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Sperrvermerk

Die vorliegende Dissertation mit dem Titel “Polymerbasierte Nanokapseln zum
passiven Wirkstofftransport® enthilt vertrauliche Daten und Informationen des
Fraunhofer-Zentrums fiir Angewandte Nanotechnologie IAP-CAN.

Die Dissertation darf nur dem Erst- und Zweitgutachter sowie befugten Mitgliedern
des Priifungsausschusses zugéinglich gemacht werden. Eine Veréffentlichung und Ver-
vielfaltigung der Dissertation ist - auch in Ausziigen - nicht gestattet.
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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird eine neuartige Verkapselungsmethode zur Herstel-
lung beladener Polymerkapseln gezeigt. Durch die gewihlte Polymeroberflache, die
Optimierung der Partikelgrofle sowie in Abhingigkeit des Zetapotenzials, wird eine
gezielte Adressierung der sinusoidalen Leberendothelzellen (LSECs) ermoglicht. Der
Aufbau der Nanokonstrukte beruht auf der Ausbildung einer inversen Mizelle, in der
die hydrophile Beladung eingeschlossen ist. Eine Quervernetzung sorgt fiir die notige
Stabilitat und verhindert die unspezifische Freisetzung der Beladung. Durch einen In-
terkalationsprozess, der auf VAN DER WAALS-Wechselwirkungen aliphatischer Seiten-
ketten basiert, konnte eine Polymeroberflache eingebracht und somit eine Wasserlos-
lichkeit der Gesamtkonstrukte erreicht werden.

Die Ausbildung der inversen Mizellen erfolgte durch die Verwendung von Ammonium-
salzen. Diese wurden zunichst in einer zweistufigen Synthese mit unterschiedlichen
aliphatischen Seitenketten in guten Ausbeuten und hoher Reinheit synthetisiert. Zum
Tracking der Polymerkapseln in in vitro und in vivo Studien, wurden fluoreszente
Rhodaminfarbstoffe eingesetzt. In einem Losungsmittel-Screening wurden in Tetrahy-
drofuran (THF) die kleinsten Mizellen unter Erhaltung der Fluoreszenzeigenschaften
der Farbstoffe erhalten. Durch eine photoinduzierte Thiol-en Reaktion konnte fiir ei-
nige Ammoniumbromide eine vollstdndige Quervernetzung bereits nach kurzer Be-
strahlungszeit und eine Stabilitit der mizellaren Konstrukte iiber mehrere Wochen
erreicht werden. Ein ausgiebiger Optimierungsprozess fiir den zweiten Phasentrans-
fer beinhaltete die Reduzierung des notwendigen Polymeranteils sowie die Verklei-
nerung der erhaltenen Nanokapseln, um die groBenspezifische Zellaufnahme!l"3! in
Kupffer-Zellen zu vermindern. Dadurch konnten langzeitstabile Losungen sowie die
erfolgreiche Adressierung der LSECs gezeigt werden. Weiterhin bieten die hergestell-
ten Nano-Carrier die Moglichkeit das Losungsmittel unter Erhalt der Stabilitét voll-
standig zu entfernen, wodurch eine Lagerung im trockenen Zustand sowie das an-
schlieBende Losen in wassrigen Medien mit exakten Konzentrationsangaben ermog-
licht wird.






2. Abstract

2. Abstract

In the present work, a new encapsulation method for loaded polymer based nanopar-
ticles is presented. Based on the polymer surface, the optimization process regarding
the overall size and the value of the zeta potential, an accumulation in the liver
sinusoidal endothelial cells (LSECs) occured almost exclusevly. The structure of the
nanoconstructs consists of the entrapment of hydrophilic cargo within a reverse
micelle. Stability is given via cross-linking and furthermore inhibits unspecific release
of cargo. As a result of the intercalation process, based on VAN DER WAALS inter-
actions, a polymer shell could be introduced and therefore gave rise to water-soluble

nano-carriers.

The formation of reverse micelles was based on ammonium salts with different alipha-
tic side chains, which were synthesized in a two-step synthesis. The compounds could
be isolated in good yields and high purity. For tracking the loaded nanoparticles in
vitro and in vivo, fluorescent rhodamine dyes were used as cargo. During a solvent
screening, tetrahydrofuran (THF) showed the formation of small micelles keeping the
fluorescent properties intact. In a photoinduced thiol-ene reaction, a complete turn-
over could be achieved for some ammonium bromides within a short reaction time and
therefore allow stability of the micellar structures for weeks. A thorough optimization
process during the second phase transfer implicated a tremendous reduction of requi-
red polymer and decrease in particle diameter, thus reducing size-dependent cellular
uptakell3! by Kupffer cells. Additionally, long-term stability in solution and selective
delivery to LSECs was achieved. By removal of the solvent, the nano-carrier showed
complete stability allowing storage in dryness as well as preparing aqueous solutions

with exact concentrations.






3. Einleitung

3. Einleitung

Alle vielzelligen Tiere, auch Metazoa genannt, besitzen ein komplexes, angeborenes
Immunsystem als Schutz vor schadlichen Mikroorganismen.”! Das Grundprinzip
beruht auf der Bildung arttypischer Rezeptoren, die wiederkehrende Muster in den
Pathogenen erkennen.[®! Die Anforderungen, welche an dieses System gestellt wer-
den, beinhalten die Erkennung und Beseitigung von Pathogenen, ohne dabei eigenes
Gewebe anzugreifen. Dieses universelle und rapide agierende Schutzsystem bewahrt
vor einer Vielzahl schwerwiegender Infektionen, kann durch die Immunantwort aller-
dings auch das eigene System schidigen. Dadurch wird unter anderem zu der Ent-
wicklung von Autoimmunkrankheiten und Asthma beigetragen. Wirbeltiere besitzen
neben dem angeborenen noch das adaptive Immunsystem.#®! Dieses unterscheidet
sich vom angeborenen Immunsystem, da es in der Lage ist ein immunologisches Ge-
déachtnis zu entwickeln und somit die Grundlage fiir die Immunisierung vor Infektions-
krankheiten darstellt. Dies geschieht, indem es eine Vielzahl an Leukozyten produ-
ziert, die jeweils unterschiedliche Antigen-Rezeptoren besitzen. Eine Klasse der Leu-
kozyten sind die Lymphozyten, die mithilfe der sich auf der Oberflache befindlichen Re-
zeptoren die pathogenen Antigene erkennen und passende Antikérper generieren. !
Trotz dieser komplexen Schutzvorkehrungen des Korpers sind Krankheiten allzu ge-
genwartig und das Interesse am Verstiandnis der Wirkweise und der Beeinflussung
des Immunsystems immens.”8! Es spielen nicht nur die interzellulire Kommunika-
tion der Leukozyten und die daraus resultierende Immunantwort eine wichtige Rol-
le, sondern zudem auch der Schutz der verwendeten Medikamente vor Proteolyse,!
ungewollter Wechselwirkung mit hydrophoben Oberflichen19 sowie der mit Neben-
wirkungen behaftete metabolische Abbau.llll Hier kommt die Nanotechnologie zum
Einsatz, die sich mit der Wissenschaft von Partikeln im Bereich von 0.1-100 nm be-
schaftigt.12] Durch die Verwendung von sogenannten Nano-Carriern wie beispielswei-
se Liposomen, Hydrogelen, Mizellen oder Nanopartikeln, konnen zum einen wasserun-
losliche Substanzen eingesetzt und zum anderen die Proteine und Peptide geschiitzt
werden. Einige dieser Konstrukte befinden sich bereits in der klinischen Studie oder
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sind kommerziell erhaltlich.13:14 Ein wichtiger Aspekt bei der Verkapselung der ein-
gesetzten Peptide ist die Erhaltung der Entitiat. Das bedeutet, die Molekiilstruktur
darf sich beim Verkapselungsprozess nicht verandern, da ansonsten eine erneute Zu-
lassung des Medikaments notig wire. Weiterhin ist eine grofle Herausforderung, eine
zellspezifische Adressierung dieser Nano-Carrier zu erreichen, um die Medikamen-
tendosis verringern und so die Wahrscheinlichkeit von Nebenwirkungen reduzieren

zu konnen.
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4.1. Korpereigene Immunabwehr

Der Schutz des menschlichen Korpers vor schiadlichen Mikroorganismen setzt sich
aus dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem zusammen. Dabei nutzt das
angeborene Immunsystem unterschiedliche Mechanismen aus, deren Wichtigkeit im
Folgenden verdeutlicht werden soll. Der saure pH-Wert des Magens ist in der La-
ge unverdaute Mikroorganismen abzutoten. Weiterhin kann durch die Erhohung der
Korpertemperatur das Wachstum einiger Pathogene gehemmt werden. Schleimh&u-
te, beispielsweise die des Darms, fungieren als weitere Schutzbarriere.’®! Im Darm-
trakt erfolgt die Verdauung, Absorption und der Metabolismus der aufgenommenen
Néhrstoffe, die anschlie3end ins Blut iibertragen und zur Leber transportiert werden.
Folglich ist eine gesunde Darmschleimhaut von grofler Wichtigkeit. Allerdings ist es
auch moglich, dass Pathogene die Schutzfunktion des Darms unbemerkt passieren
oder durch das Gallenepithel direkt zur Leber und somit in den Blutkreislauf gelan-
gen. Es sind daher weitere Schutzfunktionen notwendig, um den Korper ausreichend
zu schiitzen.19! Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, Chemokine und Cyto-
kine zu produzieren, die zur Zellkommunikation benotigt werden. Diese bekdmpfen
die Erreger nicht direkt, sondern steuern den Blutfluss zum infektiésen Gewebe, so
dass eine Anreicherung von Leukozyten erfolgt.l! Zu der Zellklasse der Leukozyten
gehoren unter anderem die sogenannten Makrophagen. Diese konnen Schadstoffe er-
kennen, aufnehmen und abtéten (Phagozytose). Weiterhin initiieren sie die Immun-
antwort gegeniiber Pathogenen, indem sie die Antigene den zum adaptiven Immunsys-
tem gehorigen antigenspezifischen CD4% T-Zellen vorstellen./*?! Eine wichtige Funk-
tion beim Schutz vor schidlichen Erregern gilt der Leber, da vor allem dort die Expres-
sion von Cytochrom-P450-Monooxigenasen stattfindet. Diese Enzyme metabolisieren
unter anderem eine Vielzahl an Medikamenten, die im Blut durch die Pfortader aus
dem Magen-Darm-Trakt zur Leber kommen. In der Leber kann so die Konzentrati-
on der (Schad-)Substanzen im systemischen Blutkreislauf herabgesetzt werden. Der
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metabolische Abbau der Medikamente durch die Cytochrom-P450-Enzyme kann aller-
dings die Wirkung stark herabsetzen oder sogar ganz unterbinden. Dariiber hinaus
resultieren etwa die Hilfte der schweren Nebenwirkungen von Medikamenten aus
dem Metabolismus durch Cytochrom-P450-Enzyme.l11] Weiterhin muss die Leber zwi-
schen pathogenen und den lebensnotwendigen Substanzen differenzieren konnen.!16!
Dies erfolgt durch antigenprisentierende Zellen, die in der Lage sind die Oberfla-
chenantigene gesunder und schédlicher Zellen zu erkennen. Durch die Produktion
antigenspezifischer, regulatorischer T-Zellen, ist sie in der Lage die Immunantwort
zu beeinflussen.!!”:18] Hier konnten CARAMBIA et al.l19 zeigen, dass die regulatori-
schen T-Zellen tuber sogenannte sinusoidale Leberendothelzellen (LSECs) induziert

werden.

Aufgrund des groflen Einflusses der Leber in der Immunabwehr sowie -toleranz, soll
im folgenden Abschnitt der Aufbau und die Funktionsweise des Lebersinusoids genau-
er betrachtet werden.

4.1.1. Besonderheit der LSECs

Die Leber wird zum einen mit ndhrstoffreichem Blut aus den Bauchorganen durch
die Leberpfortader und zum anderen mit sauerstoffreichem Blut durch die hepati-
sche Arterie versorgt. Hepatische Geféalle, in denen das Blut zusammengefiihrt wird,
werden Sinusoid genannt, haben einen Durchmesser von 5-10 um und nehmen un-
gefihr 10-30 % des Lebervolumens ein.[2% Die Architektur der Leber kann durch ein
Netzwerk sich wiederholender sinusoidaler Gefaf3strukturen beschrieben werden. Auf-
grund des Aufbaus wird die Blutversorgung der Hepatozyten, die durch eine diinne,
gefensterte Schicht aus LSECs vom Blutstrom getrennt sind, ermoglicht. Die LSECs
reprasentieren 2.5vol% der Leber.[2ll Mit einer GroBe von 50-200 nm'?2! der Fene-
strae ist der passive Molekiillaustausch gegeben. Die hepatischen Makrophagen wer-
den Kupffer-Zellen genannt. Insgesamt wird das hepatische Retikulohistiozytire Sys-
tem durch die Kupffer-, dendritischen Leberzellen (Leukozyten) und LSECs darge-
stellt (Abb. [4.1I). Die Aufgabe ist die Beseitigung von Antigenen, Zerfallsprodukten
und Toxinen.?3! Aufgrund des speziellen Aufbaus der Leber erfolgt die Phagozyto-
se der Partikel ausschlieBlich durch Kupffer-Zellen.[?4! Die hepatische Aufnahme der
Konstrukte erfolgt dabei groBenspezifisch.22l Dariiber hinaus besitzt die Leber zahl-
reiche natirliche Killer- und T-Killerzellen, die das angeborene Immunsystem darstel-
len.[26]
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Nanopartikel mit

Oberflachenmotiven
N — /

Kupffer-
Zellen

}“}fg =< LSECs

} Disse-Raum

Fenestrae

Fluoreszenter
Nanopartikel

Leukozyten

Abb. 4.1.: Vereinfachter Aufbau des Lebersinusoids unter Vernachlidssigung von Groenverhilt-
nissen. Die selektive Adressierung der LSECs wird hier durch die (fluoreszenten) Nanopartikel
schematisch dargestellt.

Die Kupffer-, dendritischen Zellen sowie LSECs sind in der Lage CD4" T-Zellen zu
stimulieren. LSECs sowie eine Vielzahl weiterer nicht-blutbildender Leberzellen ent-
halten immunsupressive Cytokine.[?8! Durch die Moglichkeit der Leber, antigenspe-
zifische regularotische T-Zellen zu produzieren, kann eine hepatische Toleranz indu-
ziert werden. Die Prisentation dieser Zellen konnte durch die gezielte Aufnahme von
LSECs induziert werden.27291 Auys diesem Grund eignet sich die Adressierung der
Leberzellen besonders zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten.[39 Im Jahr 2015
konnten CARAMBIA et al.[39 Nanopartikel, welche mit einem autoantigenen Peptid
beladen waren, selektiv an LSECs adressieren und somit antigenspezifische regula-
torische T-Zellen erzeugen. In einem experimentellen autoimmunen Enzephalomyeli-
tis (EAE)-Modell konnte auf diesem Wege nicht nur die EAE unterdriickt, sondern
zudem auch therapiert werden.
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4.2. Nano-Carrier-Systeme

Die Verwendung von Nano-Carrier-Systemen ermoglicht eine zielgerichtete Ansteue-
rung von Zellen (selektives Drug Delivery) mit bioaktiven Molekiilen. Durch die ge-
ringere notwendige Dosis konnen Nebenwirkungen reduziert werden, da eine Wech-
selwirkung ausschlieBlich mit den gewiinschten Zellen erfolgt.[231l Dariiber hinaus
kann eine personenspezifische Anpassung der Beladung vorgenommen werden. In Ab-
schnitt werden anorganische Nanopartikel und deren Einsatz im nanomedizini-
schen Kontext erlautert. In den darauffolgenden Abschnitten werden organische Kon-
strukte (Abschnitt und Amphiphile als inverse Mizellbildner (Abschnitt
vorgestellt sowie die Grundlagen zur Ausbildung geometrischer Korper erklart (Ab-

schnitt [4.2.4).

4.2.1. Anorganische Nanopartikel

Es gibt eine Vielzahl nanoskopischer Partikel wie superparamagnetische Eisenoxid-
Nanopartikel (SPIOs),[32] Quantendots,®2! Nanohybride,!233°! Silber- und Goldnano-
partikel,[36-38] deren Oberfliche modifiziert werden kann.*! Die Vorteile sind die freie
Einstellbarkeit der PartikelgréBe sowie der Loslichkeit.*% Quantendots stechen durch
ihre sehr starke Fluoreszenz, enorme Bleaching-Stabilitidt und besonders schmalen
Emissionswellenldngenbereiche hervor, wodurch Fluoreszenzmikroskopie und auch
Multiplexing mit sehr geringen Partikelkonzentrationen moglich ist.[2341 Es ist da-
her naheliegend beispielsweise Proteine an fluoreszente Quantendots fiir physiologi-
sches Tracking, aber auch andere Applikationen einzusetzen.l*!] Um Quantendots mit
herausragenden optischen Eigenschaften zu erhalten, wird hiaufig Cadmiumselenid
verwendet, was beim Einsatz im physiologischen Umfeld zu einer akuten Toxizitat
fithren kann. 2! Eine Idee war es daher die Nanopartikel in Lipoproteinen zu verkap-
seln.3] Abseits von Fluorophoren kommen auch andere Klassen von Nanopartikeln
wie beispielsweise SPIOs in biologischen Systemen zum Einsatz. Diese konnen auf-
grund ihrer superparamagnetischen Eigenschaften als Kontrastmittel in der Magnet-
resonanztomographiel*?! sowie der Magnetpartikelbildgebung!4®! eingesetzt werden.
Dabei wird die Oberflache der SPIOs mit Polyethylenglycol (PEG) modifiziert,**! um
eine Wasserloslichkeit zu erreichen. Mithilfe eines amphiphilen Diblock-Copolymer-
Systems aus Poly(Isopren-block-ethylenglycol) wird die gezielte Bildung von Uber-
strukturen von der einzelnen Verkapselung bis hin zu Clustern erméglicht.[4¢l Iso-
topenmarkierte Eisenoxidnanopartikel eignen sich dariiber hinaus auch fiir in vivo
Quantifizierungsuntersuchungen.4”!
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4. Theorie

Die Konjugation von Proteinen an Nanopartikel kann entweder direkt an die Ober-
flache des Partikels oder iiber die Oberflichenliganden mit geeigneten funktionellen
Gruppen erfolgen. Die Struktur und Funktion der Nanopartikel-Protein-Konjugate
wird durch eine Vielzahl an Charakteristika beeinflusst. Dazu zdhlen unter ande-
rem die Partikelgrofle und -zusammensetzung, die Stochiometrie des Proteins an der
Oberflache sowie die Art der Bindung des Proteins.!48! Es gibt zwei Moglichkeiten die
Protein-Nanopartikel-Konjugate zu erhalten, mittels Adsorption oder kovalenter Bin-
dung. Allerdings zeigte sich, dass die Adsorption an die Oberfldche lediglich eine labi-
le Konjugationform darstellt, sodass auch freies Protein in Losung detektiert werden
konnte.*?l Dadurch ist die Adsorptionsmethode fiir das selektive Drug Delivery eher
nicht geeignet. Hingegen konnte bei kovalent gebundenem Protein kein freies Prote-
in in Losung detektiert werden.#?! Durch die Verwendung labiler Gruppen kann eine
gezielte Freisetzung des kovalent gebundenen Proteins erfolgen.[®%! Neben den positi-
ven Eigenschaften der anorganischen Nanopartikel, existieren allerdings auch einige
Nachteile. Durch die kovalente Bindung der Substanz an die Oberfliche, wird die che-
mische Entitat verdndert, wodurch die Zulassung der Substanz die Giltigkeit verliert.
Die Beladungsmenge wird durch die GroB3e (Oberflache) der Partikel limitiert. Bei ei-
ner hohen Medikamentenapplikation nimmt somit auch die Belastung des Korpers
durch einen erhéhten Eisenanteil im Falle von SPIO-Konjugaten zu. Weiterhin bedarf
es einer Vielzahl an funktionellen Gruppen, um die Beladung zu binden. Durch die Mo-
difikation der Oberfliche kann zudem eine Anderung des Zetapotenzials resultieren,
welches die Interaktion mit den Zielzellen beeinflussen kann.®ll Aus diesem Grund
sind nanoskopische Konstrukte gefragt, bei denen die Entitidt der Beladung unveran-
dert bleibt und die Modifikation durch Oberflichenchemie auf ein Minimum reduziert
wird. Dazu werden im folgenden Abschnitt einige organische Konstrukte vorgestellt,
die einen Losungsansatz dieser Fragestellung bieten.

4.2.2. Organische Konstrukte

Im folgenden Abschnitt werden einige Nano-Carrier-Systeme fiir den physiologischen
Einsatz vorgestellt, welche auf rein organischen Bausteinen basieren. Polymernano-
partikel konnen als organisches Aquivalent zu den in Abschnitt beschriebenen
anorganischen Nanopartikeln beschrieben werden. Sie konnen beispielsweise einen in-
erten Polymerkern besitzen, der durch hydrophile Blocke stabilisiert und modifiziert
werden kann (Abb. [4.2). Weiterhin ist es moglich Konjugate mit bioaktiven Substan-
zen an der Oberfliche zu erhalten. Die Kerne konnen dabei aus unterschiedlichen
Polymeren bestehen.
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4. Theorie

Abb. 4.2.: Die Oberfliache inerter, hydrophober (griin) Polymerpartikel kann hydrophil (blau)
modifiziert werden.

Durch die Verwendung einer hydrophilen Polymerhiille konnte die hepatische Auf-
nahme von Polystyrol Mikropartikeln im Vergleich zu nicht gecoateten Konstrukten

[25] Weiterhin konnten inerte Polystyrol-Partikel mit Poly-

drastisch verringert werden.
acrylamid stabilisiert und anschlieBend ein Oberflachen-Konjugat mit microRNA her-
gestellt werden.[®2l Das Protein Bovines Serumalbumin wurde mit einem Fluores-
zenzmarker modifiziert und anschliefend mit Immunglobulin G, abwechselnd auf Poly-
styrol-Partikel mit einem Durchmesser von 640 nm, angelagert.?®! Allerdings ist auch
bei diesem Ansatz die Konjugation bioaktiver Molekiile iiber die Oberflache notwendig,

weshalb im Folgenden weitere Moglichkeiten vorgestellt werden sollen.

Sogenannte Nanogele konnen aus Polymeren mit unterschiedlichen Grundgeriisten
erhalten werden. Beispielsweise konnten durch die Verwendung von Hyaluronsiure
Nano-Carrier-Systeme mit einem Durchmesser von 200 nm erhalten und die Verkap-
selung von siRNA ermoglicht werden.[®¥ Dariiber hinaus wurden Nanogele beschrie-
ben, die sowohl hydrophile als auch hydrophobe Substanzen transportieren konnten.
Die hydrophoben Substanzen wurden durch hydrophobe Wechselwirkungen verkap-
selt, die Hydrophilen mussten hingegen kovalent gebunden werden.®®! Auch inverse
Flissigkristalle, in denen Aminoséduren verkapselt wurden, konnten in der Literatur

gezeigt werden.[26]

Die vorliegende Arbeit richtet ihren Fokus auf eine andere Klasse von Nano-Carrier-
Systemen, deren Aufbau auf der Verwendung amphiphiler Molekiile beruht. Diese
Amphiphilen konnen entweder einzelne Molekiile mit unterschiedlichen Loslichkei-

ten sein oder aber aus Diblock-Copolymeren mit linearem!®”! oder dendritischem!®!
Grundgeriist (Abb. [4.3) bestehen.
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QRIS

linear dendritisch

Abb. 4.3.: Schematische Struktur amphiphiler Diblock-Copolymere mit hydrophilen (blau) und
lipophilen (griin) Blécken.

Lineare und dendritische Amphiphile kénnen durch den Prozess der Selbstassem-
blierung Uberstrukturen ausbilden (Abb. . Selbstassemblierung ist der spontane
Prozess, bei dem sich Molekiile im Gleichgewicht zu stabilen geometrischen Korpern
zusammenlagern.

Mizelle

Abb. 4.4.: Organische Nano-Carrier-Konstrukte aus Amphiphilen in hydrophilem Medium: Linea-
re Amphiphile konnen Mizellen und Liposomen ausbilden. Durch stark verzweigte dendritische
Amphiphile kdnnen sternféormige Dendrimere erhalten werden.
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Mit steigendem Verzweigungsgrad der eingesetzten Amphiphile konnen Dendrime-
re erhalten werden. Bei der Untersuchung dieser Konstrukte konnte die Relevanz
funktioneller Gruppen an der Oberflache gezeigt werden. BesaB3en die Konstrukte ter-
minale Aminogruppen, zeigten diese selbst bei geringen Konzentrationen (10 pg/mL)
nach 1h hamolytische Toxizitat und kationische Dendrimere Cytotoxizitéat. Durch eine
Oberflachenfunktionalisierung mit PEG- und Natriumcarboxylaten wurden bei Kon-

zentrationen unterhalb 1 mg/mL weder Hamolyse noch Cytotoxizitéit beobachtet.6

Eine groBle Gruppe der Nano-Carrier-Systeme wird durch sogenannte Liposomen ge-
bildet. Diese bestehen aus Amphiphilen mit einer polaren Phosphatgruppe, die mit
langkettigen Aliphaten alkyliert ist.’!) Unter Verwendung von N,N-Didodecyl-N,N-
dimethylammoniumbromid wurde auch eine Doppelschicht erhalten, die Liposomstruk-
tur dhnelt.’2] Durch das Zusammenlagern der hydrophoben Seitenketten zu einer
Doppelschicht, konnen wasserlosliche Vesikel ausgebildet werden, bei denen sowohl
die innere als auch die dullere Hiille hydrophil ist. Diese Schutzhiillen sind vor al-
lem bei oral verabreichten Medikamenten notwendig, da die Substanzen mit dem
sauren Milieu im Magen in Berithrung kommen.®!! Durch das Coating der Liposo-
men mit PEG wird die Erkennung durch das hepatische Retikulohistiozytéire Sys-
tem verhindert (stealth effect)®®! und zudem die Adsorption von Blutplasmabestand-
teilen verlangsamt, wodurch eine Verldngerung der Blutzirkulation um 30 % resul-
tiert.[6465] Dag Transportieren von Cholesterol, Triglyceriden sowie weiterer lipophi-

[43:66] Dje Verwendung von

ler Substanzen durch Lipoproteine konnte gezeigt werden.
Lipidnanopartikeln ermoglicht die Verkapselung sowohl hydrophober als auch hydro-
philer Substanzen, die sich in unterschiedlichen Bereichen der Liposomen anlagern.
Diese Nanopartikel bestehen aus kationischen und neutralen Phospholipiden, PEG-

Lipiden und Cholestero].l67-69

Zwischen Liposomen und anderen Molekiilen gibt es
allerdings einen Lipidaustausch, wodurch die verkapselte Beladung verloren gehen
kann. Das Durchdringen der Liposomen-Oberfldche wird durch nicht-liposomale Sub-

stanzen, Verunreinigungen, Strukturdefekte, Phasengrenzen und grof3e Radii verein-
facht.[63]

Die bei Liposomen ausgebildete Doppelschicht beruht auf hydrophoben Wechselwir-
kungen der aliphatischen Seitenketten. Solche Schutzhiillen konnen allerdings auch
durch die Layer-by-Layer Methode eingefithrt werden. Diese beruht auf elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen den Oberflachenladungen. Durch die Verwendung
eines rigiden Biphenylgeriists am amphiphilen Linker wird verhindert, dass das Am-
phiphil mit beiden Endgruppen koordiniert (Abb. A). Beim abwechselnden
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Einsatz von Polyanionen und Polykationen kénnen ebenfalls mehrere Schichten auf-
gebaut werden (Abb. [4.5/B).[70:71]

E
E

I
__________________________ Q'@ D
'I
N o = e e = - -

erste Schicht zweite Schicht erste Schicht zweite Schicht

Abb. 4.5.: Layer-by-Layer Methode zum Aufbau von Multi-Layer-Systemen (modifiziert nach
DECHER und HONG!™!Y Durch die Verwendung von Amphiphilen mit einem rigiden Grund-
geriist wird die Ausbildung von Schleifen verhindert (A). Die abwechselnde Verwendung von
Polyanionen und Polykationen ermoglicht ebenfalls die Ausbildung mehrschichtiger Systeme

(B).

Silica-Nanopartikel wurden mithilfe der Layer-by-Layer Methode gecoated und an-
schlieBend der Silica-Kern entfernt. Dadurch wurden mehrschichtige leere Mizellen
mit GroBen von 720—-1000 nm erhalten.[”273] Auf ein positiv geladenes Chitosan-Geriist
wurde negativ geladenes Poly(Maleinsidure-alt-1-Octadecen) (PMAcOD) angelagert. An-
schlielend wurde Ampicillin-Trihydrat in den hydrophoben Abschnitten verkapselt
und Partikel mit einer Grofe von 175-220 nm erhalten.["

Biokompatible Kern-Schale-Schale Partikel konnen aus Polysacchariden erhalten wer-
den und erlauben die Verkapselung einer Vielzahl hydrophiler Ladungen, wie Fluores-
zenzfarbstoffen, aber auch anorganischer Nanopartikel. Nach der Verkapselung der
Beladung erfolgt die Stabilisierung durch eine Quervernetzung (Cross-Linking) der
Carboxyl-, Amino- und Thiol-Gruppen. Die zweite Schale kommt durch das Einstellen
eines sauren pH-Wertes zustande und beruht auf elektrostatischen Wechselwirkun-
gen tiberschiissiger, nicht gecross-linkter Polysaccharide, die sich dann auf der gelade-
nen Oberfliche komplexieren. Die Kern-Schale und die Kern-Schale-Schale Partikel
besitzen jeweils Durchmesser von > 150 nm.™! Da das Cross-Linking auf der Reak-
tion der Carboxyl-, Amino- und Thiol-Gruppen beruht, sind diese Konstrukte fiir die
Verkapselung von Peptiden ungeeinget.

Die oben bereits erwahnten Mizellen sind sphéarische Korper, die in Abhéngigkeit des
hydrophilen und lipophilen Charakters des Amphiphils erhalten werden. Die Aus-
bildung dieser geometrischen Korper beruht auf der Wechselwirkung der lipophilen
Seitenketten mit dem Losungsmittel. Amphiphile, deren polare Kopfgruppe nur eine
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aliphatische Seitenkette trigt, bilden eine Vielzahl an Mizellkérpern und GréBen aus.[7®!
Durch repulsive Wechselwirkungen mit einem hydrophilen Medium und attraktiver
VAN DER WAALS-Krifte zwischen den Kohlenstoffketten wird die sphéarische Struk-
tur begunstigt. Bei der Selbstassemblierung der amphiphilen Molekiile ndhern sich
die polaren Kopfgruppen an, woraus je nach Abstand repulsive COULOMB-Krifte re-
sultieren konnen. Bei der Mizellbildung stellt sich somit ein Gleichgewicht der Kréfte
ein.[778] In lipophilen Losungsmitteln kénnen aufgrund der Wechselwirkungen zwi-
schen den polaren Gruppen und den Losungsmittelmolekiilen hingegen inverse Mizel-
len erhalten werden. Die theoretischen Grundlagen hierfiir werden in Abschnitt

genauer behandelt.

Bei der Wahl geeigneter Diblock-Copolymeren als Amphiphile konnen thermorespon-
sivel®”l und pH-sensitive!” Konstrukte erhalten werden. Dadudrch kénnen die Be-
dingungen zum Freisetzen der Beladung fein eingestellt werden. Weiterhin konnte
die Verkapselung von Doxorubicin in Mizellen mit 100—200 nm Durchmesser, sowie
der kontrollierten Freisetzung gezeigt werden.[®? Durch die Verwendung eines Co-
polymers aus PEG und Polylactid konnte eine kontrollierte Freisetzung hydrophober
und hydrophiler Substanzen iber einen Zeitraum von bis zu 160 h ermoglicht wer-
den.[81]

4.2.3. Amphiphile als inverse Mizellbildner

Je nach Art des verwendeten Losungsmittels konnen entweder Mizellen oder inverse
Mizellen erhalten werden. Wenn das Amphiphil einen Wassertropfen in einem unpola-
ren organischen Losungsmittel von diesem abgrenzt, sind die hydrophoben Seitenket-
ten nach aullen gerichtet und es wird eine inverse Mizelle ausgebildet. Dabei ist die
Grofle der Partikel vom Verhéltnis der wéassrigen Losung zum Mizellbildner abhéngig
und wird durch den Wasser-zu-Mizellbildner-Anteil W beschrieben (G1. [4.1)).182]

[H,0]
= 4.1
"o = Niizellbildner] *-1)

Durch die Verwendung von Poly((butylen-co-ethylen)-block-(ethylenoxide)) in Cyclo-
hexan konnte ein wasserloslicher, fluoreszenter Rhodaminfarbstoff verkapselt werden.
Eine nachtragliche Polyadditionsreaktion von 1,6-Hexandiol mit Toluol-2,4-diisocyanat
bildete eine Polyurethan-Schicht um die Kapsel, deren Loslichkeitseigenschaften durch

16



4. Theorie

eine Oberflachenmodifikation eingestellt werden konnte. AbschlieBend wurden Parti-
kel mit einer GroBe von 150-300 nm erhalten.’83! Mit Block-Copolymeren aus 2-Ethyl-
2-oxazolin und 2-Nitrobenzylacrylat konnte die Verkapselung von Eosin B in Dichlor-
methan gezeigt werden. Dabei wurden inverse Mizellen mit einer sphérischen Gestalt
und einem Durchmesser von 90 nm erhalten.8¥ Durch das in Abb. gezeigte Poly-
mer konnte Bengalrosa in inversen Mizellen mit einer GroBle von 20 nm verkapselt

werden. 8586
Toluol " H,O
Alkyl” "0 0" >COOH

Abb. 4.6.: Amphiphiles Polymergeriist zum Ausbau inverser Mizellen in wissrigen Losungen
sowie Mizellstrukturen in unpolaren Losungsmitteln nach BASU et al. 183

Nicht nur Diblock-Copolymere sind in der Lage inverse Mizellen auszubilden, son-
dern auch niedermolekulare Verbindungen. Die meisten Untersuchungen zu inversen
Mizellen nutzten Bis-(2-ethylhexyl)-sulfosuccinat Natriumsalz (AOT) als Mizellbild-
ner.®2l Inverse Mizellen aus AOT wurden beispielsweise als Mikroreaktoren verwen-
det.’7 Mithilfe von AOT, N,N,N -Trioctyl-N-metylammoniumchlorid und N,N-Dioctyl-
N,N-dimethylammoniumchlorid (DODMAC) gelang es Proteine aus einer wéssrigen
Losung zu extrahieren.[88 Am Beispiel von DODMAC soll die Amphiphilie quartarer
Ammoniumsalze veranschaulicht werden (Abb. [4.7). Die Wasserloslichkeit wird durch
die Bildung des quartaren Ammoniumsalzes erreicht (blau). Durch die Substitution
mit aliphatischen Seitenketten am Stickstoffatom wird der lipophile Teil in der Mole-
kiilstruktur erhalten (griin).

Abb. 4.7.: Veranschaulichung der Amphiphilie von DODMAC. Die Ammoniumchlorid-Gruppe
ist hydrophil (blau) und die aliphatischen Seitenketten lipophil (griin).
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Quartiare Ammoniumsalze wurden in der Literatur Vielfach auf ihr Extraktionsver-
mogen hin untersucht. Mithilfe von DODMAC konnten bioaktive Molekiile von der
wassrigen in eine organische Phase extrahiert werden. Das Extraktionsvermogen von
Proteinen nahm mit steigendem pH-Wert zu und mit steigender Salz-Konzentration
ab, da die Extraktion auf einem Anionenaustausch beruht. Das Gegenion des Ammoni-
umhalogenids wurde gegen das negativ geladenen Protein ausgetauscht.!®8! Der Pha-
sentransfer des wasserloslichen Enzyms Lysozym!®? und einiger hydrophiler Amino-
sauren® in ein Gemisch aus Isooctan und 1-Decanol konnte mit DODMAC gezeigt
werden. Die Temperatur hatte einen vernachlissigbaren Einfluss auf das Verkapse-
lungsmaximum, die Ionenkonzentration der wéassrigen Phase spielte allerdings eine
wichtige Rolle.[89! Auch die Extraktion der anorganischen Salze HAuCl, und HyPtClg
in ein Losungsmittelgemisch aus Heptan/Chloroform konnte durch ZHANG?Y mit ver-
schiedenen quartiaren Ammoniumsalzen erreicht werden. Bei Mizellbildnern mit nur
einer aliphatischen Kette konnten l6sungsmittelabhéngige Agglomerationen gezeigt
werden. Bei der Verwendung von zwei lipophilen Seitenketten, konnte diese dann un-

terbunden werden.

Die Stabilitét inverser Mizellen beruht lediglich auf elektrostatischen Wechselwirkun-
gen der polaren Kopfgruppe. Ein Cross-Linking durch die Verwendung polymerisier-
barer Gruppen stabilisiert die Konstrukte, wobei die Stabilitidt mit zunehmender Quer-
vernetzung steigt.l?l Je nach Lage der funktionellen Gruppen kann dies entweder an

1921 Bei ZHANG wurden allylische Gruppen ein-

der Hiille oder aber am Kern erfolgen.
gefiihrt, die in einer Thiol-en Reaktion mit Dithiothreitol polymerisiert wurden. Dabei
ist es notwendig, dass die funktionellen Gruppen nahe am Kerninneren liegen, da an-
sonsten Einbullen in der Stabilitiat sowie intermizellares Cross-Linking die Folge ist.
Eine Reorganisation der inversen Mizellen wird durch kurze Reaktionszeiten verhin-

dert. AnschlieBend erfolgte der Phasentransfer der Edelmetallsalze.[?1]

Quartiare Ammoniumsalze wurden aber nicht nur auf ihr Extraktionsvermoégen, son-
dern auch als mogliche Drug Delivery Systeme untersucht. SHAPIRO entwickelten ei-
ne Synthese!®3! von DDAB sowie die anschlieBende Verkapselung von o-Chymotrypsin.24
Zur Bildung der inversen Mizellen wurde ein Losungsmittelgemisch aus Cyclohex-
an/Chloroform (50:1 vol%) und einer Konzentration bis zu 10 mmolar verwendet. Die
Quervernetzung der terminalen Doppelbindungen erfolgte durch die Bestrahlung mit
UV-Licht fiir 15 Min und einem Umsatz von bis zu 67 %. Im zweiten Schritt wurde der
Phasentransfer ins Wasser durch verschiedene Mizellbildner erreicht.[?4]

Inwiefern sich der pH-Wert einer Pufferlosung beim Verkapseln mit quartiren Am-
moniumsalzen innerhalb der inversen Mizelle verandert, zeigten Untersuchungen an-
hand von Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB). Der pH-Wert in der Mizelle
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unterschied sich nur um 0.5 pH-Einheiten von dem der verwendeten Pufferlosung.!2°!
Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist es denkbar quartire Ammoniumsalze auch fiir
die Verkapselung pH-labiler Substanzen einzusetzen.

Im Folgenden soll die Bildung sphérischer Mizellen und die Anforderungen an die
amphiphilen Molekiile genauer betrachtet werden.

4.2.4. Theoretische Grundlagen zur Mizellbildung

Die Kugel ist die thermodynamisch giinstigste Form einer Mizelle, da in ihr das groB3-
te unlosliche Volumen bezogen auf die Oberflache erhalten wird. Bei der Selbstassem-
blierung treten komplementére (attraktive und repulsive) Krifte auf. Zum einen wird
durch die Ausbildung sphérischer Mizellen die Wechselwirkung der lipophilen Seiten-
ketten mit dem Losungsmittel minimiert und es werden attraktive VAN DER WAALS-
Krifte zwischen den Kohlenstoffketten ausgebildet. Zum anderen werden bei der Aus-
bildung der sphérischen Form die polaren Kopfgruppen einander angendhrt, was zu
repulsiven COULOMB-Kriften fiihrt. Bei der Mizellbildung stellt sich ein Gleichge-
wicht der Krafte ein.[77:78]

Fur Mizellbildner mit einer kleinen Polydispersitat, kann die durchschnittliche Ober-
flache (a,,) des Amphiphils als optimale Oberfliche (ay) angesehen werden. So konnen
energetische und geometrische Aspekte von der thermodynamischen Betrachtungs-
weise vernachlissigt werden.[””! Ein Mizellbildner mit einem Volumen v, einer kriti-
schen Léange [, und a bildet die in Abbildung[4.8|gezeigte sphérische Mizelle aus.

Abb. 4.8.: Schematische Darstellung einer sphérischen Mizelle mit einem hydrophoben Schwanz
(griin) und einer polaren Kopfgruppe (blau). Die ausgebildete Struktur eines Amphiphils wird
durch die Oberflache a, das Volumen v sowie den kritischen Radius 1; in Abhéngigkeit des
verwendeten Losungsmittels bestimmt.
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Das Gesamtvolumen (Vgesame) €iner sphéarischen Mizelle mit /; entspricht dem einer
Kugel mit dem Radius (r) (Gl.[4.2). Der Wert fiir [, entspricht dabei maximal der Liange
der vollstiandig gestreckten aliphatischen Kette.

4 4
Viesamt = §7rr3 = g7:1,3 (4.2)

Wie in Abb. veranschaulicht, ergibt sich Vgesame aus einem Vielfachen N des Volu-
mens des Mizellbildners v (Vgesame = NV). Durch das Umstellen und dem Ersetzen von
V Gesamt durch Gl. kann N berechnet werden (Gl. [4.3).

3
o VGesamt . 477:1]{

N
\% 3v

4.3)

Der kritische Radius kann durch das Umstellen von Gl. nach /; berechnet werden
(Gl.[4.4).

3vN

= — 4.4
Aml? “@.4)

Iy

Die Gesamtoberflache (Ogesamt) der spharischen Mizelle kann durch die Oberflache ei-
ner Kugel (47/?) sowie durch das Vielfache N von aj beschrieben werden (Gl. .

OGesamt = 4TI} = agN (4.5)

Durch Einsetzen von Gl.[4.5]in Gl.[4.4| wird Gl. erhalten.

3v
a0

I (4.6)

Aus Gl.[4.6]ergibt sich der Packungsparameter (P) fiir eine sphérische Mizelle (G1.[4.7).

\4 1
P: = —
ao-lk 3

(4.7)
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Folglich kénnen nur dann sphérische Mizellen erhalten werden, wenn P < % Ist die-
ser Zusammenhang nicht gegeben, werden unterschiedliche Mizellkorper ausgebildet
(Tab. Abb.[4.9). Fiir P > 1 werden inverse Mizellen erhalten, wobei mit steigendem
P der Durchmesser der Partikel abnimmt.82!

Tab. 4.1.: Geometrische Form der gebildeten Mizellen in Abhingigkeit des Packungsparameters

p 7782
P Mizellkorper
< % sphérisch
;<P<} zylindrisch
% < P <1 planare Doppelschicht
> 1 invers
sphérisch zylindrisch Doppelschicht

Abb. 4.9.: Schematische Abbildung geometrischer Korper aus Amphiphilen in Abhédngigkeit des
Packungsparameters P.

Neben P, der sich aus den geometrischen Verhéaltnissen der hydrophilen und hydro-
phoben Bausteine ergibt (G1.[4.7), hat auch der pH-Wert!"96l ynd die Temperatur5”
einen Einfluss auf die Geometrie der Uberkonstrukte. Dariiber hinaus besitzen die
meisten kleinen loslichen Mizellen eher eine elliptische als eine sphéarische Geome-
trie.[76l

4.3. Photochemische Prozesse

Polymerisationen eines oder mehrerer Monomere kéonnen nicht nur thermisch, son-
dern auch durch Photonen initiiert werden.?7719 Dahei kommt es zur Entstehung
reaktiver Radikale, die die Polymerisation starten. Zum besseren Verstidndnis soll zu-
néchst kurz die Klasse der Radikale im Allgemeinen vorgestellt werden. Radikale ent-
stehen bei der homolytischen Spaltung einer Bindung zweier Atome. Dabei werden
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die beiden zur Bindung notwendigen Elektronen auf die Atome aufgeteilt, sodass je-
der Bindungspartner ein freies ungepaartes Elektron erhilt. Zur Spaltung wird je
nach Bindung unterschiedlich viel Energie benotigt. In der Regel wird ab einer Tem-
peratur von 200 °C genug thermische Energie aufgebracht, dass alle Bindungen ho-
molytisch gespalten werden. Es gibt einige labile funktionelle Gruppen, die bereits
bei Raumtemperatur oder leichtem Erwirmen homolytisch gespalten werden. Diese
Eigenschaft wird bei thermischen Radikalstartern ausgenutzt, um radikalische Poly-
merisationen zu initiieren. Das Aufbringen der Energie kann allerdings auch aus an-
deren Energiequellen wie bspw. Licht mithilfe von Photonen erfolgen. Dazu ist es al-
lerdings notwedig, dass die Photonen eine Energie besitzen, die vom Molekiil absor-
biert werden kann, da ansonsten keine Homolyse stattfindet. Wie bei Sdure-Base-
Reaktionen Protonen abstrahiert werden, kann beim Zusammenstof3 optisch ange-
regter Atome und Molekiile eine Energieiibertragung stattfinden, die in einem Elek-

t.110L1021 Ayfgrund des Elektronendefizits in der duBersten,

troneniibergang resultier
nicht voll besetzten Schale sind Radikale hoch reaktiv und besitzen daher nur eine
sehr kurze Lebenszeit. Allerdings existieren auch unreaktive Radikale, die durch ei-
ne hohe Stabilisierung, bspw. durch Delokalisierung, erhalten werden. Als Beispiele

sind hier das Triphenylmethyl-Radikal und Tetramethylpiperidin N-oxid zu nennen

(Abb. 4.10).[104
. / :N: \
¢ o
Triphenylmethyl- Tetramethylpiperidin
Radikal N-Oxid

Abb. 4.10.: Durch Delokalisierung stabilisierte Radikale.

Die photoinduzierte Anregung eines Elektrons sowie die darauffolgenden Relaxations-
prozesse in den Grundzustand werden mithilfe eines JABLONSKI-Diagramms veran-
schaulicht (Abb. [4.11)). Durch die griinen Kreise sollen die moglichen Zwischenschritte
eines angeregten Elektrons, ausgehend vom Grundzustand iiber verschiedene Schwin-
gungsniveaus im Singulett- (S,) und Triplettzustand (T,), verdeutlicht werden. Zur
Ubersichtlichkeit wird im nachfolgenden Diagramm lediglich ein Triplettzustand T,
gezeigt. Die petrolfarbenen Schlédngellinien zeigen die strahlungslose Schwingungs-
relaxation innerhalb eines Energieniveaus. Wird ein strahlungsloser Wechsel in einen
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energetisch niedrigeren elektronischen Zustand erreicht, dann wird von einer Inter-

nal Conversion (IC) gesprochen. Beim Intersystem crossing (ISC) kann durch eine

Spinumkehr (Anderung der Multiplizitit) ein strahlungsloser Ubergang in den Tri-

plettzustand erfolgen.
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Abb. 4.11.: Schematische Darstellung der photoinduzierten Elektroneniiberginge mithilfe des
JABLONSKI-Diagramms. Die Energieniveaus sind durch dicke Balken gekennzeichnet und be-
stehen jeweils aus meheren Schwingungszustinden v. Die Singulettzustinde bestehen aus dem
Grundzustand Sy und den angeregten Niveaus S~. Zur Ubersichtlichkeit wird nur ein Triplett-
zustand T dargestellt. Die gestrichelten Pfeile verdeutlichen die Anregung eines Elektrons aus
dem energetischen Grundzustand (A) durch die Absorption eines Photons. Die petrolfarbenen
geschldngelten Linien zeigen die strahlungslose Relaxation in den Schwingungsgrundzustand vy
eines Energieniveaus. Das IC findet strahlungslos zwischen Niveaus gleicher Multiplizitét statt,
das ISC hingegen bei unterschiedlicher Multiplizitit. Der blaue Pfeil repréisentiert die Fluoreszenz
und der violette die spinverbotene Phosphoreszenz. Die griinen Punkte veranschaulichen die
Zwischenstufen bei einer photoinduzierten Anregung eines Elektrons sowie der daraus folgenden

Relaxation in den Grundzustand (modifiziert nach WOHRLE et al. 193],

Die Photoabsorption erfolgt nach dem FRANCK-CONDON-Prinzip194:197 aus dem

Grund- in ein Schwingungsniveau eines angeregten Energiezustands mit gro3tmog-

lichem Uberlappungsintegral innerhalb von etwa 10~'> s (A—B, A—C). Je nach zuge-

fiihrter Energiemenge, kann die Anregung in ein Schwingungsniveau eines Zustands
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S.1 (A—B) oder S; (A—C) erfolgen. Nach der KASHA-Regell1%8 erfolgt die Relaxa-
tion in den Grundzustand S; nahezu ausschliellich aus dem Schwingungsgrundzu-
stand von S; (D—E) unabhéngig von der zugefiihrten Anregungsenergie. Von einem
angeregten Schwingungszustand v-¢ in S; wird der Schwingungsgrundzustand vy im
Bereich von 107 !? s erreicht (C—D). Bei einer Anregung in hohere Energieniveaus,
erfolgt die Relaxation zunéchst auf v, des gleichen Energieniveaus, gefolgt von einem
isoenergetischen IC in das darunterliegende Energieniveau und der Relaxation auf v
(B—D). Die gesamte Relaxation von B auf D erfolgt strahlungslos im gleichen Zeit-
bereich wie von C auf D. Aufgrund der sehr kurzen Zeit ist anzunehmen, dass es
nahezu keine konkurrierenden Mechanismen gibt. Ausgehend von Punkt D sind drei
verschiedene Mechanismen moglich, um den Grundzustand zu erreichen. Zum einen
kann ein Ubergang in Sy unter Fluoreszenz-Emission eines Photons mit der Energie
hv (D—E) oder strahlungslos durch ein IC (D—F) erfolgen. Zum anderen ist der Uber-
gang vom Singulett- zum Triplettzustand durch ein ISC moglich (D—G). Vom angereg-
ten Schwingungsniveau in T| wird der Schwingungsgrundzustand v, erreicht (G—H).
Ausgehend von H kann ein strahlungsloser ISC in v4 von Sy (H—1I) oder die Emission
eines Photons mit #v' (H—dJ) erfolgen. Der Ubergang von H zu J wird Phosphoreszenz

genannt und ist spinverboten.[103]

4.3.1. Photoinitiatoren

Der in Abb. beschriebene Mechanismus zur Ausbildung angeregter Singulett-
und Triplettzustidnde wird in photoinduzierten Reaktionen ausgenutzt. Zum initiie-
ren einer solchen Reaktion, also der Bildung von Radikalen, werden Carbonylver-
bindungen eingesetzt. Im Jahr 1900 beobachteten CIAMICIAN und SILBER erstmals
das oxidative Vermogen von Benzo- und Acetophenonen unter Einwirkung von Be-
strahlung.l1%9? Ausgehend von dieser Entdeckung haben sich iiber die Zeit eine Viel-
zahl photochemischer Reaktionen von Carbonylverbindungen entwickelt.l11% Dazu
zdhlen auch Photoreaktionen, die auf einer y-Wasserstoff-Abstraktion beruhen (Sche-
ma [4.1).20 Aus dem Singulettzustand des Biradikals werden NORRISH-Typ II Pro-
dukte erhalten. Wenn vor der Abstraktion des Wasserstoffs in der y-Position ein ISC
stattfindet, dann konnen Cyclobutane aus einer YANG-Zyklisierung resultieren.
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Schema 4.1.: NORRISH- YANG Reaktion von photochemisch angeregten Carbonylverbindungen
(modifiziert nach HOFFMANNU12l) NoRRISH Typ II Produkte werden ausgehend vom Biradikal
des Singulettzustands erhalten. Erfolgt nach der Anregung aus dem Grundzustand hingegen ein
ISC zum Triplettzustand, ist sowohl eine YANG Zyklisierung als auch die Bildung von NORRISH
Typ II Produkten moglich.

Bei Alkylphenylketonen kann hingegen eine Pinakol-Bildung beobachtet werden (Sche-
ma[4.2)). Mit steigender Substitution an der o-Position der Alkylkette nimmt die Reak-
tionskonstante der Reduktion des Acetophenons aufgrund sterischer Effekte ab und

die a-Spaltung wird begiinstigt.[113-115]
)OL hv )OL o ey SC i 5o, ey FEDonOr OH  pinakol. HO_ OH
n, wk) o> nw¥) ——— | e,
Ph™ R Ph™ R Ph™ R phy R Bildung PhR RPh
Ketyl- Pinakol
radikal

Schema 4.2.: Photoinduzierte Pinakol-Bildung von Alkylphenonen. Die Anregung in den Singu-
lettzustand, gefolgt durch ein ISC, resultiert in dem Triplettzustand. Durch die Rekombination
zweier Ketylradikale, die durch einen Wasserstoffdonor aus dem Triplettzustand erhalten werden
konnen, wird ein Pinakol gebildet.

Der in Schema gezeigte Mechanismus iiber den Triplettzustand ist nicht auf al-
le Acetophenone iibertragbar. Fir 2-Alkoxy-2-phenylacetophenone wird angenommen,
dass die a-Spaltung aus dem Singulettzustand erfolgt, da unter Verwendung von Tri-
plettléschern keine Inhibierung erfolgte.116] Wird in der 2-Position eine weitere Me-
thoxygruppe eingefiihrt, kann 2,2-Dimethoxy-2-phenylacetophenon (DMPA) erhalten
werden. Der photoinduzierte Zerfall von DMPA erfolgt dabei wieder aus dem Triplett-
zustand. Der Mechanismus sowie die Bildung von Thiyl-Radikalen ist in Abbildung4.3]

gezeigt.[L17:118]
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Schema 4.3.: Photoinduzierter Zerfall von DMPA, sowie die daraus resultierende Bildung von
Thiyl-Radikalen (modifiziert nach SANDNER und OSBORN!8]),

Fir DMPA findet aufgrund der Trisubstitution in der a-Position die o-Spaltung sehr
effektiv statt.[113] Der Umsatz von DMPA in aprotischen Losungsmitteln erfolgte schnel-
ler als in protischen Losungsmitteln. In Wasserstoff-donierenden Losungsmitteln wur-
de vermehrt Benzaldehyd erhalten. Hingegen erfolgte die Ausbildung von Benzil und
Acetophenon vermindert. Fiir DMPA konnte keine Wasserstoffatom-Abstraktion be-
obachtet werden, hingegen zeigten Aryl-tert-alkylketone eine bevorzugte Bildung von

Carbinolen.[118]

4.3.2. Thiol-en Reaktion

Die in Schema |4.3| gezeigte Generierung von Thyil-Radikalen kann als Start einer
photoinduzierten Reaktion ausgenutzt werden. Die Addition von Mercaptanen an un-
gesittigte Kohlenwasserstoffe wurde erstmals im Jahr 1905 von POSNER vorgestellt.[119]
Die in seinen Untersuchungen getroffene Annahme, dass durch die Additionsreaktion
anti-MARKOVNIKOV Produkte erhalten werden, wurde durch weitere Untersuchun-
gen des Mechanismus bestitigt (Schema [4.4).120] Einige Jahre spiter bemerkten
ASHWORTH und BURKHARDT den Einfluss von Tageslicht!!2! und 1948 wurde die UV-
initiierte Addition von Dithiolen an Dialkene untersucht.122] Eine Homopolymerisa-
tion vinylischer Monomere als Nebenreaktion fand nicht statt.[129 Die Thiol-en Reak-
tion ist eine frei-radikalische Polymerisation, die sich maf3geblich von radikalischen
Reaktionen unterscheidet. Wohingegen bei frei-radikalischen Polymerisationen unter
Sauerstoffausschluss gearbeitet werden muss, gibt es bei der Thiol-en Reaktion nahe-
zu keine Umsatzeinbuflen unter Sauerstoffatmosphére.[1171 Auch wenn bei der photo-
induzierten Thiol-en Polymerisation freie Radikale gebildet werden, verlauft sie nach
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einem Stufenwachstumsmechanismus. Folglich werden bei der Verwendung mono-sub-
stituierter Monomere keine Polymere erhalten. Hingegen liefern disubstituierte Mono-

mere lineare und héher substituierte Monomere verzweigte Polymere.[123]
0] hv 0]
I - '(n, 1)
. ok
0 ISC 0
Il I, %) - 3(n, )
R N,
0) ; OH
I (n,*) + RSH =——= ) + R'S-
ok N

Ketyl-  Thyil-
radikal radikal

, r\ " 4 "
1A% R'S. + /\/R - - R,/S\/\/R

—~

S o T\~ H
V R-SSSARETSR —= s AR RS

Schema 4.4.: Benzophenon initiierter Thiol-en Mechanismus nach MORGAN!2Y Im ersten
Schritt (I) erfolgt die UV-induzierte Anregung des eingesetzten Benzophenons in den Singulett-
Zustand. Durch ein ISC wird der Triplett-Zustand erhalten (II). Aus dem Triplett-Zustand wird
ein Wasserstoffatom des Thiols abstrahiert, wodurch die Ketyl- und Thyil-Radikale resultieren
(IIT). Das Ketyl-Radikal rekombiniert in einer Pinakol-Reaktion (nicht gezeigt) und das Thyil-
Radikal addiert an das Olefin (IV). Das erhaltene anti-MARKOVNIKOV Radikal-Addukt spaltet
die SH-Bindung eines weiteren Thiols homolytisch (V).

Die Verwendung der Thiol-en Reaktion ist nahezu auf alle Olefine und Thiole anwend-
bar, auch fiir Polythiole und Polyolefine.[117124] Mithilfe der Reaktion konnten auch
Dendrimere aus 1-Thioglycerol hergestellt werden.[!2%] Ein weiterer Vorteil ist, dass
die Reaktion bei Raumtemperatur durchgefithrt werden kann und sich somit aufgrund
der milden Reaktionsbedingungen fiir eine Vielzahl von Anwendungsbereichen eignet.
Die Reaktivitat endstandiger Alkene ist fiir die Thiol-en Reaktion hoher als die der
innenstidndigen Olefine. Dabei sind die trans- unreaktiver als die cis-Isomere. Die Ad-
dition des Thiyl-Radikals an die Olefine ist ein reversibler Prozess, woraus eine Isome-
risierung von innensténdigen Alkenen resultiert. Dies hat zur Folge, dass auch bei der
Verwendung von cis-Alkenen eine Verringerung der Reaktionskonstanten, aufgrund

der Isomerisierung zu trans-Olefinen resultiert.[126!

27



4. Theorie

Methyl-3-mercaptopropionat hebt sich aufgrund der Molekiilstruktur und der daraus
resultierenden erhohten Aktivitdt von anderen Thiolen ab. In der photoinduzierten
Reaktion von Methyl-3-mercaptopropionat mit 1-Hepten wurde eine 6-fach hohere Re-
aktionsrate als fiir die Reaktion von 1-Mercaptopentan mit 1-Hepten erhalten.!117]
Der Grund ist die Aktivierung der SH-Bindung durch die Ausbildung eines cyclischen
Ubergangszustandes (Abb. [4.12).

SH O H

AN
K)J\ = 39 |O
OMe k)\OMe

Abb. 4.12.: Die Ausbildung eines zyklischen Ubergangszustandes von Methyl-3-mercapto-
propionat resultiert in der Schwéchung der SH-Bindung und folglich einer Erhhung der Reakti-
vitie. 12V

4.4. Quenchingeffekte bei Rhodaminfarbstoffen

Xanthene stellen eine Stoffgruppe dar, aus denen durch ein konjugiertes n-System ei-
ne Vielzahl an Fluoreszenzfarbstoffen hervorgehen.!!27l Thre Farbe wird hauptséachlich
durch die am Xanthengeriist angebrachten Substituenten festgelegt.!'28] Rhodamin-
farbstoffe gehoren zu dieser Klasse und zeichnen sich durch hohe Fluoreszenzquan-

nl129 ynd der Moglichkeit mit preiswerten Lichtquellen angeregt zu wer-

tenausbeute
den aus. Die protonierte und deprotonierte Form von Rhodamin B zeigen eine starke
Fluoreszenz, wobei diese durch die freie Beweglichkeit der Aminogruppe beeinflusst
wird.139 Die Lacton-Form der Farbstoffe Rhodamin B,!131l Bengalrosa!!32! sowie Eo-
sin Y1123l jst hingegen nicht-fluoreszent. Der Grund dafiir ist, dass bei der Ausbildung
des Lactons das konjugierte n-System aufgehoben wird (Schema .[13°] Die Moglich-
keit Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Losungsmittel auszubilden, stabilisiert
die Ausbildung der zwitterionischen Struktur. In apolaren Losungsmitteln werden
diese allerdings in die Lacton-Form tiberfiihrt. Der Anteil zwitterionischer Struktu-
ren ist in Aceton und Chloroform vernachléassigbar klein, weshalb keine Fluoreszenz

vorliegt.[131]
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Schema 4.5.: Fluoreszenz-Quenching von Rhodamin B durch Bildung der Lacton-Form nach
PREININGER et al.l131]

Die Fluoreszenz der Rhodamine resultiert aus der Relaxation aus dem angeregten Sin-
gulettzustand. Durch ein ISC wird der Triplettzustand erhalten, aus welchem hinge-
gen mehrere Mechanismen auftreten konnen. Darunter fallen die strahlungslose Des-
aktivierung, Quenching durch Verunreinigungen und ionischer Radikale, oder durch
einen Elektronentransfer.!134 Jodide und Thiocyanate sind in der Lage die Fluores-
zenz durch einen Elektronentransfer vom Anion zum angerengten Farbstoff zu quen-
chen.13% Bej der Verwendung von CTAB wurden die Chromophore Riboflavin und
Flavin-Adenin-Dinukleotid durch ein ISC aufgrund des Bromidions gequencht.!13%]
CTAB sorgt bei der Verkapselung auch fiir das Quenching von Eosin Y.[13¢]
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S. Zielsetzung & Konzeption

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer allgemeinen Verkapselungsmethode
fiir hydrophile Substanzen bestehend aus einer inversen Mizelle und einer amphi-
philen Polymerhiille. Durch die Verkapselung der Beladung im Inneren der inversen
Mizelle wiirde die Entitéit gewahrt sowie vor Proteolyse!® und ungewollter Wechsel-
wirkung mit hydrophoben Oberflachen!!% geschiitzt. Dariiber hinaus kénnten weitere
Nachteile,l137! wie das Losen oder die Adsorption der Beladung in der Polymerhiil-
le, verhindert werden. Dabei sollte nicht nur ein proof of concept der Verkapselung
gezeigt werden, sondern nach erfolgreicher Herstellung beladener Nanokapseln, die
Adressierung der LSECs erfolgen. Der Fokus dieser Forschungsarbeit kann in drei
Teilaspekte gegliedert werden. Zum einen der Synthese und Selbstassemblierung ver-
schiedener Ammoniumsalze mit anschlieender Stabilisierung der beladenen inver-
sen Mizellen. Darauffolgend sollte die Interkalation mit dem amphiphilen Copolymer
PMAcOD zum zweiten Phasentransfer untersucht sowie in vitro und in vivo Studien
durchgefiihrt werden. Im folgenden werden die Zwischenschritte detaillierter darge-
stellt.

Zunichst sollten N,N-Dialkyl-N,N-diallylammoniumhalogenide mit unterschiedlich lan-
gen aliphatischen Seitenketten synthetisiert werden, welche die Ausbildung inverser
Mizellen erlauben. Um moglichst kleine inverse Mizellen zu erhalten, war es wichtig
den hydrophoben Volumenanteil im Molekiil durch eine zweifache Substitution mit
aliphatischen Ketten zu erhohen.[®!) Es sollten allylische Gruppen verwendet werden,
da endstindige Doppelbindungen eine hohere Reaktividt gegeniiber innenstindigen

nl126] ynd weiterhin die Stabilisierung der Konstrukte durch eine

Alkenen aufweise
Quervernetzung mit Polythiolen in einer photoinduzierten Thiol-en Reaktioner mog-
lich wire 117 Diese Art der Quervernetzung eignet sich hervorragend, da zum einen
die Beladung lediglich milden Reaktionsbedingungen ausgesetzt wire und zum an-
deren, je nach verwendetem Thiol, das Einbringen labiler Estergruppen realisiert
werden konnte. Um die Nanokapseln bei den spateren in vitro und in vivo Unter-

suchungen spektroskopisch verfolgen zu konnen, wurden fluoreszente Rhodaminfarb-
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stoffe als Beladung ausgewéhlt. Es sollte weiterhin untersucht werden welchen Ein-
fluss das Gegenion des Ammoniumhalogenids auf die Mizellbildung hat und ob das
bei den Ammoniumiodiden zu erwartende Quenching der Farbstoffel13% eintritt. Da
aufgrund des Packungsparameters!””’) mit zunehmender aliphatischer Kettenlange
kleinere Konstrukte sowie geringere kritische Mizellkonzentrationen!128! zu erwarten
sind, sollten Ammoniumhalogenide mit unterschiedlichen Kettenldngen untersucht

werden.

Im néachsten Schritt sollten die stabilisierten inversen Mizellen mit dem alternieren-
den amphiphilen Copolymer PMAcOD interkaliert werden. Die Interkalation anorga-
nischer Nanopartikel mit Polymeren ist in der Literatur vielfach beschrieben,!139-142]
allerdings konnte dies fiir PMAcOD mit rein organischen Mizellen noch nicht gezeigt
werden. Durch die Verwendung der amphiphilen Polymerhiille sollte der Phasentrans-
fer der inversen Mizellen in wissrige Losungen ermoglicht werden. Aufgrund der be-
reits geoffneten Anhydridgruppen des PMAcOD sollten stabile Nanokapseln ausge-
bildet werden, die auch ohne eine weitere Quervernetzung der duBeren Hiille!139:141]

stabil sind.

Nachdem die Beladung in den stabilisierten inversen Mizellen verkapselt und der
zweite Phasentransfer durch das Polymer realisiert werden konnte, sollte der Verkap-
selungsprozess beziiglich der Grofle der erhaltenen Nanokapseln untersucht werden.
Das Poly(Maleinsdureanhydrid-alt-1-Octadecen) (PMAOD) zeigte in voran gegange-
nen Studien in der Grofle der ausgebildeten Mizellen eine Abhéngigkeit vom Hydro-
lysegrads,!143l weshalb der Einfluss einer basischen Aufarbeitung der Nanokapseln
genau betrachtet werden sollte. Die Methode sollte insofern ausgearbeitet werden, als
dass sie auf alle in dieser Arbeit verwendeten Mizellbildner angewendet werden kann.
Die Adressierung der LSECs durch mit PMAcOD interkalierte Nanopartikel® konn-
te bereits gezeigt werden und sollte auf die in dieser Arbeit entwickelten Nanokapseln

ubertragen werden.
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6. Ergebnisse und Diskussion

Die in dieser Forschungsarbeit erhaltenen Ergebnisse werden in den nachfolgenden
Abschnitten dargestellt und diskutiert. Angefangen mit der Synthese alkylierter
Ammoniumsalze als Mizellbildner (Abschnitt S. [33), hin zur Ausbildung inver-
ser Mizellen in organsichen Losungsmitteln (Abschnitt S.[39). Die anschlieSende
Stabilisierung der beladenen Mizellen durch ein Cross-Linking (Abschnitt S.
sowie die darauffolgende Interkalation mit einem geeigneten Polymer zur Initiierung
des zweiten Phasentransfers ins Wasser (Abschnitt S. werden beschrieben.
Schlussendlich werden die Eigenschaften (Grof3e, Stabilitat, Toxizitat, zellulare Auf-
nahme) der erhaltenen Nano-Carrier-Konstrukte aufgezeigt (Abschnitt[6.5] S.[70).

6.1. Synthese Mizellbildner

Im folgenden Abschnitt wird die Darstellung der quartaren Ammoniumsalze mit un-
terschiedlichen Gegenionen in einer zweistufigen Synthese beschrieben. Zunéchst er-
folgte die Bildung tertiirer Amine nach einer Vorschrift von BONGARTZ et al.!144]
(Schema [6.1). Der Mechanismus der Monoalkylierung von Diallylamin verlduft nach
einer nukleophilen Substitution des eingesetzten priméren Alkylbromids (Schemal6.2).

H Alkyl KoCOs alkyl
N + y \B — > \
e NS r Acetonitril /\/N\/\
C69 CS’ C109 >
Alkyl =
< Y7 C1p Cia, Cig

Schema 6.1.: Alkylierung von Diallylamin mit 1-Bromalkanen unter Verwendung von K,CO4
zur Darstellung tertidrer N-Alkyl-N,N-diallylamine.
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Schema 6.2.: Der Mechanismus wurde in dieser Forschungsarbeit nicht im Detail untersucht,
daher beruht der dargestellte Mechanismus lediglich auf theoretischen Uberlegungen gestiitzt
durch experimentelle pK-Werte. 1431146l E ist der schematische Mechanismus einer nukleophilen
Substitution primérer Alkylbromide mit Diallylamin gezeigt. Durch die Wahl des aprotischen
Losungsmittels Acetonitril sowie der Verwendung von 1-Bromalkanen ist eine Sy2- gegeniiber
einer Sy 1-Reaktion bevorzugt.

Der Mechanismus einer nukleophilen Substitution hédngt von einer Vielzahl von Fak-
toren ab. Dabei sind nicht nur das Nukleophil und Elektrophil ausschlaggebend, son-
dern auch die Eigenschaften des verwendeten Losungsmittels. In einer Sy1-Reaktion
wird ein reaktives Carbokation als Zwischenprodukt gebildet, bevor der nukleophile
Angriff erfolgen kann. Damit die Reaktion nach diesem Mechanismus verlauft, muss
die Stabilisierung des Kations u.a. durch +I- (bspw. Alkylgruppen) oder +M-Effekte
(bspw. benachbarte freie Elektronenpaare) oder ein protisches, polares Losungsmit-
tel erfolgen. Dabei gilt, je hoher das Kohlenstoffatom des Elektrophils substituiert
ist, desto besser wird die positive Ladung stabilisiert. Bei der Verwendung primérer
Alkylbromide ist diese Stabilisierung jedoch nicht ausreichend gegeben, sodass die
Substitutionsreaktion in einem Ubergangszustand nach Sy2 bevorzugt wird. Dabei
néhert sich das Nukleophil riickseitig an, wodurch eine Erh6hung der Elektronendich-
te im antibindenden Orbital der C-Br-Bindung resultiert und diese geschwicht wird.
Die Alkylierung des Kohlenstoffatoms und die Substitution des Bromidions am Elek-
trophil erfolgen zeitgleich ohne ein Zwischenprodukt auszubilden. Die Schwierigkeit
bei nukleophilen Substitutionen mit Aminen ist, dass hoher substituierte Produkte
der Stickstoff-Alkylierung durch den zunehmenden +I-Effekt bessere Nukleophile fiir
Folgereaktionen darstellen. Dadurch werden mono-, di-, tri- und tetrasubstituierte
Amine/Ammoniumsalze erhalten.1%l Indem das Alkylbromid im Unterschuss einge-

setzt wurde, konnte diese Problematik umgangen werden.

Durch die hohe Basizitit von KoCO314%! wurde die Bildung von Diallylammmonium-

nl146l ynterbunden, sodass héhere

bromid und N-Alkyl-N,N-diallylammoniumbromide
Ausbeuten realisiert werden konnten. Weiterhin konnte mit der Variation des einge-
setzten Bromalkans eine Vielzahl tertidrer Amine mit hoher Reinheit dargestellt wer-

den.
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Als Nichstes soll hier eine Diskussion des 'H-NMR-Spektrums der tertiiren Ami-
ne inklusive Erklarungen zur Verschiebung der erhaltenen Signale erfolgen. Dazu
muss zunichst besprochen werden, warum die Wasserstoffkerne unterschiedliche An-
regungsenergien (chemische Verschiebung) benétigen und wieso nicht jeder einzelne
Wasserstoffkern durch ein eigenes Signal reprisentiert wird. Durch das Anlegen eines
dubBeren Magnetfelds By werden die Spinzustédnde der Wasserstoffkerne aufgespalten.
Die Energiedifferenz der Spinaufspaltung wird durch das effektive Magnetfed B be-
stimmt, welches sich aus dem dulleren (angelegten) Magnetfeld By und der Abschirm-
konstante o ergibt (Gl.[6.1). Diese wird durch die vorliegende Elektronendichte sowie
Anisotropie- und sterischen Effekten bestimmt. Ein hohes B.g sorgt fiir eine starke
Aufspaltung der Spinzustidnde, was wiederum fiir eine Tieffeld-Verschiebung und so-
mit hohen ppm-Werten sorgt. Mit abnehmender raumlicher Nihe der Wasserstoffker-
ne zu elektronegativeren Heteroatomen nehmen die elektronischen Effekte ab und die

Protonensignale werden ins Hochfeld verschoben.!147]

Besr = Bo(1 —0) (6.1)

Wenn eine Symmetrieoperation auf eine Molekiilstruktur angewendet werden kann,
dann sind die gespiegelten Kerne chemisch kongruent. Kerne mit gleicher Aufspal-
tung und Verschiebung im NMR-Spektrum konnen allerdings auch ohne Symmetrie-
operation erhalten werden, indem diese durch eine innermolekulare Rotation dquiva-
lent werden. Dies gilt beispielsweise fiir Methylgruppen.147! Tertizire Alkylamine be-
sitzen eine tetraedrische Struktur aufgrund des sp3-hybridisierten Stickstoffatoms.!101]
Es ist daher moglich eine Spiegelebene einzubringen (Abb. [6.1), wodurch die Aufspal-
tung im 'H-NMR-Spektrum von N-Alkyl-N,N-diallylaminen erklirt werden kann. Ei-

ne Spektrendiskussion wird beispielhaft fiir N,N-Diallyl-N-tetradecylamin durchge-

fiihrt (Abb. [6.2).

Alkylm N .

B

Abb. 6.1.: Spiegelebene in N-Alkyl-N,N-diallylaminen.
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6. Ergebnisse und Diskussion

Aufgrund der Symmetrieebene in N-Alkyl-N,N-diallylaminen sind die allylischen Sub-
stituenten chemisch und magnetisch dquivalent und ergeben das in Abbildung
gezeigte Aufspaltungsmuster.

L
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Abb. 6.2.: 'H-NMR-Spektrum von N,N-Diallyl-N-tetradecylamin in CDCl;. Mithilfe der ge-
zeigten Molekiilstruktur wurde die Zuordnung der Signale fiir die jeweiligen Wasserstoffkerne
veranschaulicht.

Aufgrund der sp?>-Hybridisierung der olefinischen Kohlenstoffatome liegt an der Dop-
pelbindung eine planare Struktur vor. Durch Anisotropieeffekte wird ein Anisotropie-
kegel senkrecht zur planaren Struktur erzeugt, wodurch eine starke Entschirmung
der vinylischen Protonen resultiert.14”! Fiir Hy wird ein Dublett vom Dublett vom
Triplett (ddt) bei 5.86 ppm mit 3J-Kopplungskonstanten von 16.8, 10.1 und 6.5 Hz
erhalten. Die dafiir ausschlaggebende vicinale Kopplung ist in Abbildung veran-
schaulicht und nimmt mit Abnahme der Winkel o und ¢ sowie der Bindungslénge
[ ab. Im olefinischen System sind / und « fiir die Kopplungen mit H, identisch, le-
diglich der Torsionswinkel ¢ unterscheidet sich. Fiir die E-stdndigen Kerne betragt
¢ = 180° und fiir die Z-standigen Kerne ¢ = 0°.[47] Dje 3J-Kopplung von 16.8 Hz er-
folgt mit H,, und von 10.1 Hz mit H;, und sorgt jeweils fiir eine Dublettaufspaltung.
Die benachbarte Methylengruppe besitzt aufgrund der freien Drehbarkeit zwei che-
misch und magnetisch dquivalente Protonen H,.. Diese sorgen fiir eine Triplettauf-
spaltung von Hy mit einer Kopplungskonstanten von 6.5 Hz. Aufgrund der drei un-
terschiedlichen Kopplungskerne wird fiir Hy eine ddt-Aufspaltung erhalten. Fiir die
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Protonen H, kann lediglich ein Multiplett bei 5.19-5.12 ppm erhalten werden, da
aufgrund von Uberlagerungen der Signale keine Multiplizitit aus dem Spektrum be-
stimmt werden kann. Die Methylengruppe H. kann bei 3.10 ppm als Dublett mit einer
3J-Kopplung von 6.5 Hz durch H;, identifiziert werden. Die aliphatischen Protonen Hy
bei 2.44-2.40 ppm, He bei 1.49-1.41 ppm und H; bei 1.33-1.20 ppm zeigen komple-
xe Multiplett-Aufspaltungen aufgrund von 3J- und *J-Kopplungen. Die endsténdige
Methylgruppe Hg wird bei 0.88 ppm als Triplett mit einer 3J-Kopplungskonstante von
6.9 Hz aufgespalten.

Abb. 6.3.: Die vicinale Kopplung von Wasserstoffkernen in Abhingigkeit der Winkel &, ¢ und der
Bindungslidnge / in gesittigten Kohlenstoffverbindungen. Aufgrund der nicht-vorhandenen freien
Drehbarkeit von Doppelbindungen erfolgt die *J-Kopplung terminaler Alkene in Abhingigkeit
von ¢ (modifiziert nach HESSE, MEIER, ZEEHU47)),

Die Darstellung der quartdren Ammoniumsalze als inverse Mizellbildner fiir hydro-
phile Substanzen ist in Schema schematisch dargestellt. Die Synthese erfolgte
in Anlehnung an YANG et al.1%8) und erlaubt es durch den einfachen Austausch des
eingesetzten Alkylhalogenids, eine Vielzahl an Mizellbildnern mit sowohl unterschied-
lichen aliphatischen Kettenldngen als auch Gegenionen zu erhalten. Dabei wurde das
in der ersten Stufe (Schema S. isolierte tertidre Amin unter Riickfluss mit ei-
nem Alkylhalogenid umgesetzt und anschlieend sdulenchromatographisch gereinigt.
Es konnten die folgenden Ammoniumsalze in Ausbeuten von 18-86 % und hoher Rein-
heit isoliert werden: DHexAB, DHexAI, DOAB, DOAI, DDeAB, DDeAl, DDAB, DDAI,
DTAB, DHAB und DHALI.

Alkyl Allv] Alkyl Alkyl
N + y \X —_ Nt
N Xy Acetonitril N
Ce, Cs, Cyo, >
X =Br, I Alkyl =
( r1 < Y= C12 Cla Ci

Schema 6.3.: Darstellung quartirer N,N-Dialkyl-N, N-diallylammoniumhalogenide mit Bromid-
und Iodid-Gegenionen.

In Abbildung ist beispielhaft ein 'H-NMR-Spektrum von DDAB in CDCl; gezeigt,
das in folgendem kurz diskutiert werden soll. Die Erklarungen fiir die Verschiebung
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6. Ergebnisse und Diskussion

der Protonensignale sowie die chemische und magnetische Aquivalenz der Wasserstoff-
kerne wurde bereits fiir N,N-Diallyl-N-tetradecylamin (Abb. nédher gebracht. Die-
se konnen auf das in Abbildung|6.4]gezeigte Spektrum iibertragen werden.
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Abb. 6.4.: 'H-NMR-Spektrum von DDAB in CDCl,. Mithilfe der gezeigten Molekiilstruktur
wurde die Zuordnung der Signale fiir die jeweiligen Wasserstoffkerne veranschaulicht.

Fiir Hy, wird ein ddt bei 5.98 ppm mit 3J-Kopplungskonstanten von 17.1, 10.0 und
7.2 Hz erhalten. Die *J-Kopplungen von 17.1Hz und 10.0 Hz erfolgen mit H,, sowie
H,, und sorgen jeweils fiir eine Dublettaufspaltung. Die benachbarte Methylengrup-
pe besitzt aufgrund der freien Drehbarkeit zwei chemisch und magnetisch dquivalente
Protonen H.. Diese sorgen fiir eine Triplettaufspaltung von Hj, mit einer Kopplungs-
konstanten von 7.2 Hz. Aufgrund der drei unterschiedlichen Kopplungskerne wird fiir
Hj, eine ddt-Aufspaltung erhalten. Fiir die Protonen H, kann jeweils ein Dublett bei
5.80 ppm (Ha,) und 5.72 ppm (H,,) erhalten werden. Die Zuordnung ist aufgrund der
unterschiedlichen Kopplungskonstanten moglich. Die Methylengruppe H. kann bei
4.24 ppm als Dublett mit einer 3J-Kopplung von 7.2Hz durch H, identifiziert wer-
den. Die aliphatischen Protonen Hy bei 3.37-3.19 ppm, H, bei 1.83—1.76 ppm und H;
bei 1.39-1.32 ppm zeigen aufgrund multipler J-Kopplungen komplexe Aufspaltungs-
muster. Die endstédndige Methylgruppe Hy; wird bei 0.87 ppm als Triplett mit einer
3J-Kopplungskonstante von 6.9 Hz aufgespalten. Aufgrund der positiven Ladung des
Stickstoffatoms sind vor allem die kernnahen Protonen im Vergleich zum tertidren

Amin starker Tieffeld verschoben.
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6.2. Erster Phasentransfer

Im ersten Phasentransfer wurde die wasserlosliche Beladung durch die Ausbildung ei-
ner inversen Mizelle in die organische Phase transferiert. Dazu wurde der Mizellbild-
ner in dem organischen Losungsmittel gelost und anschlielend eine wissrige Losung
mit der zu beladenen Substanz eingespritzt. Aufgrund der Verkapselung wird die was-
serlosliche Substanz in hydrophoben organischen Losungsmitteln loslich. Die Selbst-
assemblierung der Mizellbildner héngt von einer Vielzahl von Faktoren ab
(Abschnitt [4.2.4). In den folgenden Abschnitten werden ein Lésungsmittel-Screening
(Abschnitt [6.2.7), der Einfluss des Halogenid-Gegenions (Abschnitt sowie das
Fluoreszenzverhalten verkapselter Farbstoffe (Abschnitt untersucht. Die dyna-
mische Lichtstreuung (DLS) wurde als Methode zur Gréf3enbestimmung der Konstruk-
te verwendet.

Die Verkapselung hydrophiler Substanzen in inversen Mizellen aus quartiaren Ammo-
niumsalzen ist in Abbildung|6.5schematisch fiir Bengalrosa gezeigt.

Alkyl /Alkyl

Abb. 6.5.: Schematische Darstellung der Verkapselung von Bengalrosa in einer inversen Mizelle
durch ein quartires Ammoniumsalz.

Die Selbstassemblierung zu sphirischen Mizellen wird durch das Verhiltnis aus hy-
drophilem zu hydrophobem Anteil des Mizellbildners bestimmt. Dariiber hinaus hat
das verwendete Losungsmittel sowie das Verhéiltnis aus der zu verkapselnden, wéss-
rigen Losung zur Mizellbildnerkonzentration Wy (Gl S. einen signifikanten

Einfluss und wurde im Folgenden untersucht.
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6.2.1. Losungsmittel-Screening

Zur Untersuchung des Einflusses des organischen Losungsmittels auf die Selbstas-
semblierung, erfolgte ein Screening mit unterschiedlichen Polaritaten. Um die Aus-
bildung von Uberstrukturen zu erzwingen, wurden die Untersuchungen mit apro-
tischen Losungsmitteln mit geringer Polaritit begonnen und diese dann stetig er-
hoht.

Zunéchst wurde die Verkapselung in Anlehnung an SHAPIRO et al.[?%! untersucht. Cy-
clohexan, n-Hexan als auch Abmischungen mit 2vol% Chloroform zeigten allerdings
selbst beim Erwarmen auf 40 °C geringe Loslichkeiten (< 5 mmolar) fiir DDAB und
wurden daher fiir den ersten Phasentransfer ausgeschlossen. Benzol und Toluol zeig-
ten eine vergleichsweise bessere Loslichkeit der Mizellbildner. Allerdings wurde durch
die Wechselwirkung mit den organischen Losungsmitteln die Ausbildung der Lacton-
form induziert, wodurch eine Fluoreszenzloschung (quenching) resultierte. Aufgrund

el1491 ynd der Lactonform!132! igt ei-

der unterschiedlichen Loslichkeit der Natriumsalz
ne Verkapselung daher nicht anzunehmen. Hierdurch sind auch Benzol und Toluol kei-
ne geeigneten Losungsmittel, um wasserlosliche Farbstoffe mithilfe von Ammonium-
salzen zu verkapseln. Auch in Chloroform ist ein Quenching der Fluoreszenz von Rho-
daminen beschrieben, 131l allerdings zeigte eine Lésung aus Rhodamin B (1 mg/mL)
Fluoreszenz. Weiterhin konnten ZHANG et al.'9!) mit quartiren Ammoniumsalzen in-
verse Mizellen erhalten. Nach dem Einspritzen der wissrigen Farbstofflosung wurde
eine violettfarbene, fluoreszente Chloroformlésung erhalten. Die DLS-Messungen zeig-
ten jedoch, dass sich mit der Zeit ein Gleichgewicht von Uberstrukuren mit Grofen
> 1000 nm ausbildeten (Abb. [6.6). Folglich ist auch Chloroform fiir den ersten Phasen-

transfer ungeeinget.
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instantan
nach 7 h

Intensitét [a.u.]
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Abb. 6.6.: Groflenbestimmung der Konstrukte mittels DLS fiir den Verkapselungsprozess von
Rhodamin B in DDAB in Chloroform nach sofortiger Zugabe sowie nach 7 h. Der zeitabhingige
Vergleich der Ergebnisse aus der Intensitdtsmessung zeigt, dass die gebildeten Strukturen direkt
nach der Zugabe der wissrigen Farbstofflosung nicht im thermodynamischen Gleichgewicht
stehen.

Aufgrund der in Abbildung[6.6|gezeigten Abhéingigkeit des Gleichgewichts auf die Aus-
bildung der inversen Mizellen, wurden die nachfolgenden DLS-Messungen grundsitz-
lich erst am Folgetag durchgefiihrt, damit sich das Gleichgewicht einstellen konnte.
Die Verwendung von Chloroform/N,N-Dimethylacetamid (DMAc)-Gemischen ist fir
quartire Ammoniumsalze zur Bildung inverser Mizellen beschrieben!*®Y und wur-
de auf dieses System tibertragen. Nach der Zugabe der Farbstofflosung wurde eine
schwach violettfarbene Losung erhalten. Die DLS-Messung erfolgte 20 h nach Zugabe
der Beladung und es konnte eine monomodale Groflenverteilung der inversen Mizel-
len mit GroBlen von 1-4000 nm beobachtet werden. Aufgrund der hohen Polydispersi-
tat der Konstrukte (Abb. sowie der Toxizitat waren fiir DMAc allerdings keine
idealen Voraussetzungen gegeben.

41



6. Ergebnisse und Diskussion

Intensitét [a.u.]
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Abb. 6.7.: Intensititsmessung zur Groenbestimmung der inversen Mizellen aus DDAB mit einer
Bengalrosa Beladung in einem Gemisch aus Chloroform/DMAc (2:1). Es wurden Konstrukte mit
einer monomodalen GroBenverteilung und einer gro3en Polydispersitét erhalten.

Untersuchungen zu Ethylacetat (EtOAc) lieferten vergleichbare Ergebnisse wie die in
Abbildung gezeigten. Allerdings wurde eine schmalere Groflenverteilung erhalten
(Abb. und der Verzicht von Losungsmittelabmischungen erleichtert die praparati-
ve Arbeit. Weiterhin ist das Abtrennen von EtOAc im Verkapselungsprozess aufgrund
des geringeren Siedepunkts im Vergleich zu DMAc leichter moglich.

Auf Grundlage der von ZHANG et al.'®1] beschriebenen Ergebnisse fiir quartire Am-
moniumsalze, wurde im Folgenden THF als Losungsmittel untersucht. Um die Polari-
tat der Losung zu verringern und die Ausbildung inverser Mizellen zu unterstiitzen,
wurden Abmischungen mit n-Hexan hergestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die Loslichkeit der Mizellbildner mit steigendem THF-Anteil zunahm und ein Volu-
menanteil an THF von mindestens 50 % nétig war, um bei einer Konzentration von
17.8 mmol/L eine homogene Losung zu erhalten. Weiterhin zeigte sich, dass die Zu-
gabe von n-Hexan keinen positiven Einfluss auf die Selbstassemblierung gegeniiber
reinem THF hatte.
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Obwohl es sich bei THF und EtOAc um aprotische Losungsmittel handelt, konnte nach
der Zugabe der wissrigen Farbstofflosung eine Fluoreszenz sowie im Gleichgewicht
fiir THF Konstrukte im GroB3enbereich von 1.5-21 nm und fiir EtOAc von 2.7-500 nm
erhalten werden (Abb. [6.8).
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Abb. 6.8.: Vergleich der gebildeten KonstruktgréBen aus DDAB mit Bengalrosa in THF und
EtOAc. Fiir beide Losungsmittel wurden monomodale GroBenverteilungen erhalten. THF zeigte
im Gegensatz zu EtOAc eine geringere Polydispersitit sowie kleinere inverse Mizellen im Bereich
von 1.5-21 nm.

Nach dem Losungsmittel-Screening wurden fiir DDAB in THF die kleinsten Konstruk-
te, eine fluoreszente Losung sowie eine schmale Grolenverteilung erhalten. Diese Er-
gebnisse sollten nun auf die anderen Mizellbildner iibertragen werden.

Fur N,N,N-Triallyldodecylammoniumbromid (TDAB) war aufgrund des verianderten
Verhiltnisses aus hydrophobem zu hydrophilem Anteil ein abweichendes Verhalten
zu erwarten. Aufgrund der einfachen Substitution mit einer aliphatischen Seiten-
kette wurden erwartungsgemill keine kleinen sphérischen Mizellen, sondern Kon-
strukte mit GroBen > 1000 nm erhalten. Dieses Ergebnis lasst sich mit den in Ab-
schnitt beschriebenen theoretischen Grundlagen zum Packungsparameter erkla-
ren.
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Im Gegensatz dazu wurde fiir N,N-Diallyl-dodecylammonio-N-propylsulfonat (DDsulfo)
die in Abbildung|6.9gezeigte Grofenverteilung in THF erhalten.

Intensitét [a.u.]
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Durchmesser [nm]

Abb. 6.9.: Grolenbestimmung der Konstrukte aus der Intensitiatsmessung mittels DLS. Aufgrund
der Uberreprisentation groBer Partikel, kann das Signal ab 100 nm vernachlissigt werden. Es
erfolgte eine Verkapselung von Bengalrosa mit DDsulfo in THF unter Ausbildung von Uberstruk-
turen im GroBenbereich von 1.5-12 nm.

Obwohl der Mizellbildner nur eine aliphatische Seitenkette besitzt, wurden Konstruk-
te im GroBenbereich von 1.5-12nm erhalten. In der DLS wird die zeitabhéngige In-
tensitdt der an nanoskopischen Partikeln, aufgrund der BROWN’SCHEN Molekular-
bewegung, gestreuten Strahlung gemessen.!1°ll Dje Intensitit ist dabei proportional
zu 0152 wodurch eine Uberreprisentation groBer Partikel in der Intensitdtsmes-
sung stattfindet. Aus diesem Grund kann das Signal ab 70 nm vernachlassigt wer-
den. Allerdings unterscheidet sich dieser Mizellbildner aufgrund der Propylsulfonat-
Gruppe auch von den anderen in dieser Arbeit untersuchten N,N-Dialkyl-N,N-diallyl-

ammoniumsalzen.

6.2.2. Einfluss des Halogenids

Im folgenden Abschnitt werden der Einfluss des Halogenids als Gegenion auf die
Selbstassemblierung sowie Fluoreszenzeigenschaften der Farbstoffe diskutiert. Um

44



6. Ergebnisse und Diskussion

die erhaltenen Ergebnisse mit DDAB vergleichen zu konnen, erfolgten die Untersu-
chungen unter Verwendung des Mizellbildners mit gleicher Alkylsubstitution. Beim
Austausch des Bromidions gegen Iodid wurden fiir DDAI vergleichbare Ergebnisse der
Selbstassemblierung in THF und EtOAc erhalten (Abb.[6.10).

THF EtOAc
——DDAB ——DDAB

- ——DDAI - —— DDAI

Intensitét [a.u.]
Intensitat [a.u.]

0- JS S /AN WA
1 10 100 1000 1 10 100 1000

Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]

Abb. 6.10.: Einfluss des Gegenions auf die Mizellbildung in THF (links) und EtOAc (rechts).
DDALI lieferte fiir beide Losungsmittel kleinere Konstrukte. Aufgrund der Uberreprisentation
groBerer Partikel in der Intensitidtsmessung ist das Hauptsignