dieser Art an polymeranalog, photochemisch synthetisierten
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten auf Basis von multifunktionalisierten Copolymeren
wurden bisher im Rahmen des Projektes nicht durchgefiihrt. Die Konzentrationen der
zu bestrahlenden Polymerlosungen wurden so eingestellt, dass vergleichbare
Linkerkonzentrationen in den LoOsungen vorlagen. Dies war nur ndherungsweise
moglich, da die tatsidchliche Zusammensetzung der Polymer-Wirkstoff-Konjugate nach
der photochemischen Wirkstoffbeladung nicht bekannt war. Dariiber hinaus wurde der
immobilisierte Wirkstoff bei der Berechnung nicht beriicksichtigt, was den
Elementaranalyseergebnissen nach zu urteilen zu Fehlern zwischen 2 und 10 % bei der
Einwaage fiihrte. Die Elementaranalyse sollte sich prinzipiell sehr gut zur
Quantifizierung der immobilisierten Wirkstoffmenge eignen. Vor allem bei den
niedrigen Funktionalisierungsgraden gab es jedoch erhebliche Probleme mit der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, sodass im Folgenden von einer quantitativen

Auswertung der Elementaranalyseergebnisse abgesehen wurde.

Beispielrechnung — Auswertung der Elementaranalyseergebnisse:

Der Stickstoffgehalt von Poly(MMA-co-HSFU::MAOEMC) (10,3 mol% MAOEMC im
Basiscopolymer) wurde auf 1,13 Gew.-% bestimmt. Bei einer Polymerkonzentration von
154,8 mg/L kann die Masse an enthaltendem HSFU wie folgt berechnet werden:

Mpolymer " WN 0,1548 g - 0,0113 g
m (HSFU) === o Musr0 = 2792 0079 -mor1 24225 1ol
=0,0151g

m = Masse; M =Molmasse von Stickstoff bzw. HSFU; w = Gewichtsanteil; Der Faktor %
beriicksichtigt, dass pro Wirkstoffmolekiil 2 Aq. Stickstoff enthalten sind. Der Massenanteil von

001519 _
01518 4 100 = 9.8 %.

HS5FU am Polymer-Wirkstoff-Konjugat betrdgt somit
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Abbildung 111. Ein-Photonen-induzierte Wirkstoftfreisetzung aus den Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
Poly(MMA-co-HSFU::MAOEMC).

Die Freisetzung erfolgte ausschlieBlich durch kurzwellige UV-Strahlung (1PA,
A =266 nm, Abbildung 111). Es wurden jeweils 3 mL der Polymerlosung in einer
Quarzglaskiivette unter stindigem Riihren bestrahlt bis UV/Vis-spektroskopisch keine
bzw. nur noch eine vernachlissigbare Absorptionsdnderung (Ap,x = 318 nm) auf Grund
der Regeneration von 4-Methylcumarin-Linkern feststellbar war. Als Losungsmittel
wurde eine Mischung aus Acetonitril und Wasser 10 : 1 verwendet. Mit dem Wechsel
auf dieses Losungsmittelgemisch konnte die Hydrolyse der Wirkstoffvorstufe HSFU
zu SFU vor der HPLC-analytischen Quantifizierung der freigesetzten Wirkstoffmenge
erreicht werden. Um eine vollstindige Hydrolyse zu gewihrleisten wurden alle Proben
4 Tage unter Lichtausschluss in dicht verschlossenen Probenbehiltern aufbewahrt.
Eine Fehlerquelle, bei der HPLC-analytischen direkten Detektion von HSFU war
bisher die Hydrolyse der Vorstufe auf der Trennsidule durch das wéssrige Laufmittel.
Diese Problematik wurde durch die Umwandlung von H5FU in SFU vor der Messung

ausgeschaltet.

Eine mogliche Fehlerquelle der hier verwendeten experimentellen Bedingungen wurde
allerdings im Rahmen der in Abschnitt 4 aufgefiihrten, eingehenden Literaturrecherche
identifiziert. Der Zusatz von Wasser kann den Ergebnissen von Duschinsky et al. nach
zu urteilen auch zu einer unerwiinschten Nebenreaktion fiihren."® Wihrend

kurzwelliger UV-Bestrahlung kann es demnach in Gegenwart von Wasser zu einer
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Umwandlung von 5-Fluoruracil in 5-Fluor-6-hydroxyhydrouracil kommen. Die
folgenden HPLC-Freisetzungskurven geben zwar keinen Anlass eine solche
photochemische Transformation zu vermuten — dennoch erscheint es sinnvoll dies bei
zukiinftigen Arbeiten und als mogliche Fehlerquelle bei den folgenden

Freisetzungsuntersuchungen zu beriicksichtigen.

Die Trennsédule wurde von einem C18 Material auf eine stationidre Phase aus porésem
Graphit-Kohlenstoff umgestellt. Dieses Material eignete sich wesentlich besser fiir die
Trennung von polaren Molekiilen wie z.B. SFU. Die Umriistung wurde aber vor allem
wegen der in 6.2.2 diskutierten Wirkstofffreisetzung aus den hydrophilen Polymer-
Wirkstoff-Konjugaten vorgenommen. In Tabelle 13 sind die Polymerkonzentrationen
und die innerhalb der Bestrahlungsdauer freigesetzte Wirkstoffmenge pro 1 mg
Polymer-Wirkstoff-Konjugat zusammengefasst. Zur Auswertung wurde jeweils der
hochste gemessene Wert herangezogen und gerundet.

Tabelle 13. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus den Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
Poly(MMA-co-HSFU::MAOEMC) (in Acetonitril/Wasser 10: 1, A =266 nm). Angegeben ist die
innerhalb der Bestrahlungsdauer freigesetzte und HPLC-analytisch detektierte Wirkstoffmenge an SFU
pro 1 mg Polymer.

Linkeranteil im

Basiscopolymer / Crotymer / SFU pro 1 mg

mol% mg-L"! Polymer / ug
1,1 1226,0 2,2

3,2 449,2 8.8

5.1 285,6 13,9

7,2 212,3 17,2
10,3 154,8 22,2

Abbildung 112 zeigt exemplarisch die HPLC-analytische Messreihe der Freisetzung
aus dem Polymer-Wirkstoff-Konjugat mit dem hochsten Linkeranteil.
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Retentionszeit / min

Abbildung 112. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus den Polymer-Wirkstoff-Konjugaten

Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC).

Exemplarische HPLC-Elugramme (1PA an Poly(MMA-co-

H5FU:MAOEMC) mit 10,3 mol% MAOEMC im Basiscopolymer) in Abhingigkeit von der

Bestrahlungsdauer. Schwarze Markierung: SFU.

In der folgenden Zusammenstellung (Abbildung 113) sind die Ergebnisse der UV/Vis-
spektroskopischen sowie die der HPLC Analytik abgebildet.
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Abbildung 113. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus den Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC) (in Acetonitril/Wasser 10:1, A =266nm, die Polymer-
konzentrationen konnen Tabelle 13 entnommen werden). Links: Zeitlicher Verlauf der Regeneration an
nicht dimerisierten 4-Methylcumarin-Linkern (UV/Vis-spektroskopische Analytik). Rechts: Zeitlicher
Verlauf der Wirkstofffreisetzung bezogen auf 1 mg Polymer-Wirkstoff-Konjugat (HPLC-Analytik).

Wie erwartet stieg mit dem Linkeranteil im Copolymer auch die Menge an
freigesetztem Wirkstoff im Rahmen dieser Versuchsreihe (vgl. Abbildung 114). Fiir
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das am hochsten funktionalisierte Copolymer konnten pro Milligramm des
eingesetzten Materials nach Hydrolyse 22,2 ug 5FU im Verlauf der Bestrahlung und

unter den gewihlten Reaktionsbedingungen zuriickgewonnen werden.

Ein Vergleich mit den Freisetzungsergebnissen, die fiir das monofunktionalisierte
Polymer-Wirkstoff-Konjugat erhalten wurden, ist schwierig, da die Experimente nicht
unter identischen Versuchsbedingungen durchgefiihrt wurden (Losungsmittel, HPLC-
Setup und die Konzentrationen der Losungen waren verschieden). Der Schluss, dass
mit Hilfe der Copolymere, in Abhingigkeit von deren Zusammensetzung, eine
deutliche Steigerung der pro Milligramm Polymer immobilisierten Wirkstoffmenge
erreicht werden konnte, ist nach den vorliegenden Daten aber sicherlich zuldssig. Vor
dem Hintergrund der vorhandenen Vertrdglichkeit der hier vorgestellten Copolymere
mit einem Matrixmaterial wie PMMA (zumindest bis zu einem MAOEMC-Anteil von
7,2 mol% im Basispolymer) konnten diese neuen multifunktionalen Polymer-
Wirkstoff-Konjugate die Liicke zwischen den in Abschnitt 5.1 diskutierten

1741 1241 yntersuchten

monofunktionalisierten und den von Kreiling und Hirtner
Systemen mit Funktionalisierungsgraden der Basispolymere > 9,1 mol% schlieBen und
dabei eine Synthese von Linsenvorldufern, beispielsweise durch Flachkammer-

polymerisation, ermoglichen.
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Abbildung 114. Mittels Ein-Photonen-induzierter Wirkstofffreisetzung freigesetztes und HPLC-
analytisch nachgewiesenes SFU, bezogen auf 1 mg Polymer-Wirkstoff-Konjugat in Abhédngigkeit des

4-Methylcumarin-Linkeranteils der zu Grunde liegenden Basiscopolymere.
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5.4 Intraokularlinsenvorlaufer

Die grundlegende Neugestaltung der Basispolymere von hochfunktionalisierten
Copolymeren zu monofunktionalisierten Polymeren, aber auch die Synthese der
statistischen Basiscopolymere mit Linkeranteilen < 10 mol% unter Verwendung des
neuen 4-Methylcumarin-funktionalisierten Monomeren sollte die Synthese homogener,
optisch transparenter Linsenvorldufer ermoglichen. Dies war bisher nicht méglich. Im
Folgenden wird die Herstellung von Intraokularlinsenvorldufern unter Verwendung des
Polymer-Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPMMA diskutiert. Auf Grund des
niedrigen Molekulargewichts musste dieses Polymer in Kombination mit einem
hochmolekularen Matrixmaterial verarbeitet werden um {iiberhaupt die notwendige
mechanische Stabilitit fiir eine anschlieBende spanabhebende Bearbeitung realisieren
zu konnen. Als Matrixmaterial wurde PMMA verwendet, ein Polymer, das schon seit
den Anfidngen der implantationsmedizinischen Behandlung von Grauem Star als

Linsenmaterial eingesetzt wurde und lange Zeit den Goldstandard darstellte.!"’® 17!

5.4.1 Synthese hydrophober, nicht-faltbarer Linsenvorlaufer

Intraokularlinsenvorldufer sind Polymerplatten oder -ronden, die spanabhebend zu
einer Intraokularlinse verarbeitet werden konnen. Eine von unserem Industriepartner
Dr. Schmidt Intraokularlinsen beispielhaft zur Verfiigung gestellte Ronde, die
allerdings zur Herstellung hydrophiler Intraokularlinsen auf der Basis von PHEMA
verwendet wurde, hatte einen Durchmesser von knapp 16 mm und eine Dicke von
3,1 mm. Dies zeigt, dass es sich um Halbzeuge handelt, die sich deutlich von einem
diinnen Polymerfilm unterscheiden. Eine Herstellung aus Losung war somit nicht
sinnvoll und ist mit Blick auf industrielle Fertigungsprozesse, die moglichst eine

Vermeidung von organischen Losungsmitteln anstreben, nicht zeitgemaB.

Die technischen Verfahren zur Herstellung von PMMA-Halbzeugen durch
Substanzpolymerisation sind vielféltig. Neben dem Doppelbandverfahren und der
Schleuderpolymerisation hat auch immer noch die (Flach-)Kammerpolymerisation
eine Bedeutung und ermdéglicht die Herstellung von optisch hochwertigen
Polymerscheiben. Bei diesem Verfahren wird die Substanzpolymerisation zwischen

zwei Glasscheiben, die durch eine Dichtschnur abgedichtet und auf Abstand gehalten
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werden, durchgefiihrt. Die in Abbildung 115 gezeigten Testplatten (CS070921-P76
und CS070922-P77) wurden in einer solchen Flachkammer hergestellt. Im ersten
Schritt wurde dazu eine viskose Prapolymerlosung hergestellt. Dazu wurde das
Polymer-Wirkstoff-Konjugat in entstabilisiertem MMA gelost (10 Gew.-%
H5FU::MeCumPMMA in MMA). Diese Monomer/Polymer-Lésung wurde mit 2,2'-
Azobis(2-methylpropionitril) (AIBN) versetzt und nach Sittigen mit Argon
vorpolymerisiert. Vor diesem Schritt konnte bei Bedarf die Losung durch Filtration
von Schwebeteilchen befreit werden (bei kleinen Laboransitzen reichte hierfiir ein
Spritzenfilter). Das Prapolymer konnte unter Kiihlung problemlos, auch fiir lingere
Zeit aufbewahrt werden. AnschlieBend wurde das Prdpolymer (Konsistenz von
fliissigem Honig) erneut mit AIBN versetzt und in die vorbereitete Flachkammer
iberfithrt. Dort wurde es dann in zwei Stufen auspolymerisiert. In der ersten Stufe
wurde die Losung bei relativ niedrigen Temperaturen (T = 50 °C) verfestigt, bevor in
der zweiten Stufe die Polymerisation bei 80 °C vervollstindigt wurde. Die Platten
lieBen sich im Anschluss an die Polymerisation problemlos von den Glasscheiben
ablosen.

Abbildung 115. Hydrophobe, nicht-faltbare Intraokularlinsenvorldufer auf PMMA-Basis. Hergestellt

in der Flachkammer. Die Abmessungen der Testplatte (rechts) waren ca. 35 mm X 25 mm x 2,6 mm.

Probleme bereitete der Flachkammeraufbau bei der Abdichtung im Einfiillbereich und
dem resultierenden Monomerverlust wihrend der Polymerisation. Dies hat bei
Homopolymerisationen keine Auswirkung auf die Zusammensetzung, fithrte aber bei

der Linsenvorldufersynthese zu einer Anreicherung an Polymer-Wirkstoff-Konjugat.
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Bei den oben abgebildeten Vorldufern handelt es sich um Prototypen, eine
Modifizierung der Flachkammer ist aber notwendig, wenn Kammerpolymerisate
genau definierter Zusammensetzung reproduzierbar synthetisiert werden miissen:
Anstatt einer Silikon-Dichtschnur sollte die Verwendung einer komprimierbaren
Dichtmatte mit einer entsprechenden Aussparung, in der die Polymerisation
durchgefiihrt wird, den Monomerverlust minimieren. Eine elegante Alternative zur
thermischen stellt auch die Photopolymerisation dar. Auch auf diese Weise sollten sich
Monomerverluste vermeiden bzw. minimieren lassen. In Abschnitt 6.3.2 wird bei der
Synthese der hydrophilen Linsenvorldufer eine andere Form der Substanz-

polymerisation diskutiert, die einen Monomerverlust vollstindig verhindern konnte.
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Abbildung 116. UV/Vis-Transmissionsspektrum eines hydrophoben, in der Flachkammer
synthetisierten Intraokularlinsenvorldufers auf PMMA-Basis (CS070922-P77). Das Spektrum wurde
rechnerisch auf eine Schichtdicke von 1 mm normiert.

Tabelle 14. Optische Eigenschaften eines nicht-faltbaren, hydrophoben Linsenvorldufers (CS070922-
P77). Die Transmissionswerte wurden rechnerisch auf eine Schichtdicke von 1 mm angepasst.

T300 nm ! % T400 nm ! % TSOO nm ! % T700 nm ! %

324 89.0 96,3 98,6

Die UV-Absorption ist ab A = 280 nm im Rahmen der Messgenauigkeit vollstidndig.
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Das oben abgebildete UV/Vis-Transmissionsspektrum (Abbildung 116, vgl. auch
Tabelle 14) zeigt oberhalb von 300 nm eine charakteristische Schulter, die bei allen
synthetisierten Polymerplatten je nach Anteil des Polymer-Wirkstoff-Konjugats mehr
oder weniger stark ausgeprdgt war. Sie ldsst sich hauptsdchlich auf nach der
photochemischen Wirkstoffbeladung noch vorhandene freie 4-Methylcumarin-Linker
zuriickfiihren. Die Transparenz des Materials erreicht bei 400 nm knapp 90 % und bei
der Wellenldnge von 500 nm liegt die Transmission bei 96 %, einem sehr guten Wert.
Da in den Materialien noch kein zusitzlicher UV-Absorber eingesetzt wurde, ist die
UV-Absorption erst bei Wellenlidngen A < 280 nm vollstindig.

Auch der visuelle Eindruck bestitigte die gute Homogenitidt und Transparenz der
Testplatten. Lediglich eine Blase hatte sich wéihrend der zweiten Phase der
Polymerisation (bei hoherer Temperatur) in einer der Platten gebildet. Wie bereits
zuvor erwihnt, fithrte das Einbringen des Polymer-Wirkstoff-Konjugats zu einer leicht
gelblichen Firbung des Materials.

Die Linsenvorlaufer wurden anschlieBend dem Industriepartner DSO zur
spanabhebenden Bearbeitung iiberlassen.
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5.4.2 Hydrophobe, nicht-faltbare Intraokularlinsen®

Aus den Intraokularlinsenvorldufern wurden einteilige ,,Schiffchenlinsen mit grof3en
Plattenhaptiken hergestellt. Dazu wurden im ersten Schritt Ronden gefrist, die
anschlieBend auf den zur Weiterverarbeitung notwendigen Durchmesser gedreht
wurden (Abbildung 117).

Optikdurchmesser: 6,0 mm
Gesamtdurchmesser: 11,0 mm
Radius 1: 19,5 mm

Radius 2: 13,0 mm

Abbildung 117. Ausgefriste und auf Durchmesser gedrehte Ronden (links). Skizze der ,,Schiffchen-
Linse* (rechts).

AnschlieBend wurde der Radius der ersten Seite geschnitten und die Kontur der Linse
in die Ronde gefrist (Abbildung 118, links). Die Standzeit der verwendeten
Drehmeiflel war verglichen mit der Bearbeitung herkommlicher PMMA-Materialien
verringert. Dies konnte auf eine hohere Materialhirte hinweisen.

Die zweite Seite der Linsenoberfliche wurde nach Fixieren der Halbprodukte auf
Pinolen bearbeitet. Das Wachs welches dazu verwendet wurde, wurde anschlieend in
Benzinbddern unterschiedlicher Reinheit entfernt. Die Politur der Linsen, das so
genannte Rommeln, erfolgte abschlieBend unter den gleichen Bedingungen, die auch
fiir Standard-PMMA-Linsen gewdhlt werden.

* Die spanabhebende Bearbeitung der Testplatten wurde durch den Industriepartner Dr  Schmidt
Intraokularlinsen GmbH (DSO, Sankt Augustin) durchgefiihrt. Die Abbildungen und Fotografien in diesem

Abschnitt wurden ebenfalls von DSO zur Verfiigung gestellt und nach Bearbeitung iibernommen.
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Abbildung 118. Ronden mit geschnittenem Radius der ersten Seite und gefraster Linsenkontur (links).
Aufnahme der polierten Linse (rechts).

Die gemessene Stirke der Linsen (Abbildung 118, rechts) betrug jeweils 20,5 dpt.
Daraus ergab sich rechnerisch ein Brechungsindex des Materials von np = 1,496.
Dieser ist leicht hoher als bei den Standard-PMMA-Materialien und erfiillt so bei
weitem die von Projektseite an das Material gestellten Anspriiche (np mindestens 1,4).
Bei der mikroskopischen Betrachtung der fertigen Linsen wurde eine leichte Triibung
festgestellt. Dies fiel bei der visuellen und auch mikroskopischen Betrachtung der
Testplatten nicht auf (vgl. Abschnitt 5.4.1).

145



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophobe Implantatmaterialien

5.4.3 Wirkstofffreisetzung und Diffusion aus hydrophoben Materialien
auf PMMA-Basis

Neben der Abspaltung des Wirkstoffes vom Polymerriickgrat durch die photochemisch
induzierte Cycloreversion ist ein zweiter Prozess fiir die Wirkstofffreisetzung aus den
Linsenvorldufern bzw. den Intraokularlinsen von entscheidender Bedeutung: Die
Diffusion des Wirkstoffs aus dem Polymervolumen an die Oberfliche des
Implantatmaterials und die anschlieBende Desorption des Wirkstoffs von der
Oberflédche in die umgebende wissrige Losung.

Die hier diskutierten Implantate sollen die natiirliche Augenlinse, die wihrend einer
Kataraktoperation entfernt wird, ersetzen. Bei Auftreten des so genannten Nachstars
hat dann der Augenarzt die Moglichkeit laserinduziert das Zytostatikum 5-Fluoruracil
bzw. dessen Vorstufe freizusetzen und so der Proliferation und Migration der
Linsenepithelzellen auf medikamentésem Weg entgegenzuwirken. Findet im
Extremfall aber keine Diffusion in das umgebende Kapselsackwasser statt, kann die
erforderliche letale Dosis nicht aufgebaut werden, es tritt keine Wirkung ein.

UV/Vis-Analytik
-

-~
-

]
UV-Lichtquelle — ﬂ; .
-

Abbildung 119. Versuchsaufbau fiir die UV-induzierte Wirkstofffreisetzung aus einer Polymermatrix.

Um die Diffusion aus den Implantatmaterialien (HSFU::MeCumPMMA in PMMA) zu
untersuchen wurden 30,6 mg der in Abbildung 115 auf Seite 141 dargestellten
Testplatte (CS070922-P77) in Chloroform geldst und als Film so gleichmifig wie
moglich auf die Innenseite eines Fensters einer 4-Fenster Quarzglaskiivette
aufgebracht. Nach Trocken des Films wurde die Kiivette mit 3 mL ention. Wasser
gefiillt, verschlossen und 24 h dunkel aufbewahrt, um eine passive Wirkstoffdiffusion
(ohne induzierte Wirkstofffreisetzung) in diesem Zeitraum ausschliefen zu konnen.
AnschlieBend wurde der Film 5 min mit einer Philips TUV PL-S 9W (A =254 nm)
UV-Lichtquelle bestrahlt. Der schematische Versuchsaufbau ist in Abbildung 119
dargestellt. Die Entwicklung des Absorptionsspektrums des Films, die sich dabei

einstellte ist in Abbildung 120 links zu sehen. Es wurde ein zweites Mal fiir 5 min
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bestrahlt, dabei konnte allerdings kein weiteres Anwachsen der fiir freies 4-Methyl-
cumarin charakteristischen Absorptionsbande bei A =310 nm festgestellt werden. In
der Folge wurde die Konzentrationsentwicklung von SFU im wéssrigen Medium
UV/Vis-spektroskopisch verfolgt (Abbildung 120, rechts). Die charakteristische
Absorption von SFU liegt bei 265 nm. Es konnte nur innerhalb des ersten Tages ein
Anstieg der Absorption festgestellt werden, die ggf. auf eine Wirkstoffdiffusion
hinweisen konnte. Auch nachdem dem System drei weitere Tage Zeit zur Diffusion
gegeben wurde konnte nur eine vernachlissigbare Anderung des UV/Vis-Spektrums

festgestellt werden, obwohl im Film die Cycloreversion induziert wurde.
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Abbildung 120. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung und -diffusion. UV/Vis-Absorptions-
spektrum eines Films aus H5FU::MeCumPMMA in PMMA (CS070922-P77) vor und nach der
photochemisch induzierten Cycloreversion (1PA, links) und Auftragung der Absorptionsspektren der
umgebenden wissrigen Losung in Abhédngigkeit von der Zeit nach der Freisetzung (rechts). Die rote

Markierung zeigt an, wo fiir SFU eine Absorptionserhohung erwartet wird.

Selbst bei einer SFU-Konzentration von nur 0,33 pg/mL (c = 2,54-10"6 mol/L), was
einer Diffusion von 1 pug SFU in die umgebende Losung entspriache (die im Film
immobilisierte  Wirkstoffmenge war um ein Vielfaches hoher), wurde eine

Absorptionsdnderung von ca. 0,015 erwartet.

Die HPLC-Analytik (Abbildung 121) bestitigte, dass SFU zwar in der Matrix
freigesetzt wurde aber im beobachteten Zeitintervall nicht, bzw. nur sehr langsam in
die den Film umgebende Losung diffundierte. Dieser Nachweis von frei vorliegendem
Wirkstoff im Film zeigt dariiber hinaus, dass es zu keiner irreversiblen, kovalenten

Immobilisierung wihrend der Kammerpolymerisation kam.
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Abbildung 121. HPLC-Elugramm des in THF gelosten Films (Material: CS070922-P77) nach Ein-
Photonen-induzierter Wirkstofffreisetzung (links) und das HPLC-Elugramm der, den Film
umgebenden wissrigen Losung (rechts). Die schwarze Markierung kennzeichnet SFU, die rote
Markierung H5FU.

Fiir ein zweites Experiment wurde aus einem Linsenvorldufer (CS071115-P101,
10 Gew.-% Polymer-Wirkstoff-Konjugat in der Polymer/Monomer-Mischung) ein
Polymerstreifen (545 mg, Dicke: 2,6 mm) passend fiir eine Quarzglaskiivette
herausgeschnitten. Diese wurde mit 2 mL ention. Wasser gefiillt, verschlossen und 7
Tage bei 37 °C inkubiert. In regelmédfigen Abstinden wurden UV/Vis-Absorptions-
spektren der Losung gemessen. Man kann im kurzwelligen Bereich unter 220 nm die
Entwicklung einer Absorptionsbande beobachten, die ggf. auf nicht umgesetztes
Restmonomer aus der Kammerpolymerisation zuriickzufiihren ist. Da ein vollstindiger
Monomerumsatz schon allein aus thermodynamischen Griinden nicht méglich ist, war
dies auch zu erwarten. Dadurch wurde auch die Basisline bei 265 nm angehoben. Eine
Absorptionserhohung in diesem Bereich ist demnach nicht in jedem Fall
gleichbedeutend mit einer Zunahme der S5FU-Konzentration in der Losung.
Anschlieend wurde die Probe von Vorder- und Riickseite jeweils 1 min kurzwelliger
UV-Strahlung (Philips TUV PL-S 9W, A =254 nm) ausgesetzt. Wie hoch die
Eindringtiefe der verwendeten UVC-Strahlung in den Linsenvorldufer war, konnte
nicht ermittelt werden. Auf Grund der starken Absorption der Proben im UVC-Bereich
(vgl. Abschnitt 5.4.1), ist jedoch anzunehmen, dass die Wirkstofffreisetzung am
stiarksten oberflachennah erfolgte. Die anschlieBende Wirkstoffdiffusion wurde iiber 10
Tage UV/Vis-spektroskopisch verfolgt (Abbildung 122).
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Auch nach 10 Tagen konnte nur eine schwach ausgeprigt Absorption um 265 nm
festgestellt werden. Ob es sich hierbei tatsdchlich um gelostes SFU handelte, konnte
HPLC-analytisch nicht eindeutig ermittelt werden, da die Menge nahe der
Nachweisgrenze lag. Auch dieses Experiment deutet daher auf eine sehr langsame
Wirkstoffdiffusion aus dem Material bzw. eine Diffusionshemmung hin.
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Abbildung 122. Ein-Photonen-induzierte  Wirkstofffreisetzung und -diffusion. UV/Vis-
Absorptionsspektren der den Linsenvorldufer (CS071115-P101, 10 Gew.-% Polymer-Wirkstoff-
Konjugat in der Polymer/Monomer-Mischung) umgebenden wissrigen Losung im Verlauf von 10
Tagen.

Auch Kreiling hatte sich mit der Frage der Diffusionskinetik beschiftigt. In einem
Modellversuch wurde die Diffusion von Uracil durch eine diinne PMMA-Membran
(Dicke: 5,8 um) verfolgt. Der ermittelte Diffusionskoeffizient lag bei ca.
1,3-10'10 cm>s! bzw. 1,3-10'14 m?>-s'. Fiir die Diffusion von HS5FU aus einer
Polymermatrix, bestehend aus PMMA und einem Polymer-Wirkstoff-Konjugat, wurde
der abgeschitzte Diffusionskoeffizient als noch einmal niedriger angegeben.” Auch

dies ist ein Hinweis auf eine sehr langsame Diffusion.
Da die Wirkstoffdichte in den fiir die vorliegende Arbeit untersuchten Polymeren

vergleichsweise niedrig war, konnte nahezu keine Diffusion im beobachteten

Zeitraum, nach der photochemisch induzierten Freisetzung, festgestellt werden.
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Die Diffusion von Wirkstoffmolekiilen in einer amorphen Polymermatrix wurde von
Wang und Mitarbeiter theoretisch untersucht. Sie stellten fest, dass, im Unterschied zur
Bewegung von kleinen Molekiilen in einem Polymer, das freie Volumen nur eine
untergeordnete Rolle spielt, und dass die Diffusion hauptsidchlich von der Fihigkeit
der Polymerkette zum ,,wriggling” (= Schlingeln, Zappeln) kontrolliert wird.""®! Die
Kettensegmentbeweglichkeit ist bei den hydrophoben, nicht-faltbaren Materialien mit
Glasiibergangstemperaturen iiber 100 °C eingefroren, so dass keine Bewegung der
Polymerkette moglich ist, die die Diffusion der Wirkstoffmolekiile unterstiitzt. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass durch Senken der Glasiibergangstemperatur der
Linsenvorldufer, unter die Umgebungs- bzw. die Korpertemperatur, eine deutlich

schnellere Diffusion der freien Wirkstoffmolekiile erreicht werden kann.
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5.4.4 Synthese hydrophober, faltbarer Linsenvorlaufer

Nachdem die Freisetzungsexperimente aus den hydrophoben, nicht-faltbaren mittels
Kammerpolymerisation hergestellten Materialien nur teilweise erfolgreich waren — die
Abspaltung des Wirkstoffs vom Polymerriickgrat konnte nachgewiesen werden, eine
ausreichend schnelle Wirkstoffdiffusion jedoch nicht — wurde nach einem alternativen

Matrixmaterial gesucht. Der von Wang und Mitarbeitern'™”

vorgeschlagene
Diffusionsmechanismus von Wirkstoffmolekiilen in einer amorphen Polymermatrix
(vgl. Abschnitt 5.4.3) ldsst vermuten, dass Polymere, deren Hauptkette in dem fiir den
Einsatz des Materials maB3geblichen Temperaturbereich beweglich ist, die Wirkstoff-
diffusion begiinstigen. Dariiber hinaus ist die moderne Kleinstschnittchirurgie auf
IOL-Implantate angewiesen, die sich im gefalteten Zustand in das menschliche Auge
einfilhren lassen und sich dort im Kapselsack auch wieder selbststindig entfalten.
Auch hierfiir muss die Glastemperatur unterhalb der Raum- bzw. Korpertemperatur
des Patienten liegen. Gleichzeitig muss das Polymer leicht vernetzt sein, damit ein
elastomeres und kein viskoses Verhalten bei du3erer Krafteinwirkung, wie dem Falten
des Materials, auftritt. Hydrophobe, faltbare Intraokularlinsenmaterialien auf
Acrylatbasis konnen beispielsweise durch Copolymerisation von Phenylethylacrylat

mit Phenylethylmethacrylat unter Zusatz eines Vernetzers hergestellt werden.!"®!

Abbildung 123. Hydrophober, faltbarer Linsenvorldufer auf Acrylatbasis.

Als Modellsystem wurde das Polymer-Wirkstoff-Konjugat HSFU::MeCumPMMA in
eine  Matrix aus Ethylacrylat (EA), Methylmethacrylat (MMA) und
Ethylenglykoldimethacrylat (EGDMA) einpolymerisiert. Auch hier wurde die
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Methode der Flachkammerpolymerisation zur Synthese der Linsenvorlidufer eingesetzt.
Die Vorgehensweise war dabei dieselbe wie in Abschnitt 5.4.1, in dem die Darstellung
der hydrophoben, nicht-faltbaren Vorldufer diskutiert wurde. Lediglich die Synthese
der Prapolymermischung, die aus 71,5 Gew.-% EA, 18 Gew.-% MMA, 0,5 Gew.-%
EGDMA und 10 Gew.-% Polymer-Wirkstoff-Konjugat bestand, erforderte deutlich
mehr Aufmerksamkeit, da der eingesetzte Vernetzer EGDMA in kiirzester Zeit ein
flieBfahiges Pripolymer in ein nicht mehr verarbeitbares Gel iiberfithren kann. Daher
war der rechtzeitige Abbruch der Vorpolymerisation in fliissigem Stickstoff von
entscheidender Bedeutung. In die Flachkammer iiberfiihrt wurde die Mischung in zwei
Stufen (50 °C und 100 °C) auspolymerisiert.

Der Glasiibergang des Linsenvorldufers (CS071211-P121) konnte mittels Differential-
kalorimetrie auf einen Temperaturbereich um 6 °C bestimmt werden. In Abbildung
123 wird die Faltbarkeit des Materials demonstriert. Wurde die haltende Pinzette
entfernt, entfaltete sich der Polymerstreifen wieder. Die Entfaltung verlief dabei nicht
ruckartig sondern kontrolliert und soweit dies visuell zu beurteilen war auch
vollstindig. Die Analyse eventueller mikroskopischer Beschiddigungen des Materials
bzw. der Materialoberflache in Zuge von Faltung und Entfaltung wurde an diesen
Prototypen nicht eingehend untersucht.
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Abbildung 124. UV/Vis-Transmissionsspektrum eines hydrophoben, faltbaren in der Flachkammer
synthetisierten Intraokularlinsenvorlidufers auf Acrylatbasis (CS071211-P121). Das Spektrum wurde
rechnerisch auf eine Schichtdicke von 1 mm normiert.
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Tabelle 15. Optische Eigenschaften eines faltbaren, hydrophoben Vorldufermaterials (CS071211-
P121). Die Transmissionswerte wurden rechnerisch auf eine Schichtdicke von 1 mm angepasst.

T3000m / % T400nm / %o Ts00nm / % T700 am / %0

21,3 83,9 90,9 93,8

Die UV-Absorption ist ab A = 285 nm im Rahmen der Messgenauigkeit vollstiandig.

Die flexiblen Testplatten waren alle transparent und leicht gelb geféarbt. GroBere
Verunreinigungen konnten nicht festgestellt werden. Neben dem visuellen Eindruck
wurde auch ein UV/Vis-Transmissionsspektrum (Abbildung 124, vgl. auch Tabelle 15)
angefertigt und auf eine Schichtdicke von 1 mm normiert. Bei einer Wellenldnge von
A =500 nm erreicht die Transmission 90 % und bleibt im sichtbaren Spektralbereich
oberhalb dieses Wertes. Im kurzwelligen UV-Bereich konnte ab einer Wellenlédnge von
ca. 285 nm keine Transmission mehr festgestellt werden. Auch hier war die,
hauptsichlich auf noch frei vorliegende Linkergruppen zuriickzufiihrende, Schulter um
310 nm zu erkennen.
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5.4.5 Wirkstofffreisetzung und Diffusion aus hydrophoben, faltbaren
Materialien auf Acrylatbasis

Die Wirkstofffreisetzung und -diffusion aus den flexiblen Materialien konnten nicht im
Film untersucht werden, da die Linsenvorldufer vernetzt und nicht mehr 16slich waren.
Fiir die Ein-Photonen-induzierte Freisetzung wurde ein Linsenvorldufer mit 5 Gew.-%
HS5FU::MeCumPMMA in der Monomermischung verwendet (CS071129-P113). Dies
hat den Vorteil, dass neben der Diffusion auch die Cycloreversion in der
Vorlduferpolymerprobe verfolgt bzw. nachgewiesen werden konnte. Ein hoherer Anteil
an Polymer-Wirkstoff-Konjugat hitte dies auf Grund der ungleich hoheren
Probendicke im Vergleich zum Polymerfilm nicht ermoglicht. Aus dem Vorlidufer
wurde ein Streifen (429 mg, Dicke: 2,2 mm) ausgeschnitten und in eine 4-Fenster
Quarzglaskiivette eingepasst. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 119 auf Seite 146
dargestellt. Die Kiivette wurde mit 2 mL ention. Wasser befiillt und verschlossen. Uber
Nacht wurde, wie schon bei den nicht-faltbaren Materialien, die Entwicklung einer
Absorptionsbande unterhalb von A =220nm beobachtet, die ggf. auf nicht

umgesetztes Monomer bei der Synthese hindeutet.
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Abbildung 125. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung und —diffusion. UV/Vis-Absorptions-
spektren der den Linsenvorldaufer umgebenden wissrigen Losung im Verlauf von 6 Tagen (links).
Entwicklung der Absorption bei 265 nm nach der Bestrahlung des Linsenvorldufers zum Zeitpunkt O h

und die daraus berechnete freigesetzte (und in die Losung abgegebene) Wirkstoffmenge (rechts).

Der Vorldufer wurde anschlieBend von beiden Seiten jeweils 1 min lang bestrahlt
(Philips TUV PL-S 9W, A =254 nm). Dabei erhohte sich wie erwartet die fiir den
freien, polymergebundenen 4-Methylcumarin-Linker charakteristische Absorption bei
ca. A=310nm im Polymermaterial (nicht abgebildet). Uber einen Zeitraum von 6
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Tagen wurde die Diffusion von SFU UV/Vis-spektroskopisch verfolgt. Abbildung 125
zeigt neben der Entwicklung der Absorptionsspektren auch den Verlauf der fiir SFU
charakteristischen Absorptionsbande mit dem Maximum um 265 nm und die daraus
berechnete freigesetzte Wirkstoffmenge. Innerhalb des beobachteten Zeitraums
konnten ca. 4 pg SFU in den 2 mL Losung UV/Vis-spektroskopisch nachgewiesen
werden. Auch hier muss beriicksichtigt werden, dass nicht bekannt ist, wie grof3 die
Eindringtiefe der UVC-Strahlung in das polymere Material, auf Grund der starken
Absorption in dieser Wellenldngenregion, war. Die Ergebnisse zeigen aber, und der
Fokus dieses Versuches lag genau auf diesem Aspekt, dass die Diffusion des
Wirkstoffs nach der photochemisch induzierten Freisetzung aus dem flexiblen
hydrophoben Material rasch erfolgte. Das Freisetzungsprofil (Abbildung 125, rechts)
zeigt den erwarteten Verlauf mit einer groen Steigung direkt nach der induzierten
Freisetzung, die in Folge des fallenden Konzentrationsgradienten zwischen SFU
innerhalb der Matrix und 5FU in der umgebenden Losung immer geringer wird. Es
konnte auch keine zeitliche Verzogerung der Diffusion festgestellt werden.

Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit denen der Diffusionsexperimente fiir
Linsenvorldufer auf PMMA-Basis zeigt, dass die Beweglichkeit der Polymerketten
tatsdchlich einen entscheidenden Einfluss auf die Diffusionskinetik der
Wirkstoffmolekiile hat.

Im Zuge der Freisetzungs- und Diffusionsexperimente wurde hédufig eine Eintrilbbung
des polymeren Materials beobachtet (Abbildung 126). Diese Triibung trat nur auf,
wenn sich das hydrophobe, faltbare Polymer im wissrigen Medium befand. Au3erhalb
der wissrigen Losung klarte der Vorldufer wieder vollstindig auf. Auch die
Umgebungstemperatur hatte auf das Auftreten der Triibung einen Einfluss. Die
Ursache hierfiir sind Mikrovakuolen im Polymer, die z.B. wihrend der Synthese der
Linsenvorldufer entstehen, und die bei Kontakt mit Wasser hydratisiert werden
konnen. Die wassergefiillten Vakuolen wirken als Streuzentren und rufen so die
Triitbung hervor. Dieses Phidnomen wird auch als ,,Glistenings* bezeichnet und ist ein

bekanntes Problem vieler hydrophober Implantatmaterialien fiir Intraokularlinsen.!**!
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Abbildung 126. Glistenings in den hydrophoben, faltbaren Linsenvorldufern auf Acrylatbasis.

Eine Moglichkeit dieses Problem auszuschalten wird im folgenden Kapitel diskutiert.
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6 Ergebnisse und Diskussion: Hydrophile
Implantatmaterialien

Liegen hydrophile Polymere chemisch oder physikalisch vernetzt vor und werden mit
Wasser in Kontakt gebracht konnen diese Netzwerke, je nach molekularem Aufbau,
rdaumlicher Struktur und &duBleren Faktoren, teilweise groBe Mengen Wasser
aufnehmen. Man spricht von Hydrogelen. Dabei kann die Masse der aufgenommenen
Komponenten (Wasser und eventuell darin geldste Stoffe) ein Vielfaches der Masse
des trockenen Polymeren betragen. Ublicherweise geht die Wasseraufnahme mit einer
Volumeninderung einher, man spricht daher auch vom Quellen der Polymermatrix.!'*’!
Der strukturelle Unterschied zwischen einem Gel und einer Losung von Makro-
molekiilen besteht darin, dass sich im Gel die verkndulten Polymerketten auf Grund
der Vernetzung nicht als Ganzes bewegen und so ihre Plitze wechseln konnen. Die
Struktur des Netzwerks kann man sich als eine dreidimensionale Anordnung von

kondensierten Ringen unterschiedlicher Groe und Form vorstellen. Daher flieen

Gele nicht mehr, wenn eine formveridndernde Kraft auf sie einwirkt, sondern reagieren
[184]

mit einer elastischen Riickstellkraft.

A

W

..

itn

o
w

Abbildung 127. Darstellung des Quellungsvorgangs eines kovalent vernetzten, hydrophilen

Polymeren in Wasser (schematisch).

Abbildung 127 stellt schematisch den Quellungsvorgang eines quellfahigen Polymeren
in Wasser dar. Unter Entropieerhohung versucht das Polymer sich im wissrigen Milieu
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zu losen. Die Stirke dieses Losungsbestrebens ist je nach Polymer unterschiedlich
ausgeprigt. Die (kovalente) Vernetzung wirkt der ansonsten ggf. vollstindigen
Auflosung des Polymeren entgegen. Zusitzlich haben osmotische Effekte enormen

Einfluss auf das Quellverhalten des Hydrogels.'*"

Die Anwendungsgebiete fiir in Wasser quellfahige Polymere sind sehr vielfiltig, wie
beispielsweise die Patentiibersicht von Riccardo P6 zeigt.!"™ Der aktuelle
Ubersichtsartikel von Jindfich Kopefek behandelt sowohl die frithe Phase der
Hydrogelforschung, als auch aktuelle Trends und gibt einen Ausblick auf zukiinftige
Entwicklungen."® Die Einsatzgebiete sind so vielfiltig, dass hier nur einzelne aus
dem medizinischen Bereich angesprochen werden sollen. Auf Grund ihres hohen
Wassergehalts zeichnen sich die meisten Hydrogelmaterialien durch eine hohe

1186] Schon kurz nach ihrer Entdeckung wurde die Eignung von

[187, 188

Biokompatibilitit aus.
Hydrogelen als Depots fiir die Freisetzung von Wirkstoffen entdeckt. I Dariiber
hinaus wurden auch responsive Systeme zur kontrollierten Wirkstofffreisetzung
eingehend untersucht.!"® In der plastischen Chirurgie (bspw. Rhinoplastik) konnten
mit Implantaten, die auf 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) basieren,

90 Der Einsatz von

ausgezeichnete kosmetische Ergebnisse erzielt werden.
Hydrogelen auf der Basis von HEMA und anderer hydrophiler Monomere in der
Ophthalmologie geht auf die frithen Arbeiten von Wichterle, Lim und Dreifus in den
50er Jahren zuriick.""""**! Vor allem vernetztes PHEMA erwies sich aus zwei Griinden
als eine gute Wahl. Zum einen ermoglichte HEMA die Synthese von Hydrogelen,
deren mechanische Eigenschaften fiir die Anwendung ausreichend waren. Dies lag
nicht zuletzt an der nicht zu hohen Hydrophilie des Materials (~40 Gew.-%
Wasseranteil im Gleichgewicht). Andere Monomere, wie beispielsweise N-Vinyl-

1941 Von Vorteil war weiterhin, dass der

pyrrolidon sind wesentlich hydrophiler.
Einfluss kleiner Verdnderungen in der Vernetzerkonzentration auf das Quellvermogen
im Gleichgewicht und die optischen Eigenschaften nicht sehr gro war.!"*! Neben dem
Einsatz als Material zur Herstellung weicher Kontaktlinsen wurde HEMA auch als
Material fiir die Synthese hydrophiler Intraokularlinsen entdeckt. Heute sind
Hydrogelintraokularlinsen neben den hydrophoben Linsen aus Silikonen und

Acrylat/Methacrylat-Mischungen die dritte Gruppe moderner Faltlinsen.!'”™

Im Folgenden wird erldutert, wie die in Abschnitt 5 diskutierten hydrophoben,

monofunktionalisierten Polymer-Wirkstoff-Konjugate so modifiziert werden konnen,

158



Ergebnisse und Diskussion: Hydrophile Implantatmaterialien

dass sie sich fiir die Synthese hydrophiler, faltbarer Intraokularlinsenvorldaufer bzw. zur
Herstellung von hydrophilen Intraokularlinsen eignen. Neben der Faltbarkeit, die
Voraussetzung fiir eine minimalinvasive Implantation, war es das Ziel eine gute

Wirkstoffdiffusion aus dem Implantatmaterial zu erméglichen.

6.1 Endstandig 4-Methylcumarin-funktionalisierte hydrophile
Basispolymere

Vorversuche zeigten, dass es nicht moglich ist durch einfachen Wechsel des
Matrixpolymeren ein hydrophiles Implantatmaterial zu synthetisieren. Der Versuch
10 Gew.-% des endstindig funktionalisierten Polymer-Wirkstoff-Konjugats auf
PMMA-Basis mittels Kammerpolymerisation in eine Matrix aus ca. 80 Gew.-%
HEMA und 20 Gew.-% MMA mit einem Anteil von weniger als 0,5 Gew.-% EGDMA
einzupolymerisieren, fithrte schon bei der Pripolymersynthese nach wenigen Minuten
zur Bildung eines zweiphasigen Systems. Das hydrophobe Polymer-Wirkstoff-
Konjugat ist mit der iiberwiegend hydrophilen Matrix nicht mischbar. Aus diesem
Grund musste schon das Basispolymer modifiziert werden und sdmtliche folgenden
Arbeitsschritte auf dieses verdnderte Basispolymer angepasst werden.

Der logische Schritt um die Vertriglichkeit des Basispolymeren bzw. des Polymer-
Wirkstoff-Konjugats mit einer hydrophilen, hauptsidchlich aus HEMA bestehenden
Matrix zu verbessern war die Synthese eines cumarinfunktionalisierten Polymeren auf
Basis von PHEMA. Prinzipiell standen auch hier zwei Mdoglichkeiten zur Auswahl.
Zum einen war dies die Synthese eines Copolymeren mit Cumarinseitengruppen, zum
anderen die Synthese eines endstindig cumarinfunktionalisierten Basispolymeren
analog zu dem in Abschnitt 5.1 diskutierten MeCumPMMA. Entscheidend fiir die
weiteren Arbeitsschritte war die Synthese eines linearen in organischen Losungs-

mitteln l6slichen Polymeren.

Im Allgemeinen wird PHEMA mittels freier radikalischer Polymerisation hergestellt,
hidufig unter Zusatz eines Vernetzers. Die oben angesprochenen FEinsatzgebiete
(Kontakt- und Intraokularlinsen, sonstige Implantate usw.) oder ganz allgemein die
Verwendung als wasserquellbares Polymer, dass eine entsprechende Form behalten
bzw. nach Verformung wieder einnehmen soll, setzt einen gewissen Grad an
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Vernetzung voraus. Die Synthese von linearem und dabei hochmolekularem PHEMA
iiber freie radikalische Polymerisation ist dagegen nicht trivial."®' Okano und
Mitarbeiter berichteten beispielweise, dass bei der freien radikalischen Polymerisation
von HEMA oberhalb eines Umsatzes von 20-30 % Gelbildung einsetzt."*®! In der
Literatur werden unterschiedliche Griinde fiir das Auftreten von Kettenverzweigungen
und -vernetzungen wihrend der Synthese (frei radikalisch aber auch kontrolliert)
diskutiert. Eine plausible Erkldrung scheinen Ketteniibertragungsreaktion auf
Hydroxygruppen des Polymeren und/oder Monomeren zu sein.!"” An anderer Stelle
wurde die Moglichkeit einer Umesterung als Ursache fiir die Vernetzung wihrend der
Polymerisation angefiihrt."*”! Aber auch die Verunreinigung des Monomeren mit
Spuren von Ethylenglykoldimethacrylat (EGDMA) wurde fiir auftretende Ketten-

vernetzungen verantwortlich gemacht.""*®

Eine Arbeit, in der lineares PHEMA erfolgreich mittels freier radikalischer
Polymerisation synthetisiert werden konnte, stammt beispielsweise von Chujo und
Mitarbeitern aus dem Jahr 2005. Dabei wurde in verdiinnter Losung und mit einem
hohem Initiatoranteil polymerisiert. Das erhaltene Polymer hatte ein relativ geringes
Molekulargewicht (M, < 10000) bei hoher Uneinheitlichkeit der Kettenlédngen
M, IM,> 3).[199] Unter Zusatz eines Ketteniibertrigers zur Kontrolle des
Molekulargewichts gelang auch Okano und Mitarbeitern die Losungspolymerisation
von linearem PHEMA, nachdem sie, wie oben geschildert, zuvor gescheitert

waren."””

Wird die Hydroxygruppe von HEMA geschiitzt kann eine Synthese von linearem

195, 200]

PHEMA beispielsweise mittels anionischer' oder auch durch radikalische

Atomtransferpolymerisation'*" 2%

erfolgen. Diese Methode bedarf allerdings
zusitzlicher Syntheseschritte (Schiitzung und Entschiitzung), was, sofern moglich,

vermieden werden sollte.

[201] [203]

Ende der 1990er Jahre berichteten schlieBlich Matyjaszewski“ ' und Demonceau
auch von der kontrollierten Polymerisation von nicht geschiitztem HEMA mittels

ATRP.

Die oben angesprochenen Probleme bei der freien radikalischen Polymerisation und

die im Gegensatz dazu vielversprechenden Ergebnisse bei der Polymerisation von
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HEMA mittels ATRP waren mit entscheidend dafiir, dass auch die im Folgenden
diskutierten Basispolymere durch radikalische Atomtransferpolymerisation synthetis-

. 197, 198, 201, 203, 204
iert wurden.!""” 1

Die Polymere wurden dabei endstindig mit der
photoreaktiven Linkergruppe 4-Methylcumarin funktionalisiert. Die Monofunktionali-
sierung sollte, wie schon bei den entsprechenden Polymeren auf PMMA-Basis, die
Verarbeitbarkeit der Polymere auch im Anschluss an die photochemische Wirkstoff-

beladung gewihrleisten.
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6.1.1 Synthese und Charakterisierung

In Abbildung 128 ist das Reaktionsschema der kupferkatalysierten radikalischen
Polymerisation von HEMA gezeigt. Im Unterschied zu der in Abschnitt 5.1
vorgestellten, mit BIBMC initiierten Synthese von PMMA, musste fiir die Darstellung
von MeCumPHEMA das Losungsmittel umgestellt werden. Die Wahl fiel hier auf
Grund der sehr guten Loslichkeit von PHEMA in diesem Alkohol auf Methanol. Der
Einsatz dieses Losungsmittels wurde beispielsweise von Armes und Mitarbeitern
beschrieben.!”” "1 Auch die Verwendung von 2,2'-Bipyridin als Ligand geht unter
anderem auf diese Arbeiten, aber auch auf Untersuchungen von Matyjaszewski et al.

zuriick 201 20!

Abbildung 128. Synthese von endstindig cumarinfunktionalisiertem PHEMA mittels radikalischer
Atomtransferpolymerisation.

Die kupferkatalysierte ATRP in protischen Losungsmitteln verlduft auf Grund
ineffektiver Deaktivierung der wachsenden Kette hiufig sehr schnell, was sich oft
auch in einem unkontrollierten Polymerisationsverlauf duBern kann.”* Das Verhiltnis
Kupfer/Initiator wurde daher auch hier analog zur Synthese von MeCumPMMA auf
1 : 4 eingestellt. Dariiber hinaus wurde die Reaktionstemperatur deutlich, auf 45 °C,
gesenkt. Das theoretische Molekulargewicht M,, ;... der Polymerisation lag bei 6830.
Anzumerken ist, dass die Entfernung des Kupferkatalysators deutlich schwieriger war,
als dies bei den MMA Polymerisationen in Anisol der Fall war. Der Grund hierfiir ist
in der Polaritidt des Losungsmittels zu suchen. In Tabelle 16 sind beispielhaft die
polymeranalytischen Daten zweier kupferkatalysierter Polymerisationsreaktionen von
HEMA aufgefiihrt. Mit Molekulargewichten (GPC) von 5400 + 500 und Polydis-
persititen M,,/ M,, zwischen 1,2 und 1,4 war die Kontrolle fiir die Anwendung als
Basispolymer fiir die photochemische Wirkstoffbeladung mehr als ausreichend. Fiir
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die GPC-Analytik wurden GRAM-Siulen (Polyester-Netzwerke) mit DMF als
Laufmittel verwendet, nachdem auf den SDV-Saulen (Polystyrol-Netzwerke) keine
reproduzierbaren Messergebnisse fir PHEMA erhalten werden konnten. Kalibriert
wurde gegen PMMA-Standards.

Tabelle 16. Synthese von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem Poly(2-hydroxy-
ethylmethacrylat) (MeCumPHEMA) initilert mit 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin
(BiBMC). Kupfer(I)bromid/2,2'-Bipyridin 1:2,5 (molares Verhiltnis); Methanol/2-Hydroxy-
ethylmethacrylat 1 : 1 (Volumenverhiltnis); Reaktionstemperatur = 45 °C; Reaktionszeit = 21 h.

Molare Zusammensetzung der

Reaktionsmischung Ausbeute M, (NMR) M, (GPC)
Bez. / % /10° r100 Mol M,
HEMA BiBMC Kat.
CS091014-
P378 50 1 0,25 54 4,7 49 1,23
CS090518-
U1 50 1 0,25 53 6,2 5,9 1,36

Neben der gelpermeationschromatographischen Bestimmung des Molekulargewichts
und der entsprechenden Verteilung (vgl. Abbildung 129) konnte auch hier die
Endgruppenanalyse auf Basis der NMR-spektroskopischen Daten zur Bestimmung des
Molekulargewichts herangezogen werden. Ein entsprechendes 'H-NMR-Spektrum von
MeCumPHEMA ist in Abbildung 130 zu sehen. Das Spektrum zeigt die erwarteten, fiir
die 4-Methylcumarin-Endgruppe charakteristischen Signale. Dariiber hinaus sind keine
Monomerriickstinde zu sehen. Die beiden breiten Singuletts zwischen 4,5 und 3,5 ppm
sind der Hydroxyethyl-Seitengruppe des Monomeren zuzuordnen. Wobei die stirker
tieffeldverschobene Resonanz C1'H, zuzuordnen ist. Die schwach ausgeprigte
Schulter auf der Tieffeldseite dieser Resonanzen konnte auf die endstindigen
Monomere zuriickzufithren sein. Die Bestimmung des zahlenmittleren Molekular-
gewichts erfolgte unter Verwendung der integrierten C5H-Resonanz und der

integrierten Protonenresonanz der C,H4-Gruppe im HEMA-Monomer.

I
M,, = Molmassegjgyct+———"

Molmassepguma
Iesy4

Resonanzintegral von C5H (I¢sy), Resonanzintegral der Protonen der (Hydroxy)Ethylgruppe ({g;)

Beide Methoden lieferten vergleichbare Werte.
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Abbildung 129. Normiertes GPC-Elugramm von endstidndig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem
Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) (CS091014-P378).
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Abbildung 130. Exemplarisches 'H-NMR-Spektrum (300 MHz, MeOD) von endstindig
4-Methylcumarin-funktionalisiertem Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) (MeCumPHEMA,
M, (NMR) = 5100). Mit ,,x* markiert sind die Resonanzen des NMR-Losungsmittels. Das breite
Singulett bei 6 = 4,9 ppm liberlagert ggf. auch die Hydroxyprotonen des Polymeren.

Um zu kldren, ob die mit 53 % nicht sehr hohe Ausbeute auf Verluste wihrend der

Aufarbeitung zuriickzufiihren war oder ob es ab einem bestimmten Zeitpunkt zu einem
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Polymerisationsabbruch kam, wurde die Polymerisationskinetik niher betrachtet. Dazu
wurde analog zu oben beschriebenem Vorgehen polymerisiert. Allerdings wurden nach
vorbestimmten Zeitintervallen Proben entnommen, die anschlieBend beziiglich Umsatz
und Molekulargewicht untersucht wurden. Der Umsatz wurde NMR-spektroskopisch
ermittelt. Zur Auswertung wurden die in Abbildung 131 mit ,HEMA* bzw. ,, PHEMA*

markierten Signale herangezogen.

I
Umsatz = PHEMA -100

Ippema + Tupma

Iupma = Resonanzintegral der fiir das Monomer HEMA charakteristischen Methylengruppe;
Irnema = Resonanzintegral der fiir das Polymer charakteristischen Methylengruppe.

Die leichte Uberlappung der beiden Resonanzen fiihrte zu einem Fehler, der als
unerheblich angesehen werden kann. Dies wurde durch Entfaltung der beiden Signale
tiberpriift. Der danach berechnete Umsatz liegt um weniger als 3 % hoher. Die so

erhaltene Umsatzentwicklung ist in Abbildung 132 zu sehen.

Ethylengruppe

HEMA +
PHEMA

PHEMAJ
HEMA Vinylprotonen HEMA

JLLJ\ o

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

3lg

Wm
-
N

Abbildung 131. 'H-NMR-Spektrum (300 MHz, MeOD) der Polymerisationslosung zur Bestimmung
des Monomerumsatzes (120 min Reaktionsdauer).
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Abbildung 132. Umsatzentwicklung in Abhingigkeit von der Reaktionszeit bei der radikalischen
Atomtransferpolymerisation von HEMA (oben). Entwicklung des mittleren Molekulargewichts M,, und
der Polydispersitit M,, / M,, in Abhingigkeit vom Reaktionsumsatz bei der radikalischen Atomtransfer-
polymerisation von HEMA (unten).

Nach 40 min lag der Umsatz der Reaktion schon bei 50 % und stieg in der Folgezeit
nur noch auf das Maximum von knapp 60 %. Zwischen 60 und 90 min kam die
Polymerisation zum Stillstand. Erkenntlich war das auch durch einen Farbwechsel der
Reaktionslosung nach griin. Da dieser Farbwechsel auch bei Polymerisationen

beobachtet wurde, die wihrend der kompletten Reaktionszeit nicht zur
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Probenentnahme geoffnet wurden, wurde das nachtréigliche Eindringen von Sauerstoff

als Ursache ausgeschlossen.

Die Auftragung der Molekulargewichtsentwicklung ist mit dieser Beobachtung im
Einklang. Nach 60 bzw. 90 min kommt es quasi zu keiner Molekulargewichtserhhung
mehr. Die Molekulargewichte liegen unter Beriicksichtigung des Umsatzes alle hoher
als theoretisch erwartet, was sich in einer Initiatoreffizienz um 80 % ausdriickt
(bezogen auf die mittels NMR bestimmten Molekulargewichte). Die Polydispersitéiten
sprechen fiir eine gute Reaktionskontrolle bis zum Abbruch der Reaktion.

Die Ursache fiir den vorzeitigen Abbruch des Polymerwachstums ist nicht bekannt.
Der Farbumschlag der Reaktionslosung spricht aber dafiir, dass es im Verlauf der
Reaktion zu einem irreversiblen Verbrauch der Kupfer(I)-Katalysatorspezies kommt
(vgl. hierzu auch die ATRP von MMA in Abschnitt 5.1).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Synthese von MeCumPHEMA unter
ATRP-Bedingungen moglich ist. Die Molekulargewichte der erhaltenen Polymere
liegen auf Grund des vorzeitigen Abbruchs der Reaktion wunterhalb des
Zielmolekulargewichts, was der Verwendung als Basispolymer fiir die Synthese der
hydrophilen Polymer-Wirkstoff-Konjugate allerdings nicht im Weg steht. Die
Reaktionsbedingungen sind noch nicht soweit optimiert, dass hohere Umsitze bei
guter Kontrolle erreicht werden konnten. Die Literatur liefert Anhaltspunkte fiir eine
mogliche Reaktionsoptimierung. Beispielweise konnte sich der Wechsel des

Losungsmittels positiv auswirken. Matyjaszewski*"

nutzte eine Mischung aus
Methylethylketon und n-Propanol, Armes'®’! berichtet iiber Polymerisationen in
Methanol/Wasser-Mischungen. Ein anderer Ansatzpunkt ist das Katalysatorsystem.
Hier wurden zum Beispiel durch die Zugabe von Kupfer(II)-Salzen gute Ergebnisse

bei der ATRP in protischen Losungsmitteln erzielt.!**!
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6.2 Polymer-Wirkstoff-Konjugate

Im Anschluss an die Synthese der endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten
Polymere wurden diese polymeranalog in die entsprechenden Polymer-Wirkstoff-
Konjugate umgewandelt. Auch hier mussten die Reaktionsbedingungen, vor allem das
Losungsmittel, den im Vergleich zu PMMA deutlich unterschiedlichen Polymer-
eigenschaften angepasst werden. Ein erster Ansatz bestand darin direkt in wéssrigen
Losungungen mit 5-Fluoruracil und nicht der alkylfunktionalisierten Wirkstoffvorstufe
zu arbeiten. Der C;-Rest, der die Loslichkeit in organischen Losungmitteln erhohte,
sollte gleichzeitig auch die Diffusion in der Polymermatrix (Intraokularlinse bzw.
Intraokularlinsenvorstufe) begiinstigen. Dies sollte auf Grund der Hydratisierung der
hydrophilen Materialien und der resultierenden starken Aufweitung des
Polymernetzwerks nicht notwendig sein. Unbekannt ist bisher auch in wie weit der
Wassergehalt zu einer vorzeitigen Hydrolyse der noch polymergebundenen
Wirkstoffvorstufe fiihrt (die Hydrolysekinetik ist hier sicherlich eine andere als nach
der Freisetzung von HSFU). In pH-neutraler wissriger Losung ist eine Beladung des
Basispolymeren mit SFU allerdings nicht moglich, da weder SFU noch das Polymer in
ausreichendem MalBe 16slich sind. Eine Erhohung des pH-Wertes ermoglichte erst ab
pH = 12 die vollstindige Losung des Polymeren. Gleichzeitig kam es aber auch zur
Hydrolyse der basenlabilen Estergruppen. Weitere Untersuchungen in diese Richtung
wurden daher nicht durchgefiihrt.

6.2.1 Photochemische Wirkstoffbeladung von MeCumPHEMA im
Rayonet-Reaktor

Auch die Synthesen der Polymer-Wirkstoff-Konjugate HSFU::MeCumPHEMA
wurden in Methanol durchgefiihrt. Abbildung 133 zeigt das entsprechende
Reaktionsschema. Auch hier wurde mit einem 50-fachen Uberschuss an H5FU und
1 Aq. Benzophenon als Triplettsensibilisator gearbeitet. Die Bestrahlung erfolgte
anschliefend im Rayonet-Reaktor fiir 20 h.
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Abbildung 133. Synthese des hydrophilen Polymer-Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPHEMA im
Rayonet-Reaktor.

Die Aufarbeitung der Reaktionslosungen im Anschluss an die UVA-Bestrahlung
unterschied sich allerdings grundlegend von dem Vorgehen bei der Synthese der
Polymer-Wirkstoff-Konjugate auf PMMA-Basis. Das Rohprodukt wurde aus
Diethylether ausgeféllt und anschlieBend durch Dialyse aufgereinigt. FEin
Fillungsmittel, das sich zur vollstindigen Entfernung niedermolekularer
Nebenprodukte eignete, konnte nicht gefunden werden. Im Anschluss an Dialyse und
Féllung aus Diethylether wurden ca. 70 % des eingesetzten Basispolymeren als
Polymer-Wirkstoff-Konjugat zuriickgewonnen. Die polymeranalytischen Daten -
thermische und gelpermeationschromatographische Messungen — des verwendeten
Basispolymeren und die des entsprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugats sind in
Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17. Polymereigenschaften eines endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten Basis-
polymeren (MeCumPHEMA, CS090212-P282) und des entsprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugats
(HSFU::MeCumPHEMA, CS090219-P285).

Bez. M, (GPC) M, M, I M, T, Tsq
CS090212-P282 5050 7100 1,40 94 °C 284 °C
CS090219-P285 5990 8160 1,36 108 °C 336 °C
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Abbildung 134. ""F-NMR-Spektrum (376 MHz, MeOD) (oben) und das zugehdrige 'H-NMR-
Spektrum (300 MHz, MeOD) (unten) des Polymer-Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPHEMA. Mit
X" markiert sind die Resonanzen des NMR-Losungsmittels. Das Singulett bei 6 = 4,8 ppm iiberlagert
ggf. auch die Hydroxyprotonen des Polymeren. Es ist ein minimaler Rest des Fillungsmittels
Diethylether in der Polymerprobe zu erkennen.

Das '’F-NMR-Spektrum sowie das zugehorige 'H-NMR-Spektrum der in Methanol
beladenen Polymer-Wirkstoff-Konjugate sind in Abbildung 134 dargestellt. Freier
Wirkstoff/-vorldufer und die niedermolekularen Photoprodukte, die typischerweise im
PF-NMR-Spektrum unterhalb von -160 ppm und oberhalb von -135 ppm beobachtet
wurden, sind nicht mehr zu erkennen. Die Zahl der Signale in dem
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Verschiebungsbereich, der fiir die Heterodimere der hydrophoben Polymer-Wirkstoft-
Konjugate typisch ist, ist allerdings deutlich hoher als erwartet. Maximal vier Signale
werden fir die vier moglichen HS5FU/4-Methylcumarin-Isomere am Cyclobutan
erwartet. Vier weitere Signale konnten auf S5FU/4-Methylcumarin-Photodimere
zuriickzufithren sein. Da selbst in Methanol aus der Wirkstoffvorstufe HSFU der
eigentliche Wirkstoff SFU freigesetzt wird, scheint das eine plausible Annahme zu
sein. Drei unabhéngig voneinander synthetisierte Polymer-Wirkstoff-Konjugate
wurden im Anschluss an die Aufreinigung NMR-spektroskopisch untersucht. Die
Spektren sind in Abbildung 135 gegeniibergestellt. Die Spektren zeigen, dass nach der
Dialyse sehr dhnliche Produkte vorlagen. Bei den schwachen Resonanzen oberhalb
von -150 ppm lassen sich kleine Unterschiede feststellen. Beispielsweise konnte die
schwache Resonanz bei 6 = -157 ppm auf eine nicht polymergebundene Fluorspezies
zuriickzufiihren sein, da das entsprechende Signal nicht in allen synthetisierten
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten aufzufinden war.
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Abbildung 135. Vergleichende '’F-NMR-Spektren (282 MHz, MeOD) dreier unabhingig voneinander
synthetisierten Polymer-Wirkstoff-Konjugate HSFU::MeCumPHEMA.

Prinzipiell sind zwischen den hier abgebildeten '"F-NMR-Spektren und dem fiir das
hydrophobe  Polymer-Wirkstoff-Konjugat HSFU::MeCumPMMA  beobachteten
Spektrum Ahnlichkeiten festzustellen (vgl. Abbildung 98 auf Seite 120). Die
Verschiebungen sollten allerdings auf Grund der unterschiedlichen Losungsmittel in
denen die Spektren aufgenommen wurden nicht miteinander verglichen werden. Die
Intensititsabfolge, mit einem dominanten Signal fiir das hauptsdchlich gebildete
Isomer gefolgt von 3 sehr schwachen Signalen bei hoherem Feld fiir die iibrigen
Isomere, kann man auch in den oben abgebildeten Spektren erkennen, sofern man
beriicksichtigt, dass neben HSFU auch mit hoher Wahrscheinlichkeit das durch
Hydrolyse/Alkoholyse gebildete SFU als Reaktionspartner vorlag. Ob allerdings die
fiir das hier charakterisierte HSFU::MeCumPHEMA beobachteten zwei intensivsten
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Signale um 0~-138 ppm bis -139 ppm auf das gleichzeitige Vorliegen von
H5FU/4-Methylcumarin- und 5FU/4-Methylcumarin-Heterodimeren mit der gleichen
C4-Konfiguration zuriickzufithren sind oder ob die Signale zwei unterschiedlichen
Isomeren zugeordnet werden miissen, ldsst sich anhand der vorliegenden Daten nicht
ermitteln. Die erstgenannte Variante konnte zumindest ein Erkldrungsansatz fiir einen

GrofBteil der beobachteten Resonanzen sein.

Eine weitere mogliche Ursache neben der Hydrolyse von H5FU konnte die Bildung
anderer polymergebundener Photoprodukte sein. Es ist bekannt, dass bei kurzwelliger
UVC-Bestrahlung von 5-Fluoruracil in Alkoholen (HEMA besitzt auch eine
Hydroxyfunktion) auch andere Photoprodukte als die diskutierten Cycloaddukte
entstehen (vgl. Abbildung 136)."%! Ob dies allerdings auch mit lingerwelliger UVA-
Strahlung, wie sie bei der Wirkstoffbeladung eingesetzt wurde, mdoglich ist, ist nicht
bekannt.

Abbildung 136. Photoprodukt des 5-Fluoruracils, wie es in alkoholischer Losung auftreten kann.

Auf Grund der Dimerbildung sind im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 134, unten) die
Protonen C11H3; und C3H nicht mehr als isolierte Signale zu erkennen (vgl. das
Spektrum in Abbildung 130). Auch bei tiefem Feld, dem Bereich der aromatischen
Protonen C5H, C6H und C8H, haben sich deutliche Verdnderungen ergeben. In der fiir
das Cyclobutanproton C6'H typischen Verschiebungsregion zwischen 6 und 4,8 ppm
(allerdings in CDCl; fiir die hydrophoben Polymer-Wirkstoff-Konjugate gemessen)
sind keine strukturierten Resonanzen zu erkennen. Das im Spektrum markierte Signal
liegt in dem Bereich der fiir C6'H erwartet wird, eine definitive Zuordnung war jedoch
nicht moglich. Die C8'H, ist nur bei starker Vergroflerung zu erkennen.

Im Gegensatz zu den hydrophoben Polymer-Wirkstoff-Konjugaten H5FU::MeCum-
PMMA konnte bei der gelpermeationschromatographischen Analytik der Polymer-
Wirkstoff-Konjugate auf Basis von PHEMA keine Schulter in der Messkurve
beobachtet werden, die auf eine teilweise Dimerisierung von Polymerketten hindeuten
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wiirde. Es ist lediglich eine leichte Verschiebung der Kurve zu Kkiirzeren
Retentionszeiten, also hoheren Molekulargewichten, zu verzeichnen. Dies bestitigt
auch die quantitative Auswertung der Messkurven aus Abbildung 137 (vgl. auch
Tabelle 17 auf Seite 169).
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Abbildung 137. Molekulargewichtsverteilung des endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierten
Basispolymeren MeCumPHEMA (CS090212-P282) und des daraus synthetisierten Polymer-
Wirkstoff-Konjugats HSFU::MeCumPHEMA (CS090219-P285).
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6.2.2 Freisetzung des polymergebundenen Wirkstoffs aus
H5FU::MeCumPHEMA

Die Freisetzung des polymergebundenen Wirkstoffs HSFU/SFU wurde Ein- und Zwei-
Photonen-induziert untersucht (Abbildung 138). Die Quantifizierung der freigesetzten
Wirkstoffmenge erfolgte HPLC-analytisch. In Vorversuchen zeigte sich, dass das
urspriinglich verwendete C18-Sdulenmaterial vollig ungeeignet zur Auftrennung der
Polymer/freier Wirkstoff-Losung war. Anders als bei den Freisetzungsexperimenten
aus HSFU::MeCumPMMA in THF konnte nach der Freisetzung aus
HS5FU::MeCumPHEMA in Methanol kein freies HSFU nachgewiesen werden. Zwei
plausible Griinde bzw. Prozesse sind hierfiir anzufiihren: a) Ein GroBteil des
polymergebundenen Wirkstoffs liegt bereits als SFU vor (vgl. hierzu den
vorangestellten Abschnitt); b) Die Umwandlung des freigesetzten Wirkstoffvorldaufers
in 5FU verlduft in Methanol sehr schnell. Die Detektion von SFU auf der C18-Séule
ist durchaus moglich (vgl. Abschnitt 5.3.3). Bei der Freisetzung aus
H5FU::MeCumPHEMA wurde aber das S5FU-Signal von sehr intensiven, nicht
identifizierten Storsignalen iiberlagert. Aus diesem Grund wurde die Trennsdule auf

ein Material aus porosem Graphit-Kohlenstoff umgestellt.

Abbildung 138. Ein- und Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus den Polymer-Wirkstoff-
Konjugaten HSFU::MeCumPHEMA.
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6.2.2.1 Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung

Fiir die Wirkstofffreisetzung durch kurzwellige UV-Strahlung wurden in einem ersten
Experiment das Polymer-Wirkstoff-Konjugat (CS090219-P285) in trockenem
Methanol  (Cpolymer = 3,13 g/L) gelost. 3 mL dieser Losung wurden in einer
Quarzglaskiivette unter stindigem Riihren bei einer Wellenlidnge A = 266 nm bestrahlt.
In regelmiBigen Abstinden wurden Proben entnommen und HPLC-analytisch auf frei
vorliegenden Wirkstoff untersucht. Die entsprechende Freisetzungskurve ist in
Abbildung 139 dargestellt.

54 o freigesetztes 5FU (HPLC) _

5FU pro 1 mg Polymer / ug

8 10

Retentionszeit / min

0 100 200 300 400
Bestrahlungsdauer / min

Abbildung 139. Oben: Zeitabhingige Entwicklung der UV-induzierten Wirkstofffreisetzung aus
H5FU::MeCumPHEMA (CS090219-P285) (Cpolymer = 3,13 g/L; in Methanol; A =266 nm). Die
entsprechenden HPLC-Elugramme sind ebenfalls mit abgebildet (schwarze Markierung: SFU).

Die bei diesem Experiment freigesetzte und HPLC-analytisch detektierte Menge an
SFU pro 1mg Polymer-Wirkstoff-Konjugat lag bei ca. 4,6 ug. Auffillig war
allerdings, dass zum Ende der Bestrahlung ein Riickgang der Wirkstoffkonzentration

in der Losung beobachtet wurde.

Es wurde deshalb ein zweites Experiment durchgefiihrt. Diesmal bei deutlich
niedrigerer Polymerkonzentration, um frither das Maximum der Freisetzung zu

erreichen und so noch innerhalb der Messzeit den Konzentrationsriickgang deutlicher
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beobachten zu konnen. Die Polymerkonzentration wurde auf Cpiymer =0,737 g/L
reduziert. Den kinetischen Verlauf der Freisetzung zeigt Abbildung 140.
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Abbildung 140. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus HSFU::MeCumPHEMA
(CS090219-P285) (Cpoymer = 0,737 g/L, in Methanol, A = 266 nm,). Links: Zeitliche Entwicklung der
UV/Vis-Absorptionsspektren im Verlauf der Bestrahlung. Im Ausschnitt ist die fiir den freien
4-Methylcumarin-Linker charakteristische Absorption bei An. ~310 nm in Abhingigkeit von der
Bestrahlungsdauer aufgetragen. Rechts: Zeitlicher Verlauf der Wirkstoftfreisetzung bezogen auf 1 mg
Polymer-Wirkstoff-Konjugat (HPLC-Analytik).

Der Verlauf zeigte, dass nach dem Erreichen eines Maximums (3,6 pg SFU pro 1 mg
Polymer) die SFU Konzentration in der Losung — damit auch die auf 1 mg Polymer
bezogene SFU Menge — tatsichlich kontinuierlich absinkt. Fiir das weiter oben
beschriebene und das hier diskutierte Experiment wurde jeweils das gleiche Polymer-
Wirkstoff-Konjugat verwendet. Neben der Wirkstofffreisetzung, durch die die
Wirkstoffkonzentration in der Losung in der erwarteten Weise erhoht wird, scheint
eine Nebenreaktion SFU zu verbrauchen. Zu Beginn der Freisetzung liegt noch kein
freies SFU vor, dafiir ist die Konzentration an (H)SFU/4-Methylcumarin-
Heterodimeren groB3. Die Rate der Cycloreversion ist in der Anfangsphase daher
erwartungsgemdll am hochsten. Dies bestitigen auch die UV/Vis-Absorptionsspektren.
Zwischen 90 und 120 min Bestrahlungsdauer ist das Maximum der S5FU-
Konzentration erreicht. Ab diesem Zeitpunkt wird SFU schneller verbraucht als noch
immobilisierter Wirkstoff freigesetzt werden kann. Dass zu diesem Zeitpunkt bereits
der GroBteil der 4-Methylcumarin-Linker regeneriert und die Rate der Bildung
weiterer freier Linkergruppen erheblich abgenommen hat (vgl. zeitabhingigen Verlauf
der UV-Absorption bei 310 nm), ist mit dieser Interpretation im Einklang.
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Ein moglicher Reaktionspfad, der den Verbrauch von SFU erklédren kann, konnte in der
Literatur gefunden werden. Celewicz und Mitarbeiter haben die Photochemie von
5-Fluorpyrimidinbasen in Alkoholen untersucht und festgestellt, dass SFU bei
kurzwelliger UV-Bestrahlung (A =254 nm) in Methanol zu 5-Fluor-6-methoxy-5,6-
dihydrouracil und bei lingerer Bestrahlung langsam zu Uracil reagiert (Abbildung
141)."! Der Nachweis von 5-Fluor-6-methoxy-5,6-dihydrouracil in der bestrahlten
Losung, und damit auch der Nachweis, dass die beschriebene Umwandlung fiir das
rapide Absinken der S5FU Konzentration in der zweiten Hilfte des
Bestrahlungsexperimentes verantwortlich ist, ist auf Grund der extrem verdiinnten

Losungen bisher nicht gelungen.

Abbildung 141. Photochemische Umwandlung von 5-Fluoruracil in 5-Fluor-6-methoxy-5,6-
dihydrouracil und Uracil in alkoholischer Lésung.

Schlussfolgernd kann man sagen, dass die Ein-Photonen-induzierte Wirkstoff-
freisetzung aus den hydrophilen Polymer-Wirkstoff-Konjugaten moglich ist. Eine UV-
induziert maximal freisetzbare Wirkstoffmenge kann allerdings, auf Basis der
Freisetzungsstudien in Methanol, nicht angegeben werden. Die Menge an Wirkstoff,
die nachgewiesen werden konnte, lag allerdings in dem Bereich der auch fiir die
hydrophoben Polymer-Wirkstoff-Konjugate HSFU::MeCumPMMA erreicht wurde, so
dass eine wirkungsvolle Therapie, zumindest im Tierexperiment, moglich sein sollte.

6.2.2.2 Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung

Die Freisetzung des Wirkstoffs bzw. der Wirkstoffvorstufe muss wie bereits erwéhnt in
vivo Zwei-Photonen-induziert (2PA) erfolgen. Unter Laborbedingungen wurde diese
laserinduzierte Dimerspaltung (A = 532 nm) zuerst in Losung untersucht. Dazu wurde
eine Stammlosung von HSFU::MeCumPHEMA (CS090220-P286) in Methanol

(Cpolymer = 7,24 g/L) angesetzt. Von dieser wurde jeweils 1 mL pro Bestrahlungs-
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durchgang in eine Quarzglaskiivette gefiillt und 45 min bei einer definierten
Pulsenergie bestrahlt. Der Versuchsaufbau fiir die Zwei-Photonen-induzierte
Wirkstofffreisetzung wurde bereits in Abschnitt 5.3.3 erldutert und abgebildet. Vor und
nach der Bestrahlung wurde ein UV/Vis-Absorptionsspektrum gemessen. Die
entsprechenden Differenzspektren sind in Abbildung 142 in Abhdngigkeit von der
eingestrahlten Pulsenergie aufgetragen. Die Differenzspektren belegen eine
Regeneration von 4-Methylcumarin-Linkern. Wie im Verlauf dieser Arbeit schon
mehrfach erwéhnt ist der Anstieg der Absorption bei ca. 310 nm auf den Aufbau der
C3=C4-Doppelbindung im Cumarin in Folge einer Dimerspaltung zuriickzufiihren.
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Abbildung 142. Zwei-Photonen-induzierte Spaltung der Photodimere in H5FU::MeCumPHEMA
(CS090220-P286) durch 3 ns Laserpulse (Cpoiymer = 7,24 g/L, in Methanol, A =532nm, 100 Hz
Schussfrequenz). Links: UV/Vis-Differenzspektren in Abhiingigkeit von der eingestrahlten Pulsenergie
P53 am nach jeweils 45 min Bestrahlungsdauer (Pss; o = 24,1 mJ, 36,3 mJ, 49,9 mJ, 64,8 mJ, 81,3 mJ,
99,5 mJ). Rechts: Logarithmische Auftragung der normierten 4-Methylcumarin-Regenerationsrate v/vy

gegen die normierte Pulsenergie P/Py.

Je hoher die eingebrachte Pulsenergie (bzw. Intensitdt der Strahlung), desto mehr
4-Methylcumarin-Linker wurden regeneriert. Dass der Zusammenhang zwischen
Energie und Anstieg der Absorption (4-Methylcumarin-Regeneration) nicht linear ist,
lasst sich schon ohne genauere Auswertung aus den abgebildeten Differenzspektren
entnehmen. Niher analysiert wurde dies durch die doppeltlogarithmische Auftragung
der normierten 4-Methylcumarin-Regerationsraten gegen die normierten Pulsenergien.
Die Steigung der Geraden von 1,58 zeigt, trotz der Abweichung vom Idealwert 2, dass

die laserinduzierte Dimerspaltung auf einem Zwei-Photonen-Prozess beruht.
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AuBlerdem wurden die Losungen HPLC-analytisch auf gelostes und damit frei
vorliegendes 5FU untersucht. Das Elugramm in Abbildung 143 belegt eindeutig die

erfolgreiche Wirkstofffreisetzung aus dem geldsten Polymer.
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Abbildung 143. Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus dem Polymer-Wirkstoff-Konjugat
H5FU::MeCumPHEMA (CS090220-P286) in Methanol (Ps3; i, = 99,5 mJ, Gesamtenergie = 26,9 kJ).
HPLC-Elugramm nach erfolgter Freisetzung (schwarze Markierung: 5FU).
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6.3 Intraokularlinsenvorlaufer

Die Zusammensetzung eines hydrophilen Standard-IOL-Materials wurde als
Ausgangspunkt fiir die im Folgenden beschriebene Synthese der Intraokular-
linsenvorldufer verwendet. Danach besteht das Polymer aus nicht weniger als 80 %
2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) und nicht mehr als 20 % Methylmethacrylat
(MMA). Der Anteil des Vernetzers Ethylenglykoldimethacrylat (EGDMA) sollte 0,2 %
oder mehr betragen. Zusitzlich wird dem Material ein UV-Blocker zugemischt. Das
hydrophile Material kann beispielsweise in Rondenform hergestellt und anschlieend
spanabhebend zu einer Intraokularlinse verarbeitet werden. Faltbarkeit wird durch

abschlieBende Hydratation des Materials erreicht.

6.3.1 Einfluss der Zusammensetzung auf die Hydratation der
hydrophilen Materialien

Wie schon bei den hydrophoben Linsenvorliufern musste das Polymer-Wirkstoff-
Konjugat in eine hochmolekulare Matrix eingebettet werden. In einer ersten
Versuchsreihe wurde daher uberpriift, welchen Einfluss das kurzkettige Polymer-
Wirkstoff-Konjugat bzw. fiir diese Vorversuche das entsprechende Basispolymer auf
die Quellfdhigkeit des Vorldufers und damit natiirlich auch auf die Flexibilitidt der
Materialien hat. Dazu wurden eine Reihe von zylindrischen Vorldufern (CS090803-
P346A-J) mit unterschiedlichen Zusammensetzungen synthetisiert. Variiert wurde der
Anteil an Basispolymer, HEMA und MMA. Der Anteil des Vernetzers wurde auf
0,5 Gew.-% eingestellt. Die Polymerzylinder wurden anschlieBend in der
Feinmechanikwerkstatt auf einen Durchmesser von 9,3 mm und eine Dicke von 2,7-
2,8 mm abgedreht. Die Masse der trockenen Ronden lag zwischen 219 und 234 mg.
Diese Testmaterialien wurden anschlieBend in isotonischer Kochsalzlosung
(0,9 Gew.-%) bei Raumtemperatur hydratisiert. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
sind in Abbildung 144 zusammengestellt.
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Abbildung 144. Quellverhalten der Testronden (CS090803-P346A-J) in isotonischer Kochsalzlosung
bei Raumtemperatur. Die Wasseraufnahme wurde iiber einen Zeitraum von 6 Tagen beobachtet. Die
Zahlenfolge iiber den Sidulen gibt die Zusammensetzung des Materials in Gew.-% wider: HEMA /
MMA / Basispolymer. Der Anteil an Vernetzer lag bei 0,5 Gew.-%.

Probe A stellt einen Vorldufer mit ndherungsweise der oben diskutierten
Zusammensetzung eines Standard-IOL-Materials dar (vgl. dazu auch die Einleitung zu
Abschnitt 6.3). Die Wasseraufnahme des Materials wurde gravimetrisch bestimmt. Die
Ergebnisse zeigen, dass wie erwartet der Anteil an HEMA die Quellfdhigkeit
bestimmt. Je groBer dieser ist, desto hoher ist auch die Aufnahme an Wasser und darin
gelostem Kochsalz. Dabei scheint es im Rahmen der Wigegenauigkeit unerheblich zu
sein, ob der HEMA-Anteil aus der Monomermischung des Matrixpolymeren stammt
oder durch einen entsprechenden Anteil des Basispolymeren, das bis auf die
Endgruppe aus HEMA besteht, beigesteuert wird. Der Einfluss der Endgruppe wurde
bei dieser Betrachtung vereinfachend nicht beriicksichtigt. Dies wird durch den
Vergleich der Proben A, D, G, H, I und J ersichtlich. Der Massenanteil der wéssrigen
Losung am Hydrogel nach sechs Tagen Hydratation lag in allen Fiéllen zwischen 23
und 24 Gew.-%. Zum Vergleich wurde auch die Quellung von vernetztem PHEMA in
Kochsalzlosung verfolgt. Mit 37 Gew.-% entspricht die Hydratation niherungsweise

dem Erwartungswert aus der Literatur."**!
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6.3.2 Synthese der Linsenvorlaufer

Die Intraokularlinsenvorldufer wurden direkt in Rondenform hergestellt. Da es bei
Flachkammern aus Glas hidufig Probleme mit der zerstdrungsfreien Auslosung der
Polymere gab, wurde in Zusammenarbeit mit der Feinmechanikwerkstatt eine
mehrteilige, gasdicht verschlieBbare Form aus Teflon® entworfen. Die Zusammen-
setzung des Materials wurde auf Basis der oben diskutierten Vorversuche wie folgt
gewihlt (Tabelle 18).

Tabelle 18. Zusammensetzung der Linsenvorldufer (CS090305-P296). Als Initiator wurde 2,2'-
Azobis(2-methylpropionitril) eingesetzt (0,1 Gew.-% bezogen auf die Monomervorlage).

HEMA MMA EGDMA H5FU::MeCumPHEMA

55 Gew.-% 19,5 Gew.-% 0,5 Gew.-% 25 Gew.-%

Abbildung 145. Mehrteilige Form aus Teflon® (links) fiir die Synthese von Linsenvorliufern in
Rondenform (rechts).

Die Monomer/Polymer-Mischung wurde vor dem Einbringen in die Form von
Schwebeteilchen befreit und dann in 3 Stufen, zuerst bei 45 °C, dann bei 75 °C und
abschlieBend bei 100 °C auspolymerisiert. Die eingesetzte Rondenform (Durchmesser
einer Polymerisationsmulde 17 mm) sowie die synthetisierten Linsenvorldufer
(CS090305-P296) sind in Abbildung 145 dargestellt. Negativ fiel die Sprodigkeit des
Materials im ,.trockenen* Zustand auf. Zug-Dehnungs-Experimente an Priifkérpern
vergleichbarer Zusammensetzung (das Polymer-Wirkstoff-Konjugat wurde durch das
Basispolymer ersetzt) konnten nicht durchgefiihrt werden, da die Priifkorper sehr
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hiufig schon beim Einspannen in die Zugvorrichtung brachen. Die Hydratation in
Kochsalzlosung bei Raumtemperatur lag bei 23,2 Gew.-% und damit in dem Bereich
der mit dem ,Standardpolymer* (Probe A, Abschnitt 6.3.1) erreicht wurde. Das

Material war nach vollstandigem Quellen flexibel und faltbar.

Die in Abbildung 145 abgebildeten Vorlidufer sind leicht gelblich gefirbt, was auf das
enthaltene Polymer-Wirkstoff-Konjugat zuriickzufithren ist. Transparenz und
Homogenitit sind, soweit dies lichtmikroskopisch zu erkennen war, gut. Auch
Verunreinigungen durch Schwebeteilchen wurden nicht gefunden.

Die Vorldufer wurden DSO zur spanabhebenden Bearbeitung zu Verfiigung gestellt.
Die Ergebnisse dieser Bearbeitung sind im folgenden Abschnitt dargestellt.
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6.3.3 Hydrophile, faltbare Intraokularlinsen*

Der Industriepartner Dr. Schmidt Intraokularlinsen fertigte aus den Linsenvorldufern
3-stiickige Intraokularlinsen mit so genannten C-Schlaufen Haptiken aus PMMA
(Abbildung 146). Dazu wurden die Ronden zuerst plan gedreht, auf Durchmesser
gebracht und halbiert. AnschlieBend wurden die Zylinderoptiken ausgefrist, bevor in
den Optikrand zwei feine Locher (Durchmesser: 0,18 mm; Tiefe: 0,9 mm) fiir die
spiatere Haptikverklebung gebohrt wurden. Die Zylinderoptiken wurden auf einer
CNC-gesteuerten Drehmaschine auf Durchmesser gebracht und dann auf beiden Seiten
mit der gewiinschten optischen Geometrie versehen. Fixiert wurden die zu

bearbeitenden Rohlinge dabei durch Unterdruck.

Optikdurchmesser: 6,0 mm
Gesamtdurchmesser: 14,0 mm
Radius 1: 11,5 mm

Radius 2: 8,9 mm

Abbildung 146. Links: Hydratisierte und polierte Intraokularlinse (ACT-W 614). Rechts: Skizze der
3-stiickigen Intraokularlinse mit C-Schlaufen PMMA Haptiken.

Die Sprodigkeit und Hirte des Materials erschwerte die mechanische Bearbeitung der
Linsenvorldufer. Vor allem beim Ausfrisen der Zylinderoptiken und beim Bohren der
Haptikbohrungen kam es zu Ausbriichen aus dem Material, was zu erhohten

* Die spanabhebende Bearbeitung der Testronden wurde durch den Industriepartner Dr  Schmidt
Intraokularlinsen GmbH (DSO, Sankt Augustin) durchgefiihrt. Die Daten, Abbildungen und Fotografien in

diesem Abschnitt wurden ebenfalls von DSO zur Verfiigung gestellt und nach Bearbeitung iibernommen.
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Ausschusszahlen fiihrte. Dariiber hinaus war die Verarbeitbarkeit &dhnlich der
vergleichbarer IOL-Materialien.

Nach erfolgter Drehbearbeitung wurden die C-Schlaufen Haptiken aus PMMA in die
dafiir vorgesehenen Bohrungen eingeklebt. Die Linsen wurden noch vor der
Hydratation einer Vorreinigung unterzogen und auf eventuelle Riickstinde
mikroskopisch untersucht.

Die anschlieBende Hydratation erfolgte in mehreren Stufen. Nach den ersten 24
Stunden wurden die Linsen im standardisierten ,,Tumble Polishing® Prozess fiir
hydrophile Acryllinsen poliert. Nach einer erneuten Reinigung wurden die Linsen zwei
weiteren wissrigen Losungen zugefiihrt, wobei zuletzt in isotonischer Kochsalzlosung
hydratisiert wurde. Es folgte die Bestimmung des Scheitelbrechwertes und
Endreinigung. Nach einer abschlieBenden Kontrolle wurden die Intraokularlinsen
verpackt und sterilisiert.

100
80 -
o
c 60
Re)
(7]
k2]
& 40-
[
o] ]
= — ACT-W 614 21,5 dpt
20 - 2P .
— ACT-W 614 22,5 dpt
] — ACT-W 614 23,5 dpt ]
0 —— hydrophile Standard-IOL 20,0 dpt
: : : : : :

300 400 500 600 700
Wellenlange / nm

Abbildung 147. UV/Vis-Transmissionsspektren von drei hydrophilen, faltbaren und mit
Wirkstoffdepot (HSFU::MeCumPHEMA) ausgestatteten  Intraokularlinsen  unterschiedlicher
Brechkraft im Vergleich zu einer hydrophilen Standard-IOL mit UV-Absorber.

In Abbildung 147 sind die Transmissionsspektren von drei Linsen mit einem
Scheitelbrechwert zwischen 21,5 und 23,5 dpt abgebildet. Die UV-Absorption ist bis
340 nm vollstindig, was dem hohen Anteil an Polymer-Wirkstoff-Konjugat und den
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darin unreagiert vorliegenden 4-Methylcumarin-Linkern zuzuschreiben ist. Der
Vergleich mit der Standard-IOL zeigt, dass der darin eingesetzte UV-Absorber sogar
bis 380 nm UV-Strahlung vollstindig absorbiert. Die Transmissionswerte im

sichtbaren Spektralbereich zeigen die gute Transparenz des Materials.

Abbildung 148. Hydrophile, faltbare Intraokularlinse (ACT-W 614) mit Wirkstoffdepot
H5FU::MeCumPHEMA im gefalteten Zustand. Das Foto wurde im Labor aufgenommen und nicht
von DSO zur Verfiigung gestellt.

In Abbildung 148 wird die Faltbarkeit der hydratisierten Linsen demonstriert. Die
Entfaltung der Linse erfolgte nicht plotzlich sondern langsam und, soweit das visuell

zu beurteilen war, vollstindig.
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6.3.4 Wirkstofffreisetzung und -diffusion aus hydrophilen, faltbaren
Implantatmaterialien

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Freisetzung des Wirkstoffs in Losung
sowohl Ein- als auch Zwei-Photonen-induziert erfolgreich war. Zum Abschluss dieses
Abschnitts iiber die hydrophilen Implantatmaterialien wird die Wirkstofffreisetzung
und anschlieBende Diffusion des Zytostatikums an den faltbaren Intraokularlinsen-
Prototypen diskutiert.

6.3.4.1 Ein-Photonen-induzierte Freisetzung

In einem Vorversuch wurde untersucht, ob eine Wirkstoffdiffusion aus dem Material
(CS090305-P296), das Dr. Schmidt Intraokularlinsen zur Linsenfertigung zur
Verfiigung gestellt wurde, nach UVC-Bestrahlung nachgewiesen werden konnte. Dazu
wurde eine hydratisierte und polierte Testronde so pripariert, dass sie in einer
4-Fenster Quarzglaskiivette platziert werden konnte (129 mg, Dicke = 1,89 mm). Der
Versuchsaufbau wurde bereits in Abbildung 119 auf Seite 146 abgebildet. Als
umgebendes Medium wurden 3 mL isotonische Kochsalzlosung eingefiillt. Die
Kiivette wurde anschlieBend dicht verschlossen. Nach 2 miniitiger Bestrahlung
(Philips TUV PL-S 9W, A=254nm) wurde die Wirkstoffdiffusion UV/Vis-
spektroskopisch verfolgt und quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 149
zusammengestellt.

In der Losung konnten ca. 13,9 ug SFU UV/Vis-spektroskopisch nachgewiesen
werden. Die HPLC-analytisch detektierte SFU-Konzentration lag bei 3,8 ug/mL was
einer SFU Menge von 11,4 pg in den 3 mL Losungsvolumen entsprach. Bezogen auf
die Masse einer Intraokularlinse (ca. 25 mg) entsprach das einer Freisetzung von
2,2 ng SFU. Nach 6 Tagen wurde die den Vorldufer umgebende Kochsalzlosung
erneuert. Der Vorldufer wurde erneut in 3 mL isotonischer Kochsalzlosung platziert
und 2 min bei 254 nm von der noch unbelichteten Seite bestrahlt. Wieder setzte eine
rapide Diffusion von SFU aus dem Vorldufermaterial ein (vgl. Abbildung 149, unten).
Die detektierbare Wirkstoffmenge war nach der zweiten Bestrahlung mit 8 pg
(UV/Vis) geringer als nach der 1. Bestrahlung. Auch HPLC-analytisch konnte SFU in
der Losung nachgewiesen werden. Mit 6,5 pg lag dieser Wert auch hier unter der

UV/Vis-spektroskopisch ermittelten Menge.
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Abbildung 149. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung und -diffusion. Bestrahlt wurde ein
polierter, hydrophiler und faltbarer Linsenvorldufer (CS090305-P296) in isotonischer Kochsalzlésung
(Philips TUV PL-S 9W, A =254 nm, 2 min). Entwicklung der Absorption bei 265 nm nach der
Bestrahlung des Linsenvorldufers zum Zeitpunkt O h und die daraus berechnete freigesetzte (und in die
Losung abgegebene) Wirkstoffmenge. Unteres Diagramm: UV/Vis-spektroskopisch ermittelte
Entwicklung der in die Losung diffundierten Menge an S5FU nach der 1. und der 2. Bestrahlung
(jeweils 2 min; die 2. Bestrahlung erfolgte von der noch nicht belichteten Seite) abgebildet.

Die Griinde fiir diese Abweichung sind sicherlich zum einen die individuellen Fehler
bei der Kalibration der entsprechenden Messmethoden, auf der anderen Seite ist die
bloBe Auswertung der Absorption bei A =265 nm nicht spezifisch fiir SFU allein, so
dass die HPLC vermutlich die verldsslichere Methode darstellt. Dieses
Freisetzungsexperiment zeigt, dass die Wirkstoffdiffusion aus dem hydratisierten
Implantatmaterial nach Freisetzung wie erwartet ohne zeitliche Verzogerung einsetzte
und schnell verlief. Die auf das Gewicht einer IOL bezogene freigesetzte

Wirkstoffmenge sollte eine wirkungsvolle Therapie, zumindest im Tierexperiment,
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ermoglichen (in vitro Nachweis einer signifikant proliferationshemmenden Wirkung
fiir RLEC bei ¢(5FU) = 0,25 pg/mL"*, Kapselsackvolumen ~ 100 pL).

AnschlieBend wurde zum ersten Mal die Wirkstofffreisetzung an einer implantierbaren
Intraokularlinse (ACT-W 614) untersucht. Dazu wurde in Zusammenarbeit mit der
Feinmechanikwerkstatt eine spezielle Halterung fiir die Linse entwickelt. Abbildung

150 zeigt diese zweiteilige Vorrichtung um die Linse zu immobilisieren.

Abbildung 150. Zweiteilige Linsenhalterung aus Polyoxymethylen und 4-Fenster Quarzglaskiivette.

Fiir die Bestrahlung wurde die Linse in der Halterung fixiert und in einer Kiivette,
gefiillt mit 1,2 mL isotonischer Kochsalzlosung, platziert. Man kann von einem stark
vereinfachten Augenmodell sprechen. Die Linse wurde anschlieBend jeweils 1 min
von Vorder- und Riickseite bestrahlt (Philips TUV PL-S 9W, A =254 nm). Der
schematische Versuchsaufbau ist in Abbildung 151 zu sehen.

UV/Vis-Analytik
-

-
-~

UV-Lichtquelle 5 - —
-~

-~
-

Abbildung 151. Schematischer Versuchsaufbau fiir die Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung
an Intraokularlinsen.

Die Diffusion des Wirkstoffs aus der Linse in die umgebende Lésung wurde UV/Vis-
spektroskopisch verfolgt.
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Abbildung 152. Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung an einer hydrophilen, faltbaren Intra-
okularlinse (ACT-W 614). UV/Vis-spektroskopische Verfolgung der Wirkstoffdiffusion in die die
Linse umgebende Kochsalzlosung. Angegeben sind die Entwicklung der Absorption bei 265 nm und

die daraus berechnete Wirkstoffmenge, die aus der Linse abgegeben wurde.

Die Ergebnisse in Abbildung 152 zeigen, dass auch aus der Linse nach Bestrahlung der
Wirkstoff ohne Verzogerung austritt. Nach knapp 5 h waren iiber 80 % der verfolgten
Wirkstoffdiffusion bereits abgeschlossen. Die aus der Linse an das umgebende
wissrige Medium abgegebene Wirkstoffmenge liegt den UV/Vis-spektroskopischen
Daten nach zu urteilen bei 1,3 ug SFU. Die freigesetzte Wirkstoffmenge auf Basis der
HPLC-Analytik liegt bei ca. 0,9 ug SFU und damit deutlich tiefer. Mogliche Griinde
wurden weiter oben bereits angesprochen. In jedem Fall ist der freigesetzte Wirkstoff
fir eine Therapie ausreichend (in vitro Nachweis einer signifikant proliferations-
hemmenden Wirkung fiir RLEC bei ¢(5FU) = 0,25 ug/mL!"%", Kapselsackvolumen ~
100 pL).

6.3.4.2 Zwei-Photonen-induzierte Freisetzung

AbschlieBend wurde auch die Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung aus der
Intraokularlinse (ACT-W 614) untersucht. Dieses Experiment simuliert von allen
bisher durchgefiihrten Untersuchungen die in vivo Wirkstofffreisetzung am besten. Der
Versuchsaufbau ist in Abbildung 153 dargestellt.
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Abbildung 153. Schematischer Versuchsaufbau fiir die Zwei-Photonen-induzierte Wirkstoff-
freisetzung an Intraokularlinsen.

Die Linse wurde in der dafiir angefertigten Halterung fixiert und in einer mit 1,2 mL
isotonischer Kochsalzlosung gefiillte 4-Fenster Quarzglaskiivette platziert. Die Linse
wurde anschlieBend im Strahlengang positioniert und mit unterschiedlichen
Pulsenergien (A =532 nm, Pulsdauer =3 ns, Pulsfrequenz =40 Hz) fiir bestimmte
Zeitintervalle bestrahlt (vgl. Tabelle 19). 6 Tage nach der jeweiligen Bestrahlung
wurde die Menge des freigesetzten Wirkstoffs HPLC-analytisch bestimmt (vgl.
Abbildung 154). Die in das umgebende wissrige Medium diffundierte Menge an SFU
stieg wie erwartet mit der eingestrahlten Energie.

Tabelle 19. Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung an einer hydrophilen, faltbaren
Intraokularlinse (ACT-W 614) bei unterschiedlichen Puls- und Gesamtenergien. * Im Verlauf der
Bestrahlung triibte sich die Linse.

Pulsenergie / Gesamtenergie Detektierte Wirkstoffmenge SFU
37,7ml /4,16 kJ 0,25 ug
554 mJ /11,97 k] 0,85 ug
73,2mJ /15,81 kJ 0,99 ug*

Um Aussagen iiber den Anregungsmechanismus, der zur Freisetzung fiihrte, machen
zu konnen ist die Versuchsreihe nicht geeignet, da nicht geniigend Daten vorliegen.
Die freigesetzten Wirkstoffmengen liegen in dem Bereich der fiir eine wirkungsvolle

Therapie (zumindest im Tierversuch) notwendig ist.
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Abbildung 154. Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung an einer hydrophilen, faltbaren
Intraokularlinse (ACT-W 614) bei zwei unterschiedlichen Puls- und Gesamtenergien. HPLC-
Elugramme der die Linsen umgebenden Kochsalzlosung nach 6-tdgiger Diffusion (schwarze
Markierung: SFU).

Die visuelle Beurteilung der Linsen nach der Laserbestrahlung zeigte, dass eine
Pulsenergie von 73,2 mJ zu einer starken Eintritbung des Materials fiihrte. Dies ist in
der Fotographie in Abbildung 155 deutlich zu erkennen. Die Ursache hierfiir ist
vermutlich die mit der Bestrahlung einhergehende Warmeentwicklung.

Abbildung 155. Eingetriibte Linse (ACT-W 614) nach Laserbestrahlung mit einer Pulsenergie von
73,2 m] (Pulsfrequenz = 40 Hz, Gesamtenergie = 15,81 kJ).
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit baut auf dem relativ neuen Konzept der photochemisch
induzierten  (kontrollierten) = Wirkstofffreisetzung  aus  polymergebundenen
Cumarinlinker/5-Fluoruracil-Konjugaten auf. Das Einsatzgebiet dieser ansprechbaren
Wirkstoffdepots wird hauptsdchlich in der Ophthalmologie als alternative Methode zur
Behandlung des so genannten Sekundirkatarakts gesehen. Dieser stellt die hiufigste
Komplikation nach der Implantation einer kiinstlichen Intraokularlinse, im Zuge der
Behandlung von Grauem Star (Katarakt), dar. Ziel dieser Arbeit war es neuartige
Polymer-Wirkstoff-Konjugate zu entwickeln, die eine Weiterverarbeitung bis hin zur

polymeren, faltbaren Intraokularlinse fiir die minimalinvasive Chirurgie ermoglichen.

Da fiir die Wirkstoffimmobilisierung auf Monomerebene bisher noch kein praktikables
Verfahren zur Verfiigung steht, wurde die photochemische Anbindung des Wirkstoffs
polymeranalog durchgefiihrt. Um aus den so erhaltenen Polymer-Wirkstoff-
Konjugaten faltbare Intraokularlinsen herstellen zu konnen wurde ein Matrixpolymer
benotigt, das in Kombination mit dem Wirkstoffdepot neben der Faltbarkeit
gleichzeitig auch eine hohe optische Transparenz aufweisen muss. Dariiber hinaus
muss die Wirkstoffdiffusion aus dem Implantat nach der Wirkstofffreisetzung
ausreichend schnell erfolgen. Es wurden zwei unterschiedliche Materialtypen
untersucht, die zur Herstellung moderner Faltlinsen geeignet sind: Hydrophobe und
hydrophile Acrylate. Das Konzept bzw. die Arbeitshypothese bestand darin, den
Funktionalisierungsgrad der Basispolymere mit 4-Methylcumarin-Linkern niedrig zu
halten, um die in Konkurrenz zur Wirkstoffbeladung auftretende hocheffiziente
Linker/Linker-Homodimerisierung (=inter- bzw. intramolekulare Vernetzung) zu
unterdriicken. Auf diese Weise sollten die degenerativen Auswirkungen, die
Vernetzungsstellen auf die Polymereigenschaften (Loslichkeit, thermoplastisches
Verhalten) haben soweit reduziert werden, dass eine Weiterverarbeitung in
Mischungen mit den eingesetzten hochmolekularen Matrixpolymeren moglich ist.

SchlieBlich zeigt Abbildung 156 den ersten Prototypen einer hydrophilen, faltbaren
Acrylatlinse mit photochemisch ansprechbarem Wirkstoffdepot. Die wichtigsten

Ergebnisse auf dem Weg zu dieser Linse werden im Folgenden kurz zusammengefasst.
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Abbildung 156. Hydrophile, faltbare Acrylatlinse mit photochemisch aktivierbarem Wirkstoffdepot
(Quelle: Dr. Schmidt Intraokularlinsen).

Mittels radikalischer Atomtransferpolymerisation (ATRP) wurden endstindig
4-Methylcumarin-funktionalisierte  Polymethylmethacrylate (Basispolymere) mit
Polymerisationsgraden P, < 100 gezielt synthetisiert. Die 4-Methylcumarin-Linker
wurden anschlieBend photochemisch mit der Wirkstoffvorstufe 1-Heptanoyl-5-
fluoruracil beladen. Mechanistisch beruht diese Wirkstoffimmobilisierung auf einer
[242]-Cycloaddition. NMR-spektroskopisch wurde die syn-Kopf-zu-Kopf-Struktur des
in groBem Uberschuss gebildeten 1-Heptanoyl-5-fluoruracil/4-Methylcumarin-
Heterodimeren nachgewiesen. Die Wirkstofffreisetzung in Losung wurde sowohl Ein-
als auch Zwei-Photonen-induziert untersucht. Bei einem zahlenmittleren
Molekulargewicht um 7000 wurde eine freisetzbare (1PA) Menge von ca. 4,8 ug 5-
Fluoruracil pro Milligramm Polymer nachgewiesen. Eine Skalierbarkeit der Synthesen
von Basispolymer und entsprechendem Polymer-Wirkstoff-Konjugat war ebenfalls
moglich. Hierfiir wurde ein neues Reaktorsystem — ein Fallfilm-Photoreaktor —
aufgebaut und erprobt.

Weiterfithrende Analytik zeigte, dass trotz Monofunktionalisierung der Basispolymere
und hohem Wirkstoffiiberschuss wihrend der Photochemie die, in Konkurrenz zur
Bildung von Linker/Wirkstoff-Konjugaten ablaufende, Linker/Linker-Homo-

dimerisierung nicht génzlich unterdriickt wurde. Die ausschlieBlich endstindige
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Funktionalisierung verhinderte allerdings die Bildung eines Polymernetzwerks mit

kovalenten Verkniipfungsstellen.

Die Polymer-Wirkstoff-Konjugate konnten deshalb im so genannten Kammerverfahren
zu hydrophoben Linsenvorstufen auf Basis von Polymethylmethacrylat und zu
hydrophoben, faltbaren Linsenvorstufen auf Acrylatbasis verarbeitet werden. Auch in
der jeweiligen Polymermatrix war eine photochemisch induzierte Wirkstofffreisetzung
moglich, jedoch legen die Ergebnisse der Diffusionsexperimente nahe, dass eine
ausreichend schnelle Wirkstoffdiffusion in das den Linsenvorldufer umgebende
wissrige Medium nur aus den flexiblen Materialien moglich ist. In wéssriger Losung
wurde allerdings eine reversible, temperaturabhéngige Triibung des Polymeren durch
wassergefiillte Mikrovakuolen (,,Glistenings*) beobachtet. Aus den hydrophoben
Linsenvorldufern auf Basis von Polymethylmethacrylat wurden vom Industriepartner
Dr. Schmidt Intraokularlinsen Linsenprototypen spanabhebend hergestellt.

Eine Moglichkeit der Bildung von Glistenings vorzubeugen besteht darin das Material
hydrophiler zu machen und so fiir eine gleichméfBigere Hydratation zu sorgen. Aus
diesem Grund wurde untersucht ob auch die Synthese hydrophiler Polymer-Wirkstoff-
Konjugate auf Basis von endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertem Poly(2-
hydroxyethylmethacrylat) moglich ist. Es wurden hydrophile Basispolymere mit
niedrigen Polymerisationsgraden P, zwischen 30 und 50 und Polydispersititen
M, | M, < 1,4 synthetisiert. Die anschlieBende photochemische Wirkstoffbeladung in
polar-protischen Losungsmitteln fithrte zur gewiinschten Wirkstoffimmobilisierung.
Daneben kam es aber auch zur Bildung weiterer Photoprodukte, die bisher nicht
identifiziert werden konnten. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte die teilweise
Hydrolyse bzw. Alkoholyse der Wirkstoffvorstufe zu S5-Fluoruracil wéhrend der
Beladungsreaktion sein, so dass neben den I1-Heptanoyl-5-fluoruracil/4-
Methylcumarin- auch 5-Fluoruracil/4-Methylcumarin-Heterodimere gebildet werden.
Auch fiir die hydrophilen Polymer-Wirkstoff-Konjugate war sowohl die UV-induzierte
(1PA) als auch die laserinduzierte (2PA) Wirkstofffreisetzung in Losung moglich. Pro
Milligramm Polymer konnten zwischen 3,6 und 4,6 ug freigesetztes S-Fluoruracil
nachgewiesen werden (1PA). Die entsprechenden Experimente lassen aber vermuten,
dass es sich hierbei nicht um die maximal freisetzbare Wirkstoffmenge handelt, da bei

der UV-induzierten Wirkstofffreisetzung in Methanol 5-Fluoruracil in einer
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Nebenreaktion verbraucht wurde und so HPLC-analytisch nicht nachgewiesen werden
konnte.

Die Polymer-Wirkstoff-Konjugate wurden anschlieBend in einer modifizierten
Variante der Kammerpolymerisation zu rondenformigen, hydrophilen Linsenvor-
laufern auf Basis eines leicht vernetzten 2-Hydroxyethylmethacrylat/Methyl-
methacrylat-Copolymeren verarbeitet. Die Hydratation des Materials nach Quellung in
1sotonischer Kochsalzlosung bei Raumtemperatur lag bei ca. 23 %. Aus dem Material
konnte eine sehr schnelle Wirkstoffdiffusion nach UV-induzierter Wirkstofffreisetzung
nachgewiesen werden. 75 % der maximalen Wirkstoffkonzentration hatten sich bereits

5 h nach der Freisetzung aufgebaut.

Aus den nicht-hydratisierten Ronden konnten 3-stiickige Intraokularlinsen hergestellt
werden. Transparenz im sichtbaren Spektralbereich und Homogenitét der Prototypen
waren sehr gut. Auch konnten keine Einschliisse (Staub oder unlosliche Anteile) im
Material festgestellt werden. Probleme bei der spanabhebenden Bearbeitung bereiteten
die hohe Materialhirte und Sprodigkeit der Polymermischung. Nach der Hydratation
waren die Linsen (Abbildung 156 auf Seite 194) faltbar. Nach Entfernen der
verformenden Kraft kam es dariiber hinaus zur selbststindigen Entfaltung (Riickkehr
in den Ausgangszustand). Somit ist eine minimalinvasive Implantation moglich. In
vitro wurde die Wirkstofffreisetzung aus den Linsen Ein- und Zwei-Photonen-induziert
untersucht. Im Rahmen dieser Experimente konnten Wirkstoffmengen freigesetzt
werden, die zum Aufbau einer therapeutischen Dosis, zumindest im Tierexperiment (in
vitro Nachweis einer signifikant proliferationshemmenden Wirkung fiir RLEC bei
c¢(5FU) =0,25 ug/mL[m]), ausreichend sein sollten.

Zwischen den synthetisierten monofunktionalisierten Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
auf Basis von Polymethylmethacrylat (P,>50) und den hochfunktionalisierten
Copolymeren fritherer Arbeiten liegt ein Bereich mittlerer Linkerkonzentrationen, der
ebenfalls im Fokus dieser Arbeit lag. Es wurden statistische Basiscopolymere aus
Methylmethacrylat und dem Linkermonomeren 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-
methylcumarin (MAOEMC) mit Linkeranteilen zwischen 1 und 10 mol% hergestellt.
Die Wirkstoffmenge, die aus den entsprechenden Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
freigesetzt und detektiert wurde, konnte so deutlich gesteigert werden und lag bei

maximal 22 ug 5-Fluoruracil pro Milligramm Polymer (10,3 mol% MAOEMC im
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entsprechenden Basispolymer). Untersuchungen der Polymereigenschaften (ther-
mische Analytik, Filmbildung, Mischbarkeit mit Matrixpolymer) waren
vielversprechend (bis zu einem Funktionalisierungsgrad von ca. 7 mol%) hinsichtlich

einer Weiterverarbeitung der Materialien zu Linsenvorldufern.

197



Ausblick

8 Ausblick

Der Wechsel von hydrophoben Acrylaten auf hydrophile Implantatmaterialien
ermoglichte es schlieBlich, faltbare Intraokularlinsen mit optisch ansprechbarem
Wirkstoffdepot herzustellen, die nach photochemisch induzierter Wirkstofffreisetzung
eine schnelle Diffusion von 5-Fluoruracil aus der Linse zeigen und von dem Problem
der Eintriibung in wissriger Umgebung (Bildung von ,,Glistenings) nicht betroffen

sind.

Vor allem in Bezug auf die Beladungsreaktion der hydrophilen Polymere auf Basis von
Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) muss eine Optimierung der Reaktionsfithrung
erfolgen um ein definiertes Photoprodukt, vergleichbar mit den Polymer-Wirkstoff-
Konjugaten auf Basis von Polymethylmethacrylat, erhalten zu kénnen. Grade vor dem
Hintergrund einer medizinischen Anwendung ist dies besonders wichtig.

Ein Wechsel des Losungsmittels konnte dabei helfen definiertere Photoprodukte zu
erhalten. Tatsdchlich wurden mit Aceton, einem aprotischen, nicht-nukleophilen
Losungsmittel, trotz Loslichkeitsproblemen, erste Erfolge erzielt.

Ein alternativer Syntheseweg konnte darin bestehen, die Hydroxygruppe des
hydrophilen Monomeren 2-Hydroxyethylmethacrylat mit einer Silylschutzgruppe
(bspw. t-Butyldimethylsilyl-) zu schiitzen. Polymerisation und anschlieBende
Photochemie konnten so unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen wie bei den
klassischen hydrophoben Materialien erfolgen. Durch anschlieBende Entschiitzung
konnte so ebenfalls ein hydrophiles Wirkstoffdepot erhalten werden.

Trotz des Optimierungsbedarfs konnte in einer ersten begrenzten in vivo Versuchsreihe
an sechs Versuchstieren untersucht werden, wie sich die hydrophilen, faltbaren
Intraokularlinsen mit photochemisch aktivierbarem Wirkstoffdepot im Tierversuch
bewidhren. Die Linsen konnten von dem das Projekt begleitenden Augenarzt Prof. Dr.
Lutz Hesse problemlos minimalinvasiv implantiert werden. Die Wundheilung erfolgte
ebenfalls ohne erkennbare Komplikationen. An zwei Hasenaugen wurde 33 Tage nach
der Implantation die Zwei-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung mit dem Prototyp
des Laseraufbaus, der in Zusammenarbeit vom Bayerischen Laserzentrums (BLZ) und
der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Hampp entwickelt wurde, durchgefiihrt.
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Abbildung 157 zeigt, dass durchaus ein Unterschied zwischen bestrahlten und nicht
bestrahlten Implantaten in Form einer zentralen Liicke im Gewebe erkennbar ist. Die
Zellproliferation im Hasenauge ist sehr schnell — viel schneller als bei erwachsenen
menschlichen Patienten. Diese vollstindig unterbinden zu konnen wurde nicht
erwartet. Ebenfalls denkbar ist, dass der zeitliche Abstand zwischen Bestrahlung und
Auswertung zu grofl gewdhlt wurde und ein neuerliches Zellwachstum einsetzen
konnte.

Abbildung 157. Blick auf die Linsenimplantate. Die mit * markierten Implantate wurden bestrahlt.
Die Zellansammlungen sind als weillliche Wiilste sichtbar.

Dies kann als ein positiver Abschluss dieser Arbeit gewertet werden, auch wenn es
sich hier nur um erste in vivo Versuche an einer kleinen Versuchsgruppe handelt.

Zukiinftige Arbeiten miissen unter anderem kldren, ob die oben vorgeschlagene
alternative Synthese der hydrophilen Polymer-Wirkstoff-Konjugate moglich ist.
Vielversprechend sind aber vor allem die Bemiihungen der Projektpartner, die
Wirkstoffbeladung schon auf Monomerebene effizient realisieren zu konnen. Hierfiir
wird keine herkdmmliche UV-Strahlungsquelle, sondern ein hochintensiver UV-Laser
eingesetzt, der moglichst alle/viele Cumarinlinker parallel anregen und so nur einen
Reaktionspfad, die Heterodimerbildung mit 5-Fluoruracil, offen lassen soll.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

Getrocknete Losungsmittel und Reagenzien wurden unter Schutzgas aufbewahrt.

1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin

(99+ %)

2,2-Azobis(2-methylpropionitril)

2,2*-Bipyridin (p.a.)
2-Bromisobuttersdurebromid
2-Chlorethanol
2-Hydroxyethylmethacrylat
5-Fluoruracil
7-Hydroxy-4-methylcumarin
Aceton

Acetonitril (HPLC Grade)
Aluminiumoxid
Ameisensdure (98-100 %)
Anisol

Benzophenon
Calciumchlorid
Calciumhydrid

Chloroform

Chloroform-d,
Dichlormethan

Diethylether
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid-dg

Acros Organics, destillativ gereinigt unter Schutzgas
aufbewahrt

BASF, durch Umkristallisieren aus Ethanol gereinigt
Fluka, eingesetzt wie erhalten

Aldrich, eingesetzt wie erhalten
Chemikalienausgabe, destillativ gereinigt

Aldrich, destillativ gereinigt

Alfa Aesar, eingesetzt wie erhalten

Acros Organics, eingesetzt wie erhalten

BASEF, iiber K,COj; getrocknet, destillativ gereinigt
Fisher Scientific, eingesetzt wie erhalten

Fluka, Stationdre Phase fiir Flashchromatographie

Aldrich, eingesetzt wie erhalten

Sigma Aldrich, tiber CaH, getrocknet, destillativ gereinigt

BASF, durch Umkristallisieren aus Ethanol gereinigt
Chemikalienausgabe, eingesetzt wie erhalten
ABCR, eingesetzt wie erhalten

BASE, iiber CaCl, getrocknet, destillativ gereinigt
Roth, eingesetzt wie erhalten

BASE, iiber CaCl, getrocknet, destillativ gereinigt
Chemikalienausgabe, destillativ gereinigt

BASE, iiber P,O,( getrocknet, destillativ gereinigt

Roth, eingesetzt wie erhalten
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Ethanol

Ethylacrylat
Ethylenglykoldimethacrylat
Heptanséurechlorid

Hexan

Kaliumcarbonat
Kaliumhydroxid zur Synthese
Kaliumiodid
Kaliumperoxodisulfat
Kieselgel

Kupfer(I)bromid (99,999 %)
Magnesiumsulfat
Methacrylsidurechlorid
Methanol

Methanol (zur Polymersynthese)
Methanol-d,
Methylmethacrylat
Natriumchlorid (p.a.)
Natriumdodecylsulfat
Natriumsulfat

Phosphorsdure (p.a.)
Polyvinylalkohol (145000 g/mol)
Pyridin

Triethylamin

BASEF, destillativ gereinigt

Acros, iiber CaH, getrocknet, destillativ gereinigt
Aldrich, destillativ gereinigt

Acros, eingesetzt wie erhalten

BASEF, destillativ gereinigt

Chemikalienausgabe, eingesetzt wie erhalten
Merck, eingesetzt wie erhalten
Chemikalienausgabe, eingesetzt wie erhalten

Chemikalienausgabe, eingesetzt wie erhalten

Macherey-Nagel KG-60, Stationédre Phase fiir
Flashchromatographie

Aldrich, eingesetzt wie erhalten (wurde in Glovebox
aufbewahrt und eingewogen)

Chemikalienausgabe, eingesetzt wie erhalten

Alfa Aesar, eingesetzt wie erhalten

BASEF, destillativ gereinigt

BASEF, iiber Magnesium getrocknet, destillativ gereinigt
Roth, eingesetzt wie erhalten

BASEF, iiber CaH, getrocknet, destillativ gereinigt

KMF Lab. Chemie, eingesetzt wie erhalten
Chemikalienausgabe, eingesetzt wie erhalten
Chemikalienausgabe, eingesetzt wie erhalten

Fluka, eingesetzt wie erhalten

Clariant, eingesetzt wie erhalten

Chemikalienausgabe, iiber KOH getrocknet, destillativ
gereinigt

BASEF, iiber CaH, getrocknet, destillativ gereinigt
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9.2 Methoden
Differentialkalorimetrie (DSC)

Zur Bestimmung der Glasiibergangstemperaturen der Polymere wurde das Geriit
DSC 821° der Firma Mettler Toledo verwendet. Temperatur- und Enthalpiekalibration
erfolgten mit Hilfe von Indium-, Zink- und n-Oktanstandards. Die verwendeten Tiegel
bestanden aus Aluminium (40 pL). Es wurde jeweils eine Probenmenge von 5-15 mg
eingewogen. Die Autheiz- und Abkiihlrate lag bei 10 °C/min. Es wurden zyklische
Temperaturprogramme unter Stickstoffatmosphire durchgefiihrt. Die Bestimmung der
Schmelzpunkte T, erfolgte durch Analyse der endothermen Peakextrema der ersten
Heizkurve. Die Glaspunkte T, wurden mit Hilfe der Softwareroutine ,,Glasiibergang™
bestimmt (Software: STAR® SW 9.20 der Firma Mettler Toledo). Es wurde jeweils der
erhaltene Mittelwert der Glaspunktbestimmung in der zweiten Aufheizkurve
angegeben.

Elementaranalyse (CHN)

Die Elementaranalysen wurden im zentralen Labor fiir Routineanalytik der Philipps-
Universitdt Marburg von den Mitarbeitern dieser Serviceabteilung an dem Geridt CHN-

Vario der Firma Elementar durchgefiihrt.
Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung

Fir die Ein-Photonen-induzierte Wirkstofffreisetzung in Losung wurde ein
Fluoreszenzspektrometer der Firma Shimadzu (Typ RF-1502) verwendet. Die zu
untersuchenden Proben wurden in einer Quarzglaskiivette (Weglinge 10 mm) der
Firma Hellma im Strahlengang postiert. Die Probe wurde wihrend der Messung mit
einem Magnetrithrer geriihrt. Die Leistung des Geridtes wurde von Mitarbeitern der
Arbeitsgruppe Hampp mit Hilfe einer Photodiode der Firma Hamamatsu (Typ 1337-
1010BQ) bestimmt. Der gemessene Strom konnte iiber die Kalibration der Photodiode
in die Leistung (P2g6 um = 1,05 1077 s umgerechnet werden.

Aus Filmen, Linsenvorldufern oder Intraokularlinsen wurde der Wirkstoff iiber eine
Philips TUV PL-S UVC-Leuchtrohre (9 W/2,3 W (UVC), A = 254 nm) freigesetzt.
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Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS)

Fiir die Untersuchungen wurde das Geridt GC-17A der Firma Shimadzu mit einer 30 m
FS-SE-54-CB-0.25 Kapillarsdule verwendet. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines
Massenspektrometers der Firma Shimadzu (Modell: QP5050A, EI). Helium 5.0 wurde
als Tragergas verwendet. Es wurde das folgende Temperaturprogramm eingesetzt:

Injektortemperatur: 300 °C; Interfacetemperatur: 230 °C

Starttemperatur: 100 °C — Heizrate: 10 °C/min — Endtemperatur: 280 °C

Gaschromatographie (GC)

Fiir gaschromatographische Untersuchungen wurde das Gerdt GC-17A der Firma
Shimadzu mit emer 30m FS-SE-54-CB-0.25 Kapillarsdule und einem
Flammenionisationsdetektor (FID) verwendet. Stickstoff wurde als Trigergas
verwendet. Folgendes Temperaturprogramm wurde fiir die Umsatzbestimmung

verwendet:

Injektortemperatur: 300 °C; Detektortemperatur: 300 °C

Starttemperatur: 30 °C fiir 5 min — Heizrate: 5 °C/min — Verweiltemperatur 60 °C fiir

I min — Heizrate: 5 °C/min — Endtemperatur: 80 °C

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Eluent: Tetrahydrofuran

Die Bestimmung der Molekulargewichtsverteilungen erfolgte nach Losen der Proben
in THF (c = 1 g/L, Toluol als interner Standard) relativ zu PMMA-Standards der Firma
PSS. Die Auftrennung erfolgte an SDV-linear-Trennsdulen der Firma PSS mit
folgenden  Spezifikationen: = Vorsdule 50 mm -8 mm, zwei  Trennsdulen
600 mm - 8 mm. Der Fluss betrug 0,8 mL/min. Das Detektorsystem bestand aus einem
Dreifachdetektor (Triple Detector Array, TDA Modell 300) der Firma Viscotek und

einem UV-Detektor der Firma Knauer. Die Messungen wurden von Frau Dr. Julia

203



Experimenteller Teil

Schmidt und Herrn Norman Grabe durchgefiihrt. Ausgewertet wurde das
Brechungsindexdetektorsignal mittels konventioneller Kalibration mit Hilfe des
Programms OmniSEC 4.2 der Firma Viscotek. In wenigen Fillen (frithe Messreihen)
wurde das Brechungsindexdetektorsignal noch mittels konventioneller Kalibration mit
Hilfe des Programms TriSEC 3.0 der Firma Viscotek ausgewertet.

Eluent: N,N-Dimethylformamid

Die Bestimmung der Molekulargewichtsverteilungen erfolgte nach Losen der Proben
in DMF (c=1 g/L, Toluol als interner Standard) relativ zu PMMA-Standards der
Firma PSS. Die Messungen wurden iiber GRAM-Trennsdulen der Firma PSS mit
folgenden Spezifikationen durchgefiihrt: Vorsdule 50 mm:8 mm (10 um), eine
Trennsiule 300 mm - 8 mm (100 A) und zwei Trennsdulen 300 mm - 8 mm (3000 A).
Der Fluss betrug 1 mL/min. Das Detektorsystem bestand aus einem
Differentialrefraktometer und einem UV-Detektor der Firma Knauer. Die Messungen
wurden von Herrn Stefan Bokern durchgefiihrt. Ausgewertet wurde das
Brechungsindexdetektorsignal mit Hilfe des Programms WinGPC Unity (5403) der
Firma PSS.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Gerét der Firma Hewlett Packard Modell 1090 mit
DAD-Detektor Modell 1040 eingesetzt. Es wurde eine 20 uL Probenschleife
verwendet. Die Injektion erfolgte manuell. Zur Auswertung wurde das Programm
ChemStation (10.01) von Agilent verwendet. Ausgewertet wurde das 266 nm
Messsignal.

Fiir die Messungen wurden polare Losungsmittelgemische aus Wasser (Reinstwasser,
angesduert mit 300 pL. Phosphorsidure/L)) und Acetonitril (HPLC Grade) verwendet.
Das Fiillmaterial der Trennsdule war LiChrospher 100RP18-5um (250 mm - 4,6 mm;
5 um). Zur Abtrennung polymerer Bestandteile des Analyten wurde eine Vorsdule mit
gleichem Material und Durchmesser verwendet.

Methode: isokratisch Acetonitril/H,O: 50 : 50; Gesamtdauer der Methode: 10 min;
Saulentemperatur = 40 °C; Flussrate = 1 mL/min.
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Alternativ wurden fiir die Messungen polare Losungsmittelgemische aus Wasser
(Reinstwasser, angesduert mit 1000 pL Ameisensédure /L) und Acetonitril (HPLC
Grade, angesiduert mit 1000 pL. Ameisensdure /L) verwendet. Als Trennsdule wurde
eine Hypercarb-Saule von ThermoScientific (100 mm - 4,6 mm; 5 um) verwendet. Es
wurde ebenfalls ein Vorsdule zum Schutz der HPLC-Séule eingesetzt.

Gradientenmethode: Acetonitril/H,O: 10 :90 fiir 2 min, anschlieBend Gradient auf
eine Eluentzusammensetzung Acetonitril/H,O: 80 :20 in 8 min, Gesamtdauer der
Methode: 10 min; Sédulentemperatur = 40 °C; Flussrate = 1 mL/min.

Infrarotspektroskopie (FTIR)

Infrarotspektren wurden an einem FTIR Spektrometer vom Typ Excalibur Series mit
angeschlossenem IR-Mikroskop vom Typ UMA 600 der Firma Digilab aufgenommen.
Es wurde eine Pike Miracle ATR-Einheit mit Diamantfenster verwendet. Eine
besondere Vorbereitung der Proben war deshalb nicht notwendig. Die Auswertung der
Spektren erfolgte mit dem Programm Win-IR Pro 3.3 der Firma Digilab.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Messungen wurden in der zentralen NMR-Abteilung des Fachbereichs Chemie der
Philipps-Universitdit Marburg automatisiert oder durch die Mitarbeiter dieser
Serviceabteilung durchgefiihrt. Es wurden Spektrometer der Firma Bruker vom Typ
Avance 300 A/B und DRX 400, DRX 500 und Avance 600 verwendet. Es wurde bei
Raumtemperatur mit voreingestellten Pulsprogrammen gemessen. Die Auswertung der
Spektren erfolgte mit Hilfe der Software TOPSPIN 3.0.b.7 der Firma Bruker. Zur
Kalibrierung der Spektrenskala wurde das jeweilige Signal des eingesetzten
Losungsmittels verwendet: CDCl; (‘"H-NMR: 8 = 7,26 ppm, "C-NMR: § = 77,0 ppm),
DMSO-ds (‘"H-NMR: & =249 ppm, C-NMR: § = 39,5 ppm), MeOD-d, ('"H-NMR:
8 = 3,30 ppm, "C-NMR: & = 49,0 ppm).

Nd:YAG-Pulslaser

Fiir die Zwei-Photonen-Experimente wurde ein Nd:YAG-Pulslaser (Infinity 40-100)
der Firma Coherent verwendet. Die tatsdchlich emittierte Strahlungsenergie bei der
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eingesetzten Wellenldnge von A = 532 nm wurde mit dem Messgerit Fieldmaster GS
(Firma Coherent) und einem Messkopf (Power Meter Head, Model 80) ermittelt. Es
standen zwei entsprechende Laseraufbauten — in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. N.

Hampp sowie in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. M. Motzkus — zur Verfiigung.
Rayonet-Reaktor

Der Rayonet-Reaktor wurde in der elektronischen Werkstatt des Fachbereichs Chemie
der Philipps-Universitidt Marburg gebaut. Er besteht aus 12 konzentrisch angeordneten
Osram-UV-Leuchtstoffrohren (EVERSUN L 40 W/79). Die zu bestrahlenden Proben
wurden in einem rotierenden Probenhalter positioniert. Magnetrithrmotoren sorgten fiir
eine zusitzliche Durchmischung der Proben. Ein integriertes Ventilatorsystem
ermoglichte die Kiihlung der Leuchtstoffrohren und Reaktionsgefif3e. Die Temperatur
wihrend der Reaktion betrug 30-35 °C.

Fallfilm-Photoreaktor

Fiir die Bestrahlung grofler Reaktionsvolumina wurde ein Fallfilm-Photoreaktor mit
Fliissigkeitszwangsumwilzung der Firma Normag verwendet. Das System konnte
durch Wechsel der Vorratsgefiflie auf ein Gesamtvolumen von ca. 2,3 L erweitert
werden. Als Strahlungsquelle wurde ein Quecksilberdampf-Mitteldruckstrahler TQ718
Z4 der Firma Heraeus eingesetzt. Ein PEVG-10 Vorschaltgerit der Firma UV-
Consulting Peschl wurde zur Steuerung des Strahlers verwendet. Strahler und
Reaktionslosung wurden wihrend der Bestrahlung wassergekiihlt (Tyoau = 10 °C). In
die Reaktionsmischung wurde wihrend der gesamten Reaktionszeit Argon eingeleitet.

Thermogravimetrische Analyse (TGA)

Die thermogravimetrischen Untersuchungen der hergestellten Polymere wurden mit
Hilfe einer Thermowaage der Firma Mettler Toledo des Typs TGA/SDTA 851°
durchgefiihrt. Es wurden offene Korundtiegel (70 uL) verwendet. Die Messungen
erfolgten unter Stickstoffatmosphére. Die eingewogene Probenmenge betrug 8-12 mg.
Es wurde im Temperaturbereich zwischen 25 °C und 800 °C gemessen. Die Heizrate
betrug 10 °C/min. Die Auswertung der Messkurven erfolgte mit dem Programm
STAR® SW 9.20 der Firma Mettler Toledo.
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UV/Vis-Spektroskopie

Die Spektren wurden an einem Perkin-Elmer Lambda 9 UV/Vis/NIR Spektrophoto-
meter gemessen. Bel Messungen in Losung betrug die Schichtdicke 10 mm. Die
Scangeschwindigkeit lag zwischen 240 und 480 nm/min.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Aufnahmen zur Charakterisierung der Latexpartikel und elektrogesponnenen Fasern
wurden an einem Rasterelektronenmikroskop vom Typ JSM-7500F (JEOL) bei 2-4 kV
Beschleunigungsspannung gemacht.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die GroBenbestimmung der funktionalisierten Latexpartikel erfolgte durch
dynamische Lichtstreuung an einem N4 Plus PartikelgroBenanalysator der Firma
Coulter. Dazu wurden die Emulsionen mit entionisiertem Wasser stark verdiinnt und in
eine 4-Fenster Quarzglaskiivette eingefiillt. Nach dem Einfiillen der Probe in die
Kiivette wurde diese in das Gerdt eingesetzt, fiinf Minuten temperiert und
anschlieBend wurde die dynamische Lichtstreuung im Winkel von 90° gemessen.
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9.3 Monomere, Initiatoren und Wirkstoffvorlaufer

Alle Synthese wurden, sofern nicht anders vermerkt, in ausgeheizten Apparaturen

unter Schutzgas durchgefiihrt.

9.3.1 Synthese von 7-(2-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin

In einem 500 mL Zweihalskolben mit aufgesetztem Tropftrichter wurde 7-Hydroxy-4-
methylcumarin (20,0 g, 113,5 mmol) in Dichlormethan (200 mL) suspendiert und
anschlieBend mit Triethylamin (11,6 g, 114,6 mmol, 1 Aq.) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt und fiir 30 min geriihrt bevor
2-Bromisobuttersidurebromid (31,6 g, 137,5 mmol, 1,2 Aq.) tropfenweise zugegeben
wurde. Nach 2h bei 0°C konnte gaschromatographisch kein 7-Hydroxy-4-
methylcumarin mehr nachgewiesen werden. Das wihrend der Reaktion ausgefallene
Triethylammoniumbromid wurde abfiltriert und mit wenig Dichlormethan gewaschen.
Das schwach gelbe Filtrat wurde zweimal mit verdiinnter Salzsidure und anschliefend
mit ention. Wasser extrahiert (jeweils ca. 200 mL). Die organische Phase wurde iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel anschlieBend im Vakuum entfernt.
Das hellgelbe Rohprodukt wurde aus Methanol (400 mL) umkristallisiert. 7-(2'-

Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin wurde in Form von farblosen Nadeln erhalten.
Ausbeute: 27,1 g (83,4 mmol, 73 %).

Probenbezeichnung: CS070629-P49
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Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8/ppm: 7,62 (d, *J(C6H) = 8,6 Hz, 1 H, C5H), 7,13 (d,
“J(C6H) =23 Hz, 1 H, C8H), 7,10 (dd, *J(C5H) = 8,6 Hz, *J(C8H)=2,3Hz, | H,
C6H), 6,27-6,26 (m, 1 H, C3H), 2,43 (d, “J(C3H) = 1,2 Hz, 3 H, C11H,), 2,07 (s, 6 H,
2 x C3'Hj).

3C-NMR (126 MHz, CDCl5), 8/ppm: 169,6 (C1"), 160,2 (C2), 154,2 (C9), 153,0 (C7),
151,8 (C4), 125,5 (C5), 118,1 (C10), 117,4 (C6), 114,7 (C3), 110,0 (C8), 54,9 (C2"),
30,4 (C3"), 18,7 (C11).

FTIR (ATR), vicm™': 3094w, 3071w, 3006w, 2985w, 2935w, 1757m, 1708s, 1613m,
1572w, 1466w, 1438w, 1420w, 1383m, 1368w, 1251s, 1135s, 1100s, 1015m, 980m,
934m, 898m, 847s, 816m, 802m, 746w, 704w, 647m, 608w, 577m.

Tabelle 20. Elementaranalyse fiir 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin

C/% H/ % Br/ %
berechnet 51,71 4,03 24,57
gefunden 51,82 4,07 23,86

T, =123 °C (DSC).
Die GC/MS-Analytik fiihrte unter Verwendung des Standardheizprofils (vgl. Abschnitt

9.2) zur Eliminierung von Bromwasserstoff und eignete sich deshalb nicht fiir

Reinheitsbestimmung von 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin.
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9.3.2 Synthese von 7-(2'-Hydroxyethoxy)-4-methylcumarin

In einem 1 L Dreihalskolben mit Riickflusskiihler wurde 7-Hydroxy-4-methylcumarin
(30,0 g, 170,3 mmol) und Kaliumcarbonat (47,1 g, 340,8 mmol, 2 Aq.) in DMF
(300 mL) vorgelegt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurden
2-Chlorethanol (27,6 g, 342,8 mmol, 2 Aq.) und Kaliumiodid (1,42 g, 8,55 mmol,
0,05 Aq.) zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 5h auf 110 °C erhitzt und nach dem
Abkiihlen auf Raumtemperatur mit ention. Wasser (300 mL) versetzt. Das iiber Nacht
auskristallisierte Rohprodukt wurde abfiltriert, mit ention. Wasser gewaschen und aus
einer Ethanol-Hexan-Mischung (7 : 1, ca. 700 mL) umkristallisiert.

Ausbeute: 31,2 g (141,7 mmol, 83 %).

Probenbezeichnung: CS080519-P159

Charakterisierung:

"H-NMR (300 MHz, CDCl5), d/ppm: 7,50 (d, 3J(C6H) = 8,8 Hz, 1 H, C5H), 6,89 (dd,
3J(C5H) = 8,8 Hz, “J(C8H)=2,5Hz, 1H, C6H), 6,82 (d, “J(C6H)=2,5Hz, 1H,
C8H), 6,15-6,12 (m, 1 H, C3H), 4,17-4,12 (m, 2 H, C1'H,), 4,05-3,98 (m, 2 H, C2'H,),
2,39 (d, “J(C3H) = 1,2 Hz, 3 H, C11H3), 2,18 (t, *J(C2'H,) = 5,8 Hz, 1 H, OH).
BC.NMR (76 MHz, CDCly), o/ppm: 161,7 (C7), 161,2 (C2), 155,2 (C9), 152,5 (C4),
125,6 (C5), 113,9 (C10), 1124 (C6), 112,2 (C3), 101,6 (C8), 69,8 (C1"), 61,1 (C2"),

18,6 (C11).

GC/MS: 15,27 min. (100 %); m/z 220 (M™).
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9.3.3 Synthese von 7-(2’-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin

In einem 1L Dreihalskolben mit aufgesetztem Tropftrichter wurde 7-(2'-
Hydroxyethoxy)-4-methylcumarin (29,2 g, 132,6 mmol) in Acetonitril (600 mL)
vorgelegt und mit Triethylamin (26,9 g, 265,8 mmol, 2 Aq.) versetzt. AnschlieBend
wurde die Reaktionsmischung auf 0°C im FEisbad abgekiihlt und
Methacrylsiurechlorid (20,9 g, 199,9 mmol, 1,5 Aq.) tropfenweise zugegeben. Die
Kiihlung der Reaktion wurde nach vollstindiger Zugabe des Sdurechlorids beendet.
Nach 2,5h Riihren bei Raumtemperatur wurde ungeloster Feststoff abfiltriert.
Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der leicht rosa gefirbte
Feststoff wurde in 400 mL Dichlormethan gelost und zweimal mit verdiinnter
Salzsdure und einmal mit ention. Wasser (jeweils 400 mL) extrahiert. Nach Trocknen
der organischen Phase iiber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde abschlieBend aus einer Ethanol-Methanol-Mischung
(1:1, ca. 450 mL) umkristallisiert. 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin

wurde in Form von farblosen, schimmernden Kristallen erhalten.
Ausbeute: 34,3 g (119 mmol, 89 %).

Probenbezeichnung: CS080502-P152
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Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCl5), 8/ppm: 7,50 (d, >J(C6H) = 8,8 Hz, 1 H, C5H), 6,88 (dd,
J(C5H) = 8,8 Hz, “J(C8H)=2,5Hz, 1 H, C6H), 6,83 (d, “J(C6H)=2,5Hz, 1H,
C8H), 6,15-6,12 (m, 2H, C3H, C5Hg), 5,60 (dq, 2J(C5'Hg)=1,6Hz,
“J(C6'H3) = 1,6 Hz, 1 H, C5'H,), 4,53 (t, *J(C1'H,) = 4,8 Hz, 2 H, C2'H,), 4,28 (t,
IJ(C2'H,) = 4,8 Hz, 2 H, C1'H,), 2,40 (d, *J(C3H) = 1,2 Hz, 3 H, C11H3), 1,95 (dd,

“J(C5'Ha) = 1,4 Hz, *J(C5'Has) = 1,1 Hz, 3 H, C6'Hs).

BC-NMR (76 MHz, CDCl;), 8/ppm: 167,2 (C3"), 161,5 (C7), 161,1 (C2), 155,2 (C9),
152,4 (C4), 135,9 (C4"), 126,2 (C5"), 125,6 (C5), 114,0 (C10), 112,5 (C6), 112,3 (C3),

101,7 (C8), 66,4 (C1'), 62,6 (C2'), 18,6 (C11), 18,2 (C6").

FTIR (ATR), viem™: 3071w, 2959w, 2926w, 2868w, 1755w, 1707s, 1612s, 1564w,
1512w, 1445w, 1392m, 1370w, 1343w, 1321w, 1285m, 1265m, 1205w, 1157s, 1138s,
1110w, 1072s, 1049m, 1018w, 997m, 961w, 945w, 923w, 887w, 877w, 854s, 816m,

799w, 748w, 707w, 681w, 653w, 637w, 589w.
GC/MS: 17,56 min. (100 %); m/z 288 (M™).

Tabelle 21. Elementaranalyse fiir 7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin.

C/% H/ %
berechnet 66,66 5,59
gefunden 66,48 591

T, =119 °C (DSC).
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9.3.4 Synthese von 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin

In einen 250 mL Stickstoffkolben wurde 7-Hydroxy-4-methylcumarin (2,33 g,
13,23 mmol) in Dichlormethan (100 mL) suspendiert und mit Triethylamin (2,68 g,
26,49 mmol, 2 Aq.) versetzt. Unter Riihren bildete sich eine leicht gelbliche Losung,
die im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt wurde. AnschlieBend wurde Heptansédurechlorid
(2,95 g, 19,85 mmol, 1,5Aq.) zugetropft. Die Reaktion wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt und anschliefend zweimal mit 1 M Salzsédure und zweimal
mit ention. Wasser (jeweils 100 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel anschlieBend im Vakuum entfernt.
Das olige Rohprodukt wurde anschlieBend sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel 60, Ethylacetat/Dichlormethan 1 : 5).

Ausbeute: 2,52 g (8,74 mmol, 66 %).
Probenbezeichnung: CS080207-P127
Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCly), 8/ppm: 7,60 (d, *J(C6H) = 8,6 Hz, 1 H, C5H), 7,1 (d,
*J(C6H) = 2,1 Hz, 1H, C8H), 7,06 (dd, *J(C5H) = 8,6 Hz, *J(C8H)=2,3Hz, 1H,
C6H), 6,28-6,25 (m, 1 H, C3H), 2,59 (t, "J(C3'H,) = 7,5 Hz, 2 H, C2'H,), 2,43 (d,
“J(C3H) = 1,2 Hz, 3 H, C11H3), 1,76 (tt, *J(C2'H,) = 7,4 Hz, *J(C4'H,) = 7,4 Hz, 2 H,
C3'H,), 1,48-1,27 (m, 6 H, C4'H,, C5'H,, C6'H,), 0,91 (t, *J(C6'H,) = 6,9 Hz, 3 H,
C7'Hs).
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BC-NMR (76 MHz, CDCl;), 8/ppm: 171,6 (C1"), 160,5 (C2), 154,2 (C9), 153,2 (C7),
151,9 (C4), 125,3 (C5), 118,1 (C10), 117,8 (C6), 114,5 (C3), 110,5 (C8), 34,3 (C2"),
31,4 (C5"), 28,7 (C4"), 24,7 (C3"), 22,5(C6"), 18,7 (C11), 14,0 (C7").

FTIR (ATR), viem™: 3087w, 3067w, 2981w, 2954w, 2932w, 2906w, 2870w, 2851w,
1754s, 1721s, 1624m, 1614m, 1574w, 1503w, 1463w, 1444w, 1411w, 1385m, 1372m,
1347w, 1292w, 1258m, 1231m, 1191w, 1141s, 1127s, 1105m, 1068w, 1038w, 1018w,
979m, 923w, 872m, 850m, 826w, 795w, 741w, 721w, 708w, 681w, 614w, 576w.
GC/MS: 17,54 min. (100 %); m/z 288 (M™).

Extinktionskoeffizient: 7950 L-mol - cm'l(THF).

Tabelle 22. Elementaranalyse fiir 7-Heptanoyloxy-4-methylcumarin.

C/ % H/ %
berechnet 70,81 6,99
gefunden 70,70 7,34

T, = 43 °C (DSC).
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9.3.5 Synthese von 1-Heptanoyl-5-fluoruracil

In einem 2 L Einhalskolben wurde Kaliumhydroxid 85 % (13,0g = 11,05 g KOH,
196,9 mmol, lAq.) in Methanol (1 L) gelost. 5-FU (25,5 g, 196,0 mmol) wurde in
dieser Losung suspendiert. Die Reaktionsmischung wurde fiir 21h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der weile Niederschlag wurde abfiltriert und bei 40 °C im
Vakuum getrocknet. Das Kaliumsalz des 5-FU (32,1 g, 190,9 mmol, 97 % bezogen auf

5-FU) wurde als weifles Pulver erhalten.

In einem 2 L Dreihalskolben wurde eine Suspension aus dem Kaliumsalz des 5-FU
(28,0 g, 166,5 mmol) in trockenem Acetonitril (1,7 L) hergestellt. Diese Suspension
wurde auf 0 °C abgekiihlt und Heptansédurechlorid (25,1 g, 168,9 mmol, 1 Aq.), gelost
in trockenem Acetonitril (40 mL), mit Hilfe eines Tropftrichters iiber einen Zeitraum
von 15 min langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 20h bei
Raumtemperatur gerithrt und der gebildete weille Niederschlag anschlieBend
abfiltriert. Das Losungsmittel wurde bei 40 °C im Vakuum entfernt und der erhaltene
Feststoff mit Ethylacetat (150 mL) extrahiert. Ungeloster Feststoff wurde abfiltriert
und das Produkt durch Entfernen des Losungsmittels in Form eines weillen Pulvers
erhalten.

Ausbeute: 38,6 g (159,5 mmol, 96 % bezogen auf das Kaliumsalz des 5-FU).
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Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, CDCls), &/ppm: 9,12 (bs, 1H, N3H), 8,29 (d, *J(C5F) = 6,7 Hz,
1H, C6H), 3,12 (t, “J(C9H,) = 7,3 Hz, 2H, C8H,), 1,71 (tt, "J(C8H,) = 7,4 Hz,
IJ(C10H,) = 7,4 Hz, 2H, C9H), 1,42-1,26 (m, 6H, C10H,, C11H, und C12H,), 0,89 (t,
IJ(C12H,) = 7,0 Hz, 3H, C13H;).

3C-NMR (126 MHz, CDCl3), 8/ppm: 172,0 (C7), 156,7 (d, 2J(C5F) = 28,4 Hz, C4),
147,8 (C2), 141,3 (d, "J(CSF) = 243.9 Hz, C5), 121,8 (d, 2J(C5F) = 36,7 Hz, C6), 39,0
(C8), 31,4 (C11), 28,6 (C10), 24,4 (C9), 22,4 (C12), 13,9 (C13).

PF-NMR (188 MHz, CDCl3), 8/ppm: -164,2.

Tabelle 23. Elementaranalyse fiir 1-Heptanoyl-5-fluoruracil.

C/ % H/ % N/ %
berechnet 54,54 6,24 11,56
gefunden 54,51 6,68 11,34
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9.4 Basispolymere

Alle Arbeiten wurden unter Schutzgas (Argon) in ausgeheizten Apparaturen
durchgefiihrt.

9.4.1 Synthese von MeCumPMMA initiiert mit BiBMC

In einem 100 mL Schlenkrohr wurden Kupfer(I)bromid (61,2 mg, 0,427 mmol,
0,25Aq.) und 7-(2-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin (555 mg, 1,71 mmol,
1 Aq.) vorgelegt und durch zweimaliges Evakuieren gefolgt von Fluten mit Argon von
Sauerstoff befreit. Anisol (20 mL), Methylmethacrylat (20 mL, 18,8 g, 187,8 mmol,
110 Aq.) und 1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin (89 uL, 73,9 mg, 0,426 mmol,
0,25 Aq.) wurden zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung durch
dreimaliges Wiederholen einer ,,Einfrieren-Evakuieren-Auftauen‘-Routine erneut von
Sauerstoffspuren befreit. Die Polymerisation wurde unter stindigem Riihren in einem
auf 70 °C vorgeheizten Olbad durchgefiihrt. Nach 18 h wurde die Reaktion durch
Abschrecken des Schlenkrohrs in fliissigem Stickstoff abgebrochen. Die mit
Dichlormethan (40 mL) verdiinnte Reaktionsmischung wurde iiber eine kurze
Aluminiumoxidfiltersdule (Eluent: Dichlormethan) vom Kupferkatalysator befreit. Die
farblose Polymerlosung wurde am Rotationsverdampfer aufkonzentriert. AbschlieBend
wurde endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisiertes Polymethylmethacrylat aus
Ethanol ausgefillt, abfiltriert und bei 80 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 12,0 g (62 % bezogen auf die Monomereinwaage).

Probenbezeichnung: CS070820-P58
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Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 8/ppm: 7,57 (d, *J(C6H) = 8,6 Hz, 1 H, C5H), 7,05-7,02
(m, 1H, C8H), 7,02-6,95 (m, 1 H, C6H), 6,23 (s, 1 H, C3H), 3,55 (bs, 221 H, -OCHj3),
2,40 (s, 3 H, C11H3), 2,10-0,70 (m, 377 H, Polymerriickgrat).

FTIR (ATR), viem™: 2995w, 2950w, 2842w, 1726s, 1616w, 1481w, 1436m, 1387w,
1266m, 1240m, 1188m, 1145s, 1066w, 986m, 968w, 913w, 842w, 810w, 751m, 629w,
583w.

Tabelle 24. Polymeranalytik fiir MeCumPMMA.

Mn (NMR) Mn Mw Mw / Mn Tg TS%

7700 6020 6920 1,15 115 °C 371 °C

Die in Tabelle 25 aufgefiihrten Polymere wurden nach obiger Synthesevorschrift
erhalten. Die Reaktionszeit wurde auf 4 h verkiirzt. Die Einwaagen an 7-(2'-
Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin,  Kupfer(I)bromid und  1,1,4,7,7-Penta-
methyldiethylentriamin wurden nach den molaren Zusammensetzungen in Tabelle 25
berechnet.

Tabelle 25. Synthese von endstidndig cumarinfunktionalisiertem Polymethylmethacrylat (MeCum-
PMMA) initiiert mit 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin (BiBMC). Katalysator: Kupfer(I)-
bromid/1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin (Molares Verhiltnis: 1 : 1); Anisol/Methylmethacrylat
1 : 1; Reaktionstemperatur = 70 °C; Reaktionszeit = 4 h.

Molare Zusammensetzung M
n

i i Umsatz / M, T,/
Bez. der Reaktionsmischung (NMR)/ (GPC)/ M, IM, ¢
] % 3 3 C
MMA  BiBMC  Kat. 10 10
CSOIZ3086 - 100 1 1 92 22,5 27,1 1,36 n.b.
CS070614- 100 1 0,5 64 11,1 11,5 1,18 n.b.
P42
cso;gm- 100 1 0,25 60 7.9 8,1 1,09 112
CS070702-
NS 50 1 0,25 85 48 43 1,24 106
CS070615-
Pas 25 1 0,25 81 2,5 2.9 1,39 90
csogfgls- 10 | 0.25 85 1.8 1.4 136 68
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9.4.2 Hochskalierung der Synthese von MeCumPMMA

In einem 1 L Stickstoffkolben wurde Kupfer(I)bromid (1,219 g, 8,5 mmol, 0,25 Aq.)
und 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin (11,1 g, 34,1 mmol, 1 Aq.) vorgelegt
und durch zweimaliges Evakuieren gefolgt von Fluten mit Argon von Sauerstoff
befreit. Anisol (400 mL), Methylmethacrylat (400 mL, 376 g, 3,76 mol, 110 Aq.) und
1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin (1,776 mL, 1,474 g, 8,5 mmol, 0,25 Aq.)
wurden zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung sofort durch
dreimaliges Wiederholen einer ,,Einfrieren-Evakuieren-Auftauen‘-Routine erneut von
Sauerstoffspuren befreit. Die Polymerisation wurde unter stindigem Riihren in einem
auf 70 °C vorgeheizten Olbad durchgefiihrt. Nach 17 h wurde die Reaktion durch
Abkiihlen der Reaktionsmischung im Eisbad abgebrochen. Das mit dem Katalysator
verunreinigte Polymer wurde aus 2,4 L. Hexan ausgefillt, abfiltriert und anschlieBend
wieder in Dichlormethan (2,4 L) gelost. Die Polymerlosung wurde durch Riihren iiber
Kieselgel (60 g) entfirbt. Das Kieselgel wurde abfiltriert mit Dichlormethan
gewaschen und das farblose Polymer wurde Portionsweise aus Hexan (24 L)
ausgefillt. Das endstindig 4-Methylcumarin-funktionalisierte Polymethylmethacrylat
wurde abfiltriert und bei 80 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 200 g (53 % bezogen auf die Monomereinwaage).

Probenbezeichnungen: CS080520-P160

Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCly), 8/ppm: 7,57 (d, *J(C6H) = 8,6 Hz, 1 H, C5H), 7,05-7,02

(m, 1H, C8H), 7,02-6,95 (m, 1 H, C6H), 6,24 (s, 1 H, C3H), 3,55 (bs, 196 H, -OCH,;),
2,40 (s, 3 H, C11H3), 2,10-0,70 (m, 349 H, Polymerriickgrat).
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Tabelle 26. Polymeranalytik fiir MeCumPMMA.

M, (NMR) M, M, M, I M, T, Tsq,

6850 7350 7970 1,09 112 °C 370 °C

9.4.3 Kinetische Untersuchung der MeCumPMMA Synthese

In einem 100 mL Stickstoffkolben wurden Kupfer(I)bromid (168 mg, 1,17 mmol,
0,25 Aq.) und 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin (1,528 g, 4,7 mmol, 1 Aq.)
vorgelegt. Der Kolben wurde durch zweimaliges Evakuieren gefolgt von Fluten mit
Argon von Sauerstoffspuren befreit. Es wurden Anisol (25 mL), Methylmethacrylat
(25 mL, 23,5g, 234,77 mmol, 50 Aq.) sowie 1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin
(245 uL, 203mg, 1,17 mmol, 025 Aq.) zugegeben. AnschlieBend wurde die
Reaktionsmischung durch dreimaliges Wiederholen einer ,Einfrieren-Evakuieren-
Auftauen“-Routine erneut von Sauerstoffspuren befreit. Die Polymerisation wurde
unter stindigem Riihren in einem auf 70 °C vorgeheizten Olbad durchgefiihrt. Nach
vorgegebenen Zeitintervallen wurden 5 mL der Reaktionslosung entnommen, mit

5 mL Tetrahydrofuran verdiinnt und in fliissigem Stickstoff abgeschreckt.

Jede Probe wurde anschliefend iiber eine kurze Aluminiumoxid-Saule (10 g) von
Kupfersalzen befreit. Dabei wurde Dichlormethan (200 mL) als Eluent verwendet. Die
farblose Polymerlosung wurde auf ca. 15 mL eingeengt, in 300 mL Hexan ausgefillt
und bei 60 °C im Vakuum getrocknet. Das Polymer wurde anschlieBend erneut in
15 mL Dichlormethan gelost und aus 300 mL Hexan ausgefillt.

Zur Umsatzbestimmung wurde eine 100 uL Probe der urspriinglichen mit

Tetrahydrofuran verdiinnten Reaktionslosung in 10 mL Hexan gegeben, der Feststoff
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abfiltriert und der Restmonomergehalt der Losung gaschromatographisch mit Anisol

als internem Standard bestimmit.

Probenbezeichnung: CS070702-NS7

Tabelle 27. Ergebnisse der kinetischen Untersuchung der radikalischen Atomtransferpolymerisation

von Methylmethacrylat initiiert mit 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin.

Real;tlil(l)irrllszeit Umsatz / % Mn/(IIT(l)\;IR) M,,/(S)I; ©) M,/ M,
0 0 - - )
30 15 1.8 1,8 1,17
60 36 2.3 2,2 1,19
120 56 3,1 2,6 1,34
180 70 3.8 4.0 L17
240 85 4.8 4.3 1,24
282 87 48 49 1,20
360 93 5.0 5.7 L12

9.4.4 Synthese von MeCumPHEMA initiiert mit BiBMC

In einem 250 mL Stickstoffkolben wurden 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin
(2,15g, 6,61 mmol, 1 Aq.) und 2,2'-Bipyridin (647 mg, 4,14 mmol, 0,625 Aq.)
vorgelegt und durch dreimaliges Evakuieren gefolgt von Fluten mit Argon von
restlichem Sauerstoff befreit. Methanol (40 mL) sowie 2-Hydroxyethylmethacrylat
(40 mL, 42,8 g, 330 mmol, 50 Aq.) wurden zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
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durch dreimaliges Wiederholen einer ,,Einfrieren-Evakuieren-Auftauen‘-Routine von
Sauerstoffspuren befreit und dann erneut -eingefroren. AbschlieBend wurde
Kupfer(Dbromid (237 mg, 1,65mmol, 025Aq.) zur noch gefrorenen
Reaktionsmischung gegeben. Sauerstoffspuren wurden erneut durch 3-faches
Evakuieren und Befiillen mit Argon entfernt (die Reaktionsmischung muss hierbei
noch gefroren sein). Nach 21h im auf 45°C vorgeheizten Olbad wurde die
Reaktionsmischung mit Ethanol (50 mL) verdiinnt und der Luft ausgesetzt. Der
Kupferkatalysator wurde iiber eine Kieselgelfiltersdule (200 g) mit Ethanol als
Laufmittel entfernt. Die farblose Polymerlosung wurde auf ca. 150 mL eingeengt und
das Polymer anschlieBend aus Diethylether (1,5L) ausgefdllt. Um auch letzte
Monomerriickstinde im Polymer zu entfernen musste das Polymer ein weiteres Mal in
Ethanol gelost und in Diethylether ausgefillt werden. MeCumPHEMA wurde nach
Abfiltrieren als farbloses, pulvriges Polymer erhalten und bei 80 °C im Vakuum
getrocknet.

Ausbeute: 24 g (53 % bezogen auf die Monomereinwaage).

Probenbezeichnungen: CS090518-JU1

Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, MeOD), 8/ppm: 7,85 (d, *J(C6H) = 7,9 Hz, 1 H, C5H), 7,22-7,12
(m, 2 H, C6H, C8H), 6,35 (s, 1 H, C3H), 4,37-3,60 (m, 180 H, C1'H,, C2'H,), 2,52 (s,

3 H, C11H3), 2,33-0,66 (m, 234 H, Polymerriickgrat).

FTIR (ATR), viem™: 3391breit, 2950w, 2890w, 1716s, 1617w, 1570w, 1480w, 1452w,
1390w, 1326w, 1250m, 1154s, 1074s, 1023m, 966w, 947w, 899w, 851w, 749w, 627w,
599w, 578w.

Tabelle 28. Polymeranalytik fiir MeCumPHEMA.

M, (NMR) M, M, M, M, T, Tse

6180 5860 7980 1,36 103 °C 305 °C
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9.4.5 Kinetische Untersuchung der MeCumPHEMA Synthese

In einem 100 mL Stickstoffkolben wurden 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin
(1,338 g, 4,12mmol, 1 Aq.) und 2,2-Bipyridin (402 mg, 2,57 mmol, 0,625 Aq.)
vorgelegt. Restsauerstoff wurde durch dreimaliges Evakuieren und anschlieBendes
Fluten mit Argon entfernt. Methanol (25 mL) und 2-Hydroxyethylmethacrylat (25 mL,
26,78 g, 206 mmol, 50 Aq.) wurden mit Hilfe von mit Argon gespiilten Vollpipetten
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde durch dreimaliges Wiederholen einer
,,EBinfrieren-Evakuieren-Auftauen*“-Routine von Sauerstoffspuren befreit und dann
erneut eingefroren. AbschlieBend wurde Kupfer(I)bromid (148 mg, 1,03 mmol,
0,25 Aq.) zur noch gefrorenen Reaktionsmischung gegeben. Sauerstoffspuren wurden
erneut durch 3-faches Evakuieren und Befiillen mit Argon entfernt (die
Reaktionsmischung muss hierbei noch gefroren sein). Die Polymerisation wurde in
einem auf 45 °C vortemperierten Olbad durchgefiihrt. In regelmiBigen Zeitintervallen
wurde im Argongegenstrom Reaktionslosung (2 mL) entnommen, an Luft mit kaltem
Methanol (2 mL) verdiinnt und aus Diethylether (50 mL) ausgefillt.

Zur Umsatzkontrolle wurden zusitzlich im Argongegenstrom jeweils 0,1 mL der
Reaktionslosung entnommen und an Luft mit deuteriertem Methanol (0,7 mL)
verdiinnt. Die Umsatzbestimmung erfolgte mittels 'H-NMR-Spektroskopie.

Die zuvor aus Diethylether ausgefillten Polymerproben wurden in Ethanol (5 mL)
gelost und iiber eine kurze Kieselgelfiltersdule (Eluent: Ethanol) vom Katalysator
befreit. Das Losungsmittel wurde anschlieBend im Vakuum entfernt und die Polymere

bei 50 °C im Vakuum getrocknet.

Probenbezeichnung: CS091026-P381
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Tabelle 29. Ergebnisse der kinetischen Untersuchung der radikalischen Atomtransfer Polymerisation
von 2-Hydroxyethylmethacrylat initiiert mit 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin.

Reaktionszeit M,(NMR)/ M, (GPC)/

/ min Umsatz / % 10° 10° M, M,
0 0 - - -
20 37 3,8 4,0 1,35
40 50 4,6 4,5 1,30
60 55 5,0 4,7 1,27
90 57 5,1 4.8 1,27
120 57 5,1 4,7 1,23
180 57 5,1 49 1,26

1140 59 5,2 49 1,29

9.4.6 Synthese von MeCumPoly(MMA-co-MAOEMC)

In einem 50 mL Schlenkrohr wurden Kupfer(I)bromid (126,1 mg, 0,879 mmol, 1 Aq.),
7-(2'-Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin (812 mg, 2,82 mmol, 2,9 mol% in der
Monomermischung, 3,2Aq.) und 7-(2'-Bromisobutyryloxy)-4-methylcumarin
(286 mg, 0,88 mmol, 1 Aq.) vorgelegt und durch zweimaliges Evakuieren und
anschlieBendes mit Argon Fluten von Sauerstoff befreit. Anisol (10 mL),
Methylmethacrylat (10,0 mL, 9.4 g, 93,9 mmol, 97,1 mol% in der Monomermischung,
106,5 Aq.) und 1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylentriamin (184 uL, 152,4 mg,
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0,879 mmol, 1 Aq.) wurden zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung
sofort durch dreimaliges Wiederholen einer ,FEinfrieren-Evakuieren-Auftauen*-
Routine erneut von Sauerstoffspuren befreit. Nach 16 h Polymerisation im auf 70 °C
vorgeheizten Olbad wurde die Reaktion durch Abschrecken des Schlenkrohrs in
fliissigem Stickstoff abgebrochen. Die mit Dichlormethan (25 mL) verdiinnte
Reaktionsmischung wurde in Hexan (600 mL) eingetropft, um das Polymer
auszufillen. Das Rohprodukt wurde abfiltriert in Dichlormethan (100 mL) gelost und
mit Kieselgel extrahiert, um den Kupferkatalysator zu entfernen. Das Polymer wurde
anschlieBend aus Hexan ausgefillt (1000 mL) und ein weiteres Mal nach Ldsen in
Dichlormethan aus Hexan umgefillt. MeCumPoly(MMA-co-MAOEMC) wurde
abfiltriert und bei 80 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 7,8 g (74 % bezogen auf die Monomereinwaage).

Probenbezeichnung: CS080515-P157

Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCly), 8/ppm: 7,62-7,41 (m, 5,5 H, C5H, C5'H), 7,08-6,94 (m,
2 H, C6H, C8H), 6,94-6,67 (m, 9,0 H, C6'H, C8'H), 6,22 (s, 1 H, C3H), 6,11 (s, 4,6 H,
C3'H), 4,40-4,10 (m, 18,0 H, C1"H,,C2"H,), 3,54 (bs, 476 H, -OCH3), 2,38 (s, 18,3 H,

Cl11H;, C11'H;), 2,10-0,53 (m, 821 H, Polymerriickgrat).

FTIR (ATR), viem'': 2994w, 2950w, 1723s, 1616w, 1478w, 1436m, 1388w, 1264m,
1240m, 1190m, 1143s, 1070m, 986m, 969m, 914w, 842w, 810w, 750w.

Tabelle 30. Polymeranalytik von MeCumPoly(MMA-co-MAOEMC) (3,3 mol% Cumarinanteil)

M, (NMR) M, M, M, | M, T, Tso

17540 19350 24770 1,28 117 °C 274 °C
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9.4.7 Synthese von Poly(MMA-co-MAOEMC)

In einem 25 mL Schlenkrohr wurden 2,2'-Azobis(2-methylpropionitril) (51,8 mg,
0,316 mmol, 1mol% bezogen auf die Monomervorlage) und 7-(2'-
Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin (455 mg, 1,58 mmol, 5 mol% in der
Monomermischung) vorgelegt und durch mehrfaches Evakuieren und anschlieendes
mit Argon Fluten von Sauerstoff befreit. AnschlieBend wurden Anisol (4,78 mL) und
Methylmethacrylat (3,19 mL, 3 g, 30,0 mmol, 95 mol% in der Monomermischung)
zugegeben. Durch dreimaliges Wiederholen einer ,Einfrieren-Evakuieren-Auftauen-
Routine wurden letzte Sauerstoffspuren entfernt. Die Polymerisation wurde
anschlieBend im vorgeheizten Olbad bei 70 °C durchgefiihrt. Nach 2 h wurde die
Reaktion durch Abkiihlen in fliissigem Stickstoff abgebrochen. Die viskose
Polymerlosung wurde mit Dichlormethan (10 mL) verdiinnt und das Polymer
anschliefend aus Methanol (200 mL) ausgefillt. AbschlieBend wurde das farblose
Polymer in Dichlormethan geldst und erneut aus Methanol ausgefillt.

Ausbeute: 2,36 g (68 % bezogen auf die Monomereinwaage).
Probenbezeichnung: CS090415-P308
Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8/ppm: 7,55 (d, *J(C6H) = 8,6 Hz, 1 H, C5H), 6,98-6,72
(m, 2 H, C6H, C8H), 6,15 (s, 1 H, C3H), 4,42-4,14 (m, 4 H, C1'H,, C2'H,), 3,69-3,45
(m, 55 H, -OCHj; breites Singulett, aufgespalten durch MAOEMC-MMA- neben
MMA-MMA-Diaden), 2,42 (s, 3 H, C11H3), 2,15-0,68 (m, 99 H, Polymerriickgrat).
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FTIR (ATR), v/iem'™: 2993w, 2950w, 2840w, 1722s, 1615w, 1560w, 1479w, 1436m,
1388w, 1370w, 1264m, 1240m, 1189m, 1143s, 1071m, 986m, 913w, 842w, 810w,
750w, 707w, 633w, 588w, 569w.

Tabelle 31. Polymeranalytik von Poly(MMA(18,5)-co-MAOEMC(1))

M, M, M, M, T, Tse:

45700 76800 1,68 121 °C 275 °C

Tabelle 32. Auflistung weiterer Copolymere Poly(MMA-co-MAOEMC). Die Synthese erfolgte analog
zu der oben aufgefiihrten Arbeitsvorschrift. Es wurde jeweils eine Monomerkonzentration von 6,6 mol
(n(MMA)+n(MAOEMCQ)) pro Liter Anisol eingestellt.

&AOEMC Ausbeut MAOEMC
Bez. sonomer- usbeute (Copolymer) / M,/10°  M,/IM, T,/ °C
mischung) / ! %
mol%
mol%
CS090415-
P306 1 60 1,1 49,1 1,63 124
CS090415-
P307 3 64 3,2 47,1 1,61 121
CS090415-
P308 5 68 5.1 45,7 1,68 121
CS090415-
P30] 7 68 7,2 43,8 1,82 121
CS090415-
P310 10 67 10,3 48,8 1,82 119
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9.5 Polymer-Wirkstoff-Konjugate

9.5.1 Synthese von H5FU::MeCumPMMA im Rayonet-Reaktor

In einem 250 mL Stickstoffkolben wurden das Basispolymer MeCumPMMA (2,0 g),
1-Heptanoyl-5-fluoruracil (3,19 g, 13,2 mmol, 50 Aq. bezogen auf die molare Menge
an Cumaringruppen in 2 g Basispolymer) und Benzophenon (48,5 mg, 0,266 mmol,
1 Aq. bezogen auf die molare Menge an Cumaringruppen in 2 g Basispolymer)
vorgelegt und in einer Mischung aus Aceton (100 mL) und Chloroform (50 mL)
gelost. Um Sauerstoff zu entfernen wurde fiir 30 min Argon eingeleitet. AnschlieBend
wurde die Losung auf 10 dickwandige Borosilikat-Bestrahlungsrohrchen
(Fillvolumen: 15 mL) mit Magnetrithrfisch aufgeteilt und wunter Argon mit
Silikonsepten verschlossen. Die Bestrahlungsrohrchen wurden in einem rotierenden
Probenhalter platziert, der zusitzlich eine Durchmischung der Proben gewdhrleistet,
und fiir 20h mit breitbandigem UVA-Licht (A, =350nm) bestrahlt. Das
Probenkarussell ermoglichte dabei eine gleichmédBige Bestrahlung aller Proben.
AnschlieBend wurden alle Proben vereinigt, stark eingeengt und das Polymer-
Wirkstoff-Konjugat wurde aus Ethanol (300-400 mL) ausgefillt. Die weitere
Aufreinigung des Polymeren erfolgte nach Losen in wenig Dichlormethan durch
Umfillen aus Ethanol. Das Polymer-Wirkstoff-Konjugat HS5FU::MeCumPMMA
wurde abschlieBend bei 80 °C im Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 1,09g (55% bezogen auf die Polymereinwaage, Wirkstoff
unberiicksichtigt).

Probenbezeichnung: CS070906-P63
Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCl;), o/ppm: 8,04 (bs, N3'H), 6,95-6,70 (m, C5H, C6H, C8H),
5,12 (d, *J(C5'F) = 19,5 Hz, C6'H), 3,54 (bs, -OCH3), 3,13-2,76 (m, C8'H,), 2,20-0,50
(m, Polymerriickgrat, C11H;, C9'H, bis C13'Hj).

PF-NMR (282 MHz, CDCl3), 8/ppm: -138,1.
FTIR (ATR), viem™: 2994w, 2951w, 2845w, 1780w, 1724s, 1620w, 1477w, 1436m,

1387w, 1266m, 1240m, 1190m, 1144s, 1069w, 987m, 967w, 913w, 842w, 810w,
751m, 594w, 578w.

Tabelle 33. Polymeranalytik von HSFU::MeCumPMMA.

Mn Mw Mw / Mn Tg TS%

7190 8960 1,25 121 °C 284 °C

Tabelle 34. Elementaranalyse fiir HSFU::MeCumPMMA.

C/% H/ % N/ %

gefunden 59,40 7,99 0,35
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9.5.2 Synthese von H5FU::MeCumPHEMA im Rayonet-Reaktor

In einem 250 mL Stickstoffkolben wurden das Basispolymer MeCumPHEMA (4,0 g),
1-Heptanoyl-5-fluoruracil (8,76 g, 36,2 mmol, 50 Aq. bezogen auf die molare Menge
an Cumaringruppen in 4 g Basispolymer) und Benzophenon (132 mg, 0,72 mmol,
1 Aq. bezogen auf die molare Menge an Cumaringruppen in 4 g Basispolymer)
vorgelegt und in Methanol (300 mL) gelost. Sauerstoff wurde durch Einleiten von
Argon fiir 30 min entfernt. AnschlieBend wurde die Losung auf 20 dickwandige
Borosilikat-Bestrahlungsrohrchen  (Fiillvolumen: 15 mL) mit Magnetriithrfisch
aufgeteilt und unter Argon mit Silikonsepten verschlossen. Die Bestrahlungsrohrchen
wurden in einem rotierenden Probenhalter platziert, der zusitzlich eine
Durchmischung der Proben gewihrleistet, und fiir 20 h mit breitbandigem UVA-Licht
(Amax = 350 nm) bestrahlt. Das Probenkarussell ermdglichte dabei eine gleichméBige
Bestrahlung aller Proben. AnschlieBend wurden alle Proben vereinigt und auf ca.
50 mL Losungsvolumen eingeengt. Das Polymer-Wirkstoff-Konjugat wurde aus
Diethylether (600 mL) ausgefillt. Die weitere Aufreinigung erfolgte nach Ldsen in
Ethanol (40 mL) durch Dialyse (Spectra/Por® 6, Dialysemembran aus reg. Cellulose -
MWCO 1000) gegen eine Mischung aus Ethanol/Aceton (2:1; 2,3L). Das
Dialysierbad  wurde zweimal erneuert. Das  Polymer-Wirkstoff-Konjugat
HS5FU::MeCumPHEMA wurde abschlieBend aus Diethylether (500 mL) ausgefillt und
bei 80 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,884 ¢ (72% bezogen auf die Polymereinwaage, Wirkstoff
unberiicksichtigt).
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Probenbezeichnung: CS090219-P285

Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, MeOD), 8/ppm: 7,80-6,35 (m, C5H, C6H, C8H), 5,50-5,28 (m,
ggf. C6'H), 4,36-3,54 (m, C1"H,, C2"H,), 2,40-0,60 (m, Polymerriickgrat, C11Hs,

C9'H, bis C13'H3).

PF-NMR (376 MHz, MeOD), &/ppm: -138,5, -139,1, -140,2, -141,5, -144,1, -145,0, -
151,5,-151,8, -152,2, -152,4, -153,4, -154,8, -156,7.

FTIR (ATR), viem™: 3461breit, 2941w, 2883w, 1761w, 1706s, 1539w, 1482w, 1454w,
1395w, 1250m, 1155s, 1074s, 1023m, 943w, 898m, 853w, 748w, 680w, 598w, 569w.

Tabelle 35. Polymeranalytik von HSFU::MeCumPHEMA.

M, M, M, I M, T, Tsq,

5990 8160 1,36 108 °C 336 °C

Tabelle 36. Elementaranalyse fiir HSFU::MeCumPHEMA.

C/% H/ % N/ %

gefunden 54,51 7,88 0,39

231




Experimenteller Teil

9.5.3 Synthese von Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC) im Rayonet-Reaktor

Das Basispolymer Poly(MMA-co-MAOEMC) (800 mg), 1-Heptanoyl-5-fluoruracil
(4,54 g, 18,7 mmol, 50 Aq. bezogen auf die molare Menge an Cumaringruppen in
0,8 g Basispolymer) und Benzophenon (68,2 mg, 0,374 mmol, 1 Aq. bezogen auf die
molare Menge an Cumaringruppen in 0,8 g Basispolymer) wurden in Acetonitril
(60 mL) gelost. Die Losung wurde gleichmidBig auf 4 Bestrahlungsrohrchen
(Fullvolumen: 15 mL) aus Borosilikatglas verteilt welche anschlieBend mit
Magnetriihrfischen ausgestattet und mit Silikonsepten verschlossen wurden. Es wurde
Argon in die Reaktionsmischungen eingeleitet um Sauerstoff zu entfernen. In einem
Probenkarussell platziert wurden die Reaktionsmischungen fiir 20 h im Rayonet-
Photoreaktor (Ap.x =350 nm) bestrahlt. Die Losungen wurden nach Beendigung der
Reaktion vereinigt und aufkonzentriert (ca. 10 mL). Das Polymer-Wirkstoff-Konjugat
wurde aus Methanol (250 mL) ausgefillt und zur weiteren Reinigung ein weiteres Mal
aus Methanol umgefillt. AbschlieBend wurde Poly(MMA-co-HSFU::MAOEMC) bei
80 °C 1m Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,547¢g (68 % Dbezogen auf die Polymereinwaage, Wirkstoff
unberiicksichtigt).

Probenbezeichnung: CS090423-P313
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Charakterisierung:

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 8/ppm: 8,51 (bs, N3"H), 7,40-6,30 (m, C5H, C6H,
C8H), 5,79 (dd, *J(C5"F) = 18 Hz, *J(C3H) = 12 Hz, C6"H), 5,40-5,30 (m, C6"H),
5,12 (d, *J(C5"F) =~ 19 Hz, C6"H), 4,50-3,90 (m, C1'H,, C2'H,), 3,58 (bs, -OCH;),
3,16-2,80 (m, C8"H,), 2,18-0,6 (m, Polymerriickgrat, C11H;, C9"H, bis C13"Hj).

PF-NMR (376 MHz, CDCl5), 8/ppm: -138,1, -144.9, -152.6.
FTIR (ATR), v/iem™: 2994w, 2951w, 2844w, 1725s, 1624w, 1585w, 1508w, 1478w,

1436m, 1388w, 1264m, 1241m, 1188m, 1146s, 988m, 968w, 912w, 841w, 810w,
751m, 627w, 565w.

Tabelle 37. Polymeranalytik von Poly(MMA(18,5)-co-H5SFU::MAOEMC(1)).

M, M, M, I M, T, Tsq,

50600 99200 1,96 132 °C 275 °C

Tabelle 38. Elementaranalyse fiir Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC).

C/% H/ % N/ %

gefunden 59,97 7,60 0,80

Tabelle 39. Auflistung weiterer beladener Copolymere Poly(MMA-co-H5SFU::MAOEMC). Die
Synthese erfolgte analog zu der oben aufgefiihrten Arbeitsvorschrift.

MAOEMC Ausbeute Stickstoffanteil
Bez. (Copolymer) / (Elementaranaly M,/ 10° M,/ M, T,/ °C
! %
mol% se) / %

CS090423-

P31l 1,1 69 0,30 53,7 1,60 127
CS090423-

P312 3,2 59 0,61 54,1 1,86 130
CS090423-

P313 5,1 68 0,80 50,6 1,96 132
CS090423-

P314 7,2 65 0,92 55,5 1,93 134
CS090423-

P315 10,3 67 1,13 62,0 1,86 138
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9.5.4 Synthese von H5FU::MeCumPoly(MMA-co-H5FU::MAOEMC) im
Rayonet-Reaktor

Die in der folgenden Tabelle 40 aufgefiihrten beladenen Copolymere basieren auf
MeCumPoly(MMA-co-MAOEMC) (CS080515-P157). Sie wurden anlog zu
Versuchsvorschrift 9.5.3 hergestellt. Lediglich der Uberschuss an 1-Heptanoyl-5-

fluoruracil wurde variiert.

Tabelle 40. Auflistung der in Abhingigkeit vom Uberschuss an 1-Heptanoyl-5-fluoruracil beladenen
Copolymere HS5FU::MeCumPoly(MMA-co-HSFU::MAOEMC). Polymeranalytische Daten des
Basispolymeren (CS080515-P157): M,(NMR) = 17540, M,(GPC)=19350, M, /M,=1,28. “Die
Molekulargewichtsverteilungen (Brechungsindexdetektor) zeigen eine, von P162 zu P166, immer
stiarker ausgeprigte Schulter.

I Stickstoffanteil
Bez. 4 (Elementaranalyse) / M,/ 10° M, IM, T,/ °C
H5FU %

CS080527- a

P162 50 0,64 24,6 1,20 128
CS080527- .

P163 20 0,43 24,9 1,26 128
CS080527- a

Pl64 10 0,32 23,9 1,39 127
CS080527- .

P165 5 0,29 23,5 1,43 127
CS080527- A

P166 1 0,15 25,0 1,49 127

PF-NMR (282 MHz, CDCl;) von CS080527-P162, &/ppm: -138,2, -138,3 -145,1,
-152,8.
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9.5.5 Synthese von H5FU::MeCumPMMA im Fallfilm-Photoreaktor

Das Basispolymer MeCumPMMA (3,47 g), 1-Heptanoyl-5-fluoruracil (5,04 g,
20,8 mmol, 50 Aq. bezogen auf die molare Menge an Cumaringruppen im
Basispolymer) und Benzophenon (15,1 mg, 0,083 mmol, 0,2 Aq. bezogen auf die
molare Menge an Cumaringruppen im Basispolymer) wurden in Acetonitril (260 mL)
gelost und in den Fallfilm-Photoreaktor iiberfiihrt. Die Temperatur des Cryostaten zur
Kiihlung des Strahlers und der Reaktionslosung wurde auf 10 °C eingestellt. Bei einer
Leistung der Umwélzpumpe von 70-80 % wurde fiir 30 min Argon (0,2 L/min) in die
Losung eingeleitet. AnschlieBend wurde der Gasstrom auf <0,05 L/min reduziert und
die Reaktionslosung bei 100 % Lampenleistung (700 Watt) fiir 4,5 h bestrahlt. In
regelmiBigen Abstinden wurde die Bestrahlung kurz unterbrochen um Proben fiir die
Umsatzkontrolle mittels UV/Vis-Spektroskopie zu entnehmen. Der Reaktionsumsatz
(Verbrauch an 4-Methylcumarin-Linkergruppen) lag bei 91 %. Die Reaktionslosung
wurde stark aufkonzentriert und das Polymer-Wirkstoff-Konjugat wurde aus Ethanol
(400 mL) ausgefillt. Zur weiteren Aufreinigung wurde erneut aus Ethanol umgefillt.
AbschlieBend wurde HSFU::MeCumPMMA bei 80 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute:  2,067g (60 % bezogen auf die Polymereinwaage, Wirkstoff
unberiicksichtigt).

Probenbezeichnungen: CS090731-P345
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Charakterisierung:

'H-NMR (300 MHz, CDCl;), d/ppm: 8,04 (bs, N3'H), 6,95-6,70 (m, C5H, C6H, C8H),
5,13 (d, "J(C5'F) = 19,6 Hz, C6'H) (es sind noch weitere, allerdings sehr schwache
Signale zu erkennen, die auf das Proton C6'H anderer Isomere zuriickzufiihren sind),
3,54 (bs, -OCH3), 3,13-2,76 (m, C8'H,), 2,22-0,50 (m, Polymerriickgrat, C11H3, C9'H,
bis C13'H3).

PF-NMR (376 MHz, CDCl3), &/ppm: -137,9, -138,9 (sehr schwach), -144,6 (sehr
schwach), -152,0 (sehr schwach).

Tabelle 41. Polymeranalytik von HSFU::MeCumPMMA (CS090731-P345).

Mn Mw MW/Mn Tg T5%

8110 9330 1,15 117 °C 371 °C

Tabelle 42. Elementaranalyse fiir HSFU::MeCumPMMA.

C/% H/ % N/ %

gefunden 59,45 7,97 0,19

Die Reaktion CS090901-P367 wurde analog zu obiger Versuchsvorschrift mit
folgenden Einwaagen durchgefiihrt.

Tabelle 43. Hochskalierter Ansatz der photochemischen Wirkstoffbeladung von MeCumPMMA im
Fallfilm-Photoreaktor.

Basispolymer MeCumPMMA 28¢g
1-Heptanoyl-5-fluoruracil 19,74 g 81,5 mmol 20 Aq.
Benzophenon 0,742 ¢ 4,07 mmol 1 Aq.
Acetonitril 2,1L

In die Reaktionslosung wurde vor Reaktionsbeginn 1 h lang Argon eingeleitet und
auch wihrend der Reaktion wurde ein konstanter Argonstrom (<0,05 L/min) aufrecht
erhalten. In regelmédBigen Abstinden wurde die Bestrahlung kurz unterbrochen um
Proben fiir die Umsatzkontrolle mittels UV/Vis-Spektroskopie zu entnehmen. Nach
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einer Bestrahlungsdauer von 8,5h lag der Reaktionsumsatz (Verbrauch an
4-Methylcumarin-Linkergruppen) bei 92 %.

Tabelle 44. Polymeranalytik von HSFU::MeCumPMMA (CS090901-P367).

M, M, M, I M, T, Tsq,

8590 9890 1,15 116 °C 356 °C
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9.6 Linsenvorlaufer

9.6.1 Nicht-faltbare, hydrophobe Linsenvorlaufer
Pripolymersynthese

Das Polymer-Wirkstoff-Konjugat HSFU::MeCumPMMA (1,002 g, 10 Gew.-%) und
2,2'-Azobis(2-methylpropionitril) (5,3 mg, 0,032 mmol, 0,059 Gew.-%  oder
0,036 mol% bezogen auf die Monomermischung) wurden in Methylmethacrylat
(9,009 g, 90 mmol, 90 Gew.-%) geldst und wenn notig durch einen Spritzenfilter
(PTFE, 200 nm Porengrofle) von Schwebeteilchen befreit in ein 25 mL Schlenkrohr
tiberfiihrt. Die Reaktionsmischung wurde durch Einleiten von Argon von Sauerstoff
befreit und unter Riihren in einem auf 93 °C vorgeheizten Olbad vorpolymerisiert. Die
Polymerisation wurde bei Erreichen einer honigartigen Konsistenz (ca. 18 min) durch
Abschrecken des Schlenkrohrs in fliissigem Stickstoff abgebrochen. Das sehr viskose
aber noch fliefihige Pripolymer wurde bis zur weiteren Verwendung bei -8 °C
aufbewahrt.

Substanzpolymerisation in der Flachkammer

Die Flachkammer wurde aus einer Silikondichtung, die zu einem U gebogen zwischen
zwei Glasscheiben (Fensterglas) durch duBeren Druck fixiert wurde, aufgebaut. 2,2'-
Azobis(2-methylpropionitril) (5,1 mg, 0,031 mmol) wurde unter Schiitteln im
Prapolymer (10 g) geldst. Das Priapolymer wurde anschlieBend iiber einen Trichter in
die Flachkammer eingefiillt. Der Einfiillbereich wurde mit der Silikondichtung
moglichst dicht verschlossen. Um der Volumenkontraktion und der dadurch bedingten
vorzeitigen Ablosung der Polymerplatte von den Glasscheiben der Flachklammer
entgegenzuwirken, wurde der #duBere Druck auf die Kammer durch Anbringen
zusitzlicher Leimklemmen schrittweise verstirkt. Aufrecht in einem Trockenschrank
platziert wurde der Vorldufer fiir 20 h bei 50 °C vorpolymerisiert. Vor Erhohung der
Temperatur sollte das Polymer bereits verfestigt sein, da es sonst zu Gasblasenbildung
kommen kann. Abschlieend wurde die Temperatur fiir 22 h auf 80 °C erhoht um die
Polymerisation zu vervollstindigen. Der transparente, homogene Linsenvorldufer
(Dicke: 2,6 mm) konnte nach Offnen der Form problemlos von den Glasscheiben der

Flachkammer abgel6st werden.
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Probenbezeichnung: CS070922-P77 (und CS070921-P76)

Tabelle 45. Thermische Analytik eines nicht-faltbaren, hydrophoben Linsenvorldufers (CS070921-
P76).

Tg TS% Tmax

102°C  275°C 373 °C

Tabelle 46. Optische Eigenschaften eines nicht-faltbaren, hydrophoben Linsenvorldufers (CS070922-
P77). Die Transmissionswerte wurden rechnerisch auf eine Schichtdicke von 1 mm angepasst.

T300 nm ! % T40() nm ! % TSOO nm ! % T700 nm ! % Dyrechnerisch, DSO

32,4 89,0 96,3 98,6 1,496

Die UV-Absorption ist ab A = 280 nm im Rahmen der Messgenauigkeit vollstindig.

9.6.2 Faltbare, hydrophobe Linsenvorlaufer

2,2'-Azobis(2-methylpropionitril) (7,8 mg, 0,048 mmol, 0,086 Gew.-%  oder
0,053 mol% bezogen auf die Monomermischung) und das Polymer-Wirkstoff-
Konjugat HSFU::MeCumPMMA (1,005 g, 10 Gew.-%) wurden in einer Mischung aus
Ethylacrylat (7,222 g, 72,1 mmol, 79,5 Gew.-% Anteil an der Monomermischung),
Methylmethacrylat (1,823 g, 18,2 mmol, 20,1 Gew.-%  Anteil an der
Monomermischung) und dem Vernetzer Ethylenglykoldimethacrylat (45 mg,
0,227 mmol, 0,5 Gew.-% Anteil an der Monomermischung) geldst. Die Losung wurde
anschlieBend iiber einen Spritzenfilter (PTFE, 200nm Porengrofe) von
Schwebeteilchen befreit und in einen 50 mL Stickstoffkolben iiberfiihrt. Sauerstoff
wurde durch Einleiten von Argon (15 min) in die Reaktionsmischung entfernt. In
einem auf 65 °C vorgeheizten Wasserbad wurde anschlieBend die diinnfliissige
Polymer/Monomer-Mischung unter Riithren vorpolymerisiert. Nach 15 min wurde die
Reaktion durch Abschrecken in fliissigem Stickstoff abgebrochen. Das sehr viskose
aber noch gieBfihige Prépolymer wurde bis zur weiteren Verwendung bei -8 °C
aufbewahrt.
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Substanzpolymerisation in der Flachkammer

Die Flachkammer wurde aus einer Silikondichtung, die zu einem U gebogen zwischen
zweil Glasscheiben (Fensterglas) durch duBeren Druck fixiert wurde, aufgebaut. Es
wurden 2,2'-Azobis(2-methylpropionitril) (7,5 mg, 0,046 mmol) in der Prapolymer-
mischung (10 g) gelost, bevor diese anschlieBend iiber einen Trichter in die
vorbereitete Flachkammer iiberfiihrt wurde. Der Einfiillbereich der Flachkammer
wurde mit der Silikondichtung moéglichst dicht verschlossen. In einem Trockenschrank
wurde der Linsenvorldufer aufrecht stehend in zwei Stufen auspolymerisiert. Um der
Volumenkontraktion und der dadurch bedingten vorzeitigen Ablosung des Polymeren
von den Glasscheiben der Flachklammer entgegenzuwirken, wurde der duf3ere Druck
auf die Kammer durch Anbringen zusitzlicher Leimklemmen verstirkt. Der Bildung
von sichtbaren Gaseinschliissen wurde vorgebeugt, indem zuerst iiber Nacht
(mindestens 20 h) bei 50 °C vorpolymerisiert wurde. Nachdem sich das Polymer
verfestigt hatte, wurde die Temperatur fir 45h auf 100 °C erhoht um die
Polymerisation zu vervollstindigen. Der transparente, homogene und flexible
Vorldufer (Dicke: 2,3 mm) konnte nach dem Offnen der Form von den Glasscheiben

der Flachkammer abgezogen werden.

Probenbezeichnung: CS071211-P121

Tabelle 47. Thermische Analytik eines faltbaren, hydrophoben Linsenvorlaufers.

Tg TS% Tmax

6°C 359 °C 400 °C

Tabelle 48. Optische Figenschaften eines faltbaren, hydrophoben Linsenvorldufers. Die

Transmissionswerte wurden rechnerisch auf eine Schichtdicke von 1 mm angepasst.

T300 nm ! % T400 nm ! % TSOO nm ! % T70() nm ! %

21,3 83,9 90,9 93,8

Die UV-Absorption ist ab A = 285 nm im Rahmen der Messgenauigkeit vollstidndig.

240



Experimenteller Teil

9.6.3 Faltbare, hydrophile Vorlaufer fir die Intraokluarlinsenherstellung

Uber Nacht wurde das Polymer-Wirkstoff-Konjugat HSFU::MeCumPHEMA (2,0 g,
25 Gew.-%) 1n einer Mischung aus 2-Hydroxyethylmethacrylat (4,402 g, 33,8 mmol,
55 Gew.-%), Methylmethacrylat (1,566 g, 15,6 mmol, 19,5 Gew.-%) und
Ethylenglykoldimethacrylat (41,4 mg, 0,209 mmol, 0,5 Gew.-%) gelost. 2,2'-Azobis(2-
methylpropionitril) (6 mg, 0,037 mmol, 0,1 Gew.-%  bezogen auf die
Monomervorlage) wurde in dieser Prdpolymermischung gelost. Schwebeteilchen
wurden durch Filtration (PTFE Spritzenfilter, 200 nm Porengrofle) aus der Losung
entfernt. Dabei wurde die Mischung direkt in eine gasdicht verschlieBbare
Rondenform aus Teflon® (Abbildung 145 auf Seite 182) iiberfiihrt. Jede zylindrische
Kammer (Durchmesser: 17 mm) wurde dabei mit ca. 1,1 g der Prdpolymerlosung
befiillt. AnschlieBend wurde die Polymerisation in 3 Stufen im Trockenschrank
durchgefiihrt. Um sichtbare Gaseinschliisse in den Polymerronden zu vermeiden,
wurde zuerst bei niedriger Temperatur (45 °C) fiir 43 h vorpolymerisiert. Anschlieend
wurde die Temperatur fiir 19,5 h auf 75 °C erhoht, bevor abschlieend bei 100 °C fiir
24 h auspolymerisiert wurde. Die Polymerronden konnten miihelos aus der Form

entfernt werden.

Einen Gewichtsverlust der gefiillten Rondenform durch abdampfendes Monomer
wurde nicht festgestellt. AuBerdem konnten sensorisch keinerlei Monomerddmpfe

wahrgenommen werden.
Probenbezeichnung: CS090305-P296

Die Hydratation der Vorldufer wurde in isotonischer Kochsalzlosung (0,9 Gew.-%
NaCl) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Innerhalb von 13 Tagen wurde eine
Massezunahme des Vorldufers (my=530,4 mg) von 159,8 mg registriert. Dies

entspricht einem einer Anteil von 23,2 Gew.-%.

Die Ronden wurden von der Firma Dr. Schmidt Intraokularlinsen spanabhebend zu
dreistiickigen, hydrophilen Intraokularlinsen mit einem Scheitelbrechwert zwischen
21,5 und 23,5 dpt verarbeitet.
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Tabelle 49. Optische Eigenschaften der faltbaren, hydrophilen Intraokularlinsen (ACT-W 614) im

hydratisierten Zustand - in Kochsalzlosung aufgenommen.’

Scheitelbrechwert  Tsp0nm / % T400nm / % Ts5000m / % T700 nm / %
21,5 dpt 1,9 90,8 98,0 99,8
22,5 dpt 1,9 89,6 97,4 99,5
23,5 dpt 2,1 88,1 97,1 99,6

Die UV-Absorption ist ab A = 340 nm im Rahmen der Messgenauigkeit vollstindig.

9.6.4 Faltbare, hydrophile Linsenvorlaufer fir in vitro Untersuchungen

Das Basispolymer MeCumPHEMA (0,75 g, 25 Gew.-%) wurde in einer Mischung aus
2-Hydroxyethylmethacrylat (1,65 g, 12,7 mmol, 55 Gew.-%), Methylmethacrylat
0,59 g, 5,89 mmol, 19,5Gew.-%) und Ethylenglykoldimethacrylat (15 mg,
0,076 mmol, 0,5 Gew.-%) iiber Nacht gelost. 2,2'-Azobis(2-methylpropionitril) (2 mg,
0,012 mmol, 0,09 Gew.-% bezogen auf die Monomermischung) wurde in dieser
Priapolymermischung gelost. Die Losung wurde anschlieBend durch einen
Spritzenfilter (PTFE, 200 nm Porengrée) von Schwebeteilchen befreit und in ein
diinnwandiges Reagenzglas iiberfiihrt. Dieses wurde mit einem Magnetriihrfisch
versehen und mit einem Septum dicht verschlossen. AnschlieBend wurde der Raum
tiber der Prépolymerlosung mit Argon fiir 10 min mit Argon gespiilt. In einem auf
60 °C vorgeheizten Wasserbad wurde bis zum Erstarren der Losung (60 min)
vorpolymerisiert. AnschlieBend wurde der Linsenvorldufer in einem Trockenschrank
in zwei Stufen (50 °C (21 h)/100 °C (48 h)) auspolymerisiert. Durch vorsichtiges
Zerstoren der diinnen Glaswinde wurde der transparente, farblose und blasenfreie
zylindrische Vorldufer aus der Form isoliert.

Probenbezeichnung: CS090803-P346D

> Diese Messungen wurden von der Firma Dr. Schmidt Intraokularlinsen durchgefiihrt und fiir diese Arbeit zur

Verfiigung gestellt.
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Tabelle 50. Quellverhalten hydrophiler Polymerronden in isotonischer Kochsalzlosung in

Abhingigkeit von der Zusammensetzung.

Prozentuale Zusammensetzung

Bez. | Hydra/tzéi(x}a _n(;och 6d

Basispolymer = HEMA MMA  EGDMA )
A 0 80 19,5 0,5 23,6
B 25 65 9.5 0,5 28,8
C 25 60 14,5 0,5 25,8
D 25 55 19,5 0,5 23,5
E 25 50 24.5 0,5 20,8
F 0 99,5 0 0,5 36,8
G 5 75 19,5 0,5 23,3
H 10 70 19,5 0,5 23,3
I 15 65 19,5 0,5 233
J 20 60 19,5 0,5 24,1
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9.7 Photochemische Wirkstofffreisetzung

Bei der Aufbewahrung oder dem Transport der zu bestrahlenden Losungen,
Linsenvorldufer oder Intraokularlinsen wurde sorgfiltig darauf geachtet, dass keine
vorzeitige und unbeabsichtigte Wirkstofffreisetzung ausgelost wird. Alle Proben
wurden gegen kurzwellige UV-Strahlung abgeschirmt.

9.7.1 UV-induzierte Freisetzung aus Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
(1PA)

Fiir die UV-induzierte Wirkstofffreisetzung wurde eine verdiinnte Losung des zu
untersuchenden Polymer-Wirkstoff-Konjugats hergestellt, 3 mL dieser Losung in eine
Quarzglaskiivette (optische Wegldnge: 10 mm) gefiillt und mit einem Magnetriihrfisch
versehen. Die Kiivette wurde anschlieBend im Fluoreszenzspektrometer bei
A =266 nm (Bandbreite +10nm) bestrahlt. Die Losung wurde dabei stindig
durchmischt. In regelmifBigen Abstinden wurde die Bestrahlung unterbrochen um die
4-Methylcumarin-Regeneration  mittels  UV/Vis-Spektroskopie zu  verfolgen.
Zusitzlich wurden Proben entnommen (150 pL), die anschlieBend auf freien
Wirkstoff, bzw. die freigesetzte Wirkstoffvorstufe 1-Heptanoyl-5-fluoruracil analysiert
wurden. Bei der Freisetzung in Acetonitril/Wasser wurden die dicht verschlossenen

HPLC-Proben vier Tage nach der Freisetzung HPLC-analytisch untersucht.

Tabelle 51. Verwendete Losungsmittel in Abhingigkeit des zu untersuchenden Polymer-Wirkstoff-

Konjugats.
Polymer-Wirkstoff-Konjugat Losungsmittel(-gemisch)
H5FU::MeCumPMMA Tetrahydrofuran
H5FU::MeCumPoly(MMA-co-H5FU::MAOEMC) Tetrahydrofuran
H5FU::MeCumPHEMA Methanol
Poly(MMA-co-H5FU::MAOEMC) Acetonitril/Wasser (10 : 1)
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9.7.2 Laserinduzierte Freisetzung aus Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
(2PA)

Fiir die laserinduzierte Wirkstofffreisetzung wurde das zu untersuchende Polymer-
Wirkstoff-Konjugat im jeweiligen Losungsmittel gelost. AnschlieBend wurde 1 mL der
Losung in eine Quarzglaskiivette (optische Weglidnge: 10 mm) gefiillt, die mit einem
Magnetriihrfisch ausgestattet war. Um die Wirkstofffreisetzung zu induzieren wurde
die Losung jeweils 45 min bei einer festgelegten Pulsenergie (Ps3; 4m) zwischen 20 und
100 mJ bestrahlt und dabei stindig geriihrt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 158
dargestellt und wurde fiir die Untersuchungen von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. M.
Motzkus zur Verfiigung gestellt. Im Anschluss an die Bestrahlung wurde die
Verinderung der Konzentration an freien 4-Methylcumarin-Linkergruppen mittels
UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. Vor jedem neuen Bestrahlungszyklus wurde die
Polymer-Wirkstoff-Konjugat-Losung  gegen  nicht  bestrahlte =~ Stammldsung
ausgetauscht.

Tabelle 52. Verwendete Losungsmittel und Konzentrationen der Losungen in Abhédngigkeit des zu
untersuchenden Polymer-Wirkstoff-Konjugats.

Polymer-Wirkstoff-Konjugat Losungsmittel Konzentration
H5FU::MeCumPMMA Acetonitril 7,19 mg/mL
H5FU::MeCumPHEMA Methanol 7,24 mg/mL

Tabelle 53. Eigenschaften der eingesetzten Laserstrahlung.

Wellenldnge 532 nm
Pulsenergie (532 nm) 20-100 mJ
Pulsdauer 3ns
Frequenz 100 Hz
Strahldurchmesser 5,5 mm (nicht fokussiert)

Die Pulsenergie des frequenzverdoppelten Laserstrahls, also der tatsdchlich emittierten
Strahlung, entspricht nicht der in der Steuersoftware des Nd: YAG-Lasers eingestellten
und gemessenen Energie. Dabei handelt es sich um die Energie der Laserpulse vor der
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Frequenzverdopplung. Der Zusammenhang zwischen tatsdchlicher emittierter und

eingestellter Pulsenergie ist in Abbildung 159 dargestellt.
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Abbildung 159. Gemessene Pulsenergie (532 nm) in Abhiingigkeit von der in der Steuersoftware des

Laser eingestellten Pulsenergie (fpys = 100 Hz, tpys = 3 nS, Dsyan = 5,5 mm).

9.7.3 UV-induzierte Freisetzung aus Linsenvorlaufern und
Polymerfilmen (1PA)

An dieser Stelle wird nur das allgemeine Vorgehen bei den Experimenten beschrieben.
Informationen, beispielsweise beziiglich der verwendeten Linsenvorldufer und der
Bestrahlungsdauer sind in der Ergebnisdiskussion aufgefiihrt. Fiir die UV-induzierte
Freisetzung der Wirkstoffvorstufe 1-Heptanoyl-5-fluoruracil wurde der Vorldufer in
einer 4-Fenster Quarzglaskiivette an einer Fensterseite anliegend positioniert. Zuvor
wurde die Kiivette abhingig vom Material des Vorldufers mit ention. Wasser bzw.
isotonischer Kochsalzlosung befiillt (Tabelle 54). Die Kiivette wurde anschlieBend
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dicht verschlossen. Die Wirkstofffreisetzung erfolgte jeweils durch Bestrahlung des
Probenkdrpers bei A = 254 nm mit einer Philips TUV PL-S 9W UVC-Lichtquelle fiir
eine vorgegebene Zeitspanne. Der Abstand der Kiivette zur Lichtquelle betrug ca.
12 mm. Die Wirkstoffdiffusion aus dem Material wurde anschlieBend UV/Vis-
spektroskopisch verfolgt. Der schematische Versuchsaufbau ist in Abbildung 160
dargestellt.

Tabelle 54. Verwendetes, den Vorlaufer umgebendes Medium in Abhéngigkeit des zu untersuchenden
Vorldufermaterials.

Material des Vorldufers den Vorldufer umgebendes

Medium
hydrophobes Acrylat ention. Wasser
hydrophiles Acrylat isotonische Kochsalzlosung

UV/Vis-Analytik
-

-
-

UV-Lichtquelle ——
-

Abbildung 160. Versuchsaufbau fiir die UV-induzierte Wirkstofffreisetzung aus Linsenvorldufern.

Wurde die Wirkstoffdiffusion aus einem Polymerfilm beobachtet (nur moglich bei
nicht vernetzten Linsenvorldufermaterialien) wurde dieser gezielt auf die Innenseite
eines Fensters der Quarzglaskiivette aufgebracht. Nach vollstandiger Trocknung wurde
die Kiivette mit ention. Wasser befiillt und dicht verschlossen. Das weitere Vorgehen
entspricht dem oben beschriebenen.

9.7.4 UV-induzierte Freisetzung aus hydrophilen Intraokularlinsen (1PA)

Die hydrophile, faltbare Intraokularlinse (Mpygraisierr =25,7 mg) wurde in der
zweiteiligen, fiir diese Arbeit von der Feinmechanikwerkstatt hergestellten,
Linsenhalterung aus Polyoxymethylen (siehe Abbildung 150) fixiert. Die Halterung
wurde in einer mit 1,2 mL isotonischer Kochsalzlosung (0,9 Gew.-%) gefiillten
4-Fenster Quarzglaskiivette platziert. Die Bildung von Luftblasen war hierbei zu
vermeiden. Die Kiivette wurde dicht verschlossen. AnschlieBend wurde die
Wirkstofffreisetzung mit einer Philips TUV PL-S 9W UVC-Lichtquelle (A = 254 nm)
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induziert. Die Vorder- und die Riickseite der Linse wurden jeweils 60 s der UV-
Strahlung ausgesetzt. Der Abstand der Kiivette zur Lichtquelle betrug ca. 12 mm. Eine
schematische Abbildung des Versuchsaufbaus in unten dargestellt.

UV/Vis-Analytik
P

-
-

i ool i~ N
UV-Lichtquelle o %

-
-

Abbildung 161. Versuchsaufbau fiir die UV-induzierte Wirkstofffreisetzung aus hydrophilen
Intraokularlinsen.

Die Wirkstoffdiffusion aus der Linse in die umgebende Losung wurde UV/Vis-
spektroskopisch verfolgt. FEine Quantifizierung der freigesetzten Menge an
5-Fluoruracil erfolgte nach 3 Tagen auch per HPLC.

9.7.5 Laserinduzierte Freisetzung aus hydrophilen Intraokularlinsen
(2PA)

Fiir die laserinduzierte Wirkstofffreisetzung aus den hydrophilen, faltbaren
Intraokularlinsen wurde der Laseraufbau (vgl. Abbildung 162) der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. N. Hampp genutzt. Die Linse wurde in einer fiir diese Arbeit von der
Feinmechanikwerkstatt angefertigten Halterung fixiert und in eine Quarzglaskiivette
(optische Weglidnge: 10 mm) gefiillt mit 1,2 mL isotonischer Kochsalzlosung
vorsichtig abgesenkt. Dabei ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen im
ausgesparten Bereich um die Linse zuriickbleiben. Die Kiivette wurde verschlossen
bevor die Wirkstofffreisetzung durch Bestrahlung der Linse mit aufgeweiteten und
parallelisierten Laserpulsen (A =532 nm, fpy, =40 Hz, tpys =3 ns, Dsyan = 5,5 mm)
induziert wurde. Die Aufweitung war notwendig, da der Querschnitt des Laserstrahls
auf Grund einer Beschddigung des Nd:YAG Kristalls nicht mehr kreisformig war.
Durch eine Blende vor der Kiivette wurde der Strahl auf einen Durchmesser von
5,5 mm begrenzt. Von der Optik der Linse (& = 6 mm) wurde so nur ein schmaler
Randbereich nicht bestrahlt.
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Abbildung 162. Versuchsautbau fiir die laserinduzierte Wirkstofffreisetzung aus hydrophilen
Intraokularlinsen.

Da die Intraokularlinse den Laserstrahl fokussierte und es vermieden werden sollte,
dass dieser Fokus die Kiivette beschiddigt, wurde die Kiivette so positioniert, dass der
Laserstrahl zuerst das mit Kochsalzlosung gefiillte Volumen der Kiivette durchlief
bevor er auf die Linse traf.

Die Konzentration an 5-Fluoruracil in der Kochsalzlosung wurde 6 Tage nach der
Bestrahlung mittels HPLC bestimmt.

Tabelle 55. Eigenschaften der eingesetzten Laserstrahlung.

Wellenlinge 532 nm
Pulsenergie (532 nm) 35-75 m]
Pulsdauer 3 ns
Frequenz 40 Hz
Strahldurchmesser 35 mglagﬁighes\;;it)et und
Pulsenergie (532 nm) Gesamtenergie
37,7ml] 4,16 kJ
55,4 mJ 11,97 kJ
73,2 m] 15,81 kJ
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Abbildung 163. Gemessene Pulsenergie (532 nm) in Abhéngigkeit von der in der Steuersoftware des

Laser eingestellten Pulsenergie (fpys=40Hz, tpys=3ns, Dspan =5,5 mm aufgeweitet und
parallelisiert).
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9.8 Poly(MMA-co-MAOEMC)-Latexpartikel

9.8.1 Synthese einer Poly(MMA-co-MAOEMC) Latex-Dispersion

In einem Schlenkrohr mit einem zusitzlichen NS14 Ansatz wurden 7-(2'-
Methacryloyloxyethoxy)-4-methylcumarin (658 mg, 2,28 mmol, 5 mol% Anteil an der
Monomermischung), Natriumdodecylsulfat (263 mg, 0,912 mmol, 5,3 Gew.-% auf die
Monomervorlage bezogen) und ention. Wasser (20 g) vorgelegt. Unter Riithren (KPG-
Riithrwerk, 500 U/min) wurde Methylmethacrylat (4,34 g, 43,4 mmol, 95 mol% Anteil
an der Monomermischung) zugegeben. Durch die Suspension (MAOEMC liegt noch
als Feststoff vor) wurde fiir 30 min Argon geleitet um Sauerstoff zu entfernen.
AnschlieBend wurde die Reaktion im Olbad auf 80 °C aufgeheizt. Beim Erreichen der
Temperatur wurde Kaliumperoxodisulfat (111 mg, 0,411 mmol, 0,9 mol% auf die
Monomervorlage bezogen) zugegeben. Nach kurzer Zeit bildete sich eine milchig
weille Emulsion. Nach 3 h wurde die Reaktion durch Abkiihlen auf Raumtemperatur
abgebrochen. Der typische Geruch von Methylmethacrylat war nicht mehr
wahrzunehmen, was fiir einen hohen Umsatz spricht. Ein kleiner Teil der Latex wurde

aus angesduertem Methanol fiir die Polymeranalytik ausgefillt.

Probenbezeichnung: CS090818-P356

251



Experimenteller Teil

Charakterisierung:

Tabelle 56. Analytik der Emulsion bzw. der Latexpartikel.

Mittlere Grqﬁ ¢ der Mittlere Gro3e der
Feststoffgehalt Latexpartikel Latexpartikel (REM)
(Lichtstreuung) p
18 % 52 nm* 42 nm”

* Die GroBenverteilung nach der Intensitit wurde ausgewertet. ° Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen wurden mit dem Programm ImageJ ausgewertet. Es wurden 50 Partikeldurchmesser

vermessen und gemittelt.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3), 8/ppm: 7,56 (d, *J(C6H) = 8,6 Hz, 1 H, C5H), 6,98-6,72
(m, 2 H, C6H, C8H), 6,16 (s, 1 H, C3H), 4,42-4,14 (m, 4 H, C1'H,, C2'H,), 3,69-3,45
(m, 54 H, -OCHj; breites Singulett, aufgespalten durch MAOEMC-MMA- neben
MMA-MMA-Diaden), 2,43 (s, 3 H, C11H3), 2,20-0,58 (m, 98 H, Polymerriickgrat).

FTIR (ATR), v/iem™: 2993w, 2950w, 2840w, 1722s, 1615w, 1560w, 1479w, 1436m,
1388w, 1370w, 1264m, 1240m, 1189m, 1143s, 1071m, 986m, 913w, 842w, 810w,
750w, 707w, 633w, 588w, 569w.

Tabelle 57. Polymeranalytik von Poly(MMA-co-MAOEMC).

MAOEMC
(Copolymer) M, T, Tsq
/ mol%
5,3 10°-10° 120 °C 313 °C

“ Molekulargewicht auBerhalb der Kalibration.

9.8.2 Elektrospinnen einer Latex-Dispersion aus Wasser

Uber Nacht wurde bei einer Temperatur von 80 °C eine Losung von Polyvinylalkohol
(20 Gew.-%) in ention. Wasser hergestellt. Diese Losung (1 g, entspricht 200 mg PVA)
wurde mit der in Abschnitt 9.8.1 hergestellten Latex-Dispersion (2,064 g, entspricht
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372 mg Latex incl. Tensid) zu einer homogenen Masse vermischt. Es wurde kein

zusitzliches Tensid zugesetzt.

Tabelle 58. Zusammensetzung der zu verspinnenden Latex-Dispersion.

Polyvinylalkohol Latex

6,5 Gew.-% 12,1 Gew.-%

Die Elektrospinnversuche wurden in einer von der Arbeitsgruppe konstruierten
Apparatur durchgefiihrt. Eine Spritze (2 mL), welche die zu verspinnende
Polyvinylalkohol/Latex-Dispersion-Mischung (1 mL) enthielt wurde mit einer Kaniile
(0,45 mm Innendurchmesser, die Spitze wurde rechtwinklig abgeschnitten und
entgratet) bestiickt und in einem Abstand von 20 cm (Abstand Kaniilenspitze
Gegenelektrode) oberhalb der tellerférmigen Gegenelektrode platziert. Ein hydraulisch
angetriebener Kolben oberhalb der Spritzenhalterung ermoglichte einen konstanten
Vorschub der Spritze und damit einen konstanten Volumenfluss der Polymerlosung.
Die Kaniile wurde mit der Hochspannungsquelle {iber einen keilférmigen
Messingkontakt an der Spritzenhalterung verbunden. Durch manuellen Vorschub der
Spritze wurde an der Kaniilenspitze ein Tropfen der Polyvinylalkohol/Latex-
Dispersion-Mischung erzeugt. An die Kaniile wurde anschlielend eine Spannung von
20 kV, an die Gegenelektrode eine Spannung von 5 kV (entgegengesetzte Polaritit)
angelegt. Durch das elektrische Feld wird der Tropfen an der Kaniilenspitze elektrisch
aufgeladen. Die AbstoBung der Ladungstriger auf der Oberflidche des Tropfens und die
Coulomb-Krifte des duBeren elektrischen Feldes wirken der Oberflichenspannung des
Tropfens entgegen und deformieren diesen zum so genannten Taylor-Konus. Es
kommt schlieBlich zur Ausbildung eines Jets in Richtung der Gegenelektrode. Die
AbstoBung der Ladungstriger auf der Oberfliche des Jets bewirkt ein starkes
Verstrecken und damit eine rapide Verringerung des Jetdurchmessers. Durch
gleichzeitiges Verdunsten des Losungsmittels wird die Matrixpolymer/Dispersion-
Mischung zu einer Faser verfestigt. Der Weg zur Gegenelektrode verldauft nicht
gradlinig sondern spiralférmig (,,bending instabilities*). Dies fiihrt zu einer extremen
Verlingerung der Wegstrecke bis zum Abscheiden der Fasern und ermdoglicht so die
Bildung von Nanofasern. Die Latexfasern wurden auf Glasobjekttrigern und auf
Alufolie abgeschieden, mit der die Gegenelektrode vor dem Experiment umbhiillt

wurde.
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Probenbezeichnungen: CS090824-P357/P358

Tabelle 59. Zusammenfassung der Bedingungen wihrend des Elektrospinnversuchs.

Entfernung der Elektroden zueinander 20 cm

Angelegte Spannungsdifferenz 25kV
Flussrate 2,4 mL/h
Kaniileninnendurchmesser 0,45 mm

Temperatur 22 °C

relative Luftfeuchte 60 %

Tabelle 60. Zusammensetzung und Durchmesser der erhaltenen Fasern.

Zusammensetzung der Fasern

Faserdurchmesser (REM)
Polyvinylalkohol Latex

270 nm? 35 Gew.-% 65 Gew.-%

* Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Programm Image] ausgewertet. Es

wurden 50 Fasern vermessen und deren Durchmesser gemittelt.

9.8.3 UV-Vernetzung und Entfernen des Matrixpolymers

Die Fasermatten wurden kreisformig ausgestanzt und zwischen zwei Glasobjekttrigern
senkrecht aufgehéngt fiir 2 h im Rayonet-Reaktor (A,,x = 350 nm) bestrahlt.

Um die Stabilitit der Latexfasern beurteilen zu konnen wurden die UV-bestrahlten,
sowie die nicht bestrahlten Fasermatten fiir 1 h in ention. Wasser bei Raumtemperatur
aufbewahrt, anschlieBend kurz abgespiilt und ausgiebig getrocknet. Die auf
Aluminiumfolie = aufgebrachten Latexfasern wurden elektronenmikroskopisch
untersucht.
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10 Anhang: Cumarinfunktionalisierte Latexpartikel

Der Literaturiiberblick in Abschnitt 4.5 hat gezeigt, dass cumarinfunktionalisierte
Polymere vielféltig eingesetzt wurden und werden. Die photochemischen aber auch
die photophysikalischen Eigenschaften der entsprechenden Materialien, und wie diese
fir konkrete Anwendungen genutzt werden konnen ist meist Mittelpunkt der
jeweiligen Forschung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch mittels Emulsions-
polymerisation eine wissrige Latex aus Poly(MMA-co-MAOEMC) (CS090818-P356)
hergestellt. Es konnte ein Feststoffgehalt von 18 Gew.-% realisiert werden. Die
mittlere GroBe der entsprechenden Latexpartikel lag bei ca. 50 nm. Chromophore, die
an der Oberfliche dieser Partikel liegen konnten beispielsweise in photochemischen
Folgereaktionen umgesetzt bzw. weiter funktionalisiert werden. Es ist moglich wieder
in  Richtung kontrollierter photoinduzierter Freisetzung zu gehen und
Wirkstoffmolekiile zu immobilisieren. Aber auch Polymerketten mit endstdndigen
photoreaktiven Cumaringruppen konnten photochemisch aufgepfropft werden und so
eine Moglichkeit bieten Latexpartikel weiter zu funktionalisieren bzw. zu
modifizieren. Auch andere Nanostrukturen sind denkbar: Beispielsweise konnten im
Elektrospinnverfahren Fasern mit Polyvinylalkohol als Matrix aus Wasser hergestellt
werden (Abbildung 164).

Abbildung 164. REM-Aufnahmen von Latexfasern (35 Gew.-% PVA, 65 Gew.-% Poly(MMA-co-
MAOEMC)-Latex) versponnen aus Wasser (6,5 Gew.-% PVA, 12,1 Gew.-% Latex). Unbehandelte
Fasern (links), unbehandelte Fasern nach Wasserextraktion (Mitte), nach 2h UV-Bestrahlung
(Mmax = 350 nm) und anschlieBender Wasserextraktion (rechts).

Der durchschnittliche Faserdurchmesser lag bei 270 nm. In Wasser waren diese
unbehandelten Fasern nicht stabil. Nach einer 2 stiindigen UV-Bestrahlung
(Amax = 350 nm) wurde eine deutlich hohere Faserstabilitdt in Wasser festgestellt. Ob

diese tatsdchlich auf eine Vernetzung der Cumaringruppen an der Oberflache und
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zwischen einzelnen Partikeln zuriickzufiihren ist, oder ob andere photochemische
Prozesse eine Rolle spielen, konnte nicht gekldart werden und bleibt offen fiir

nachfolgende Arbeiten.
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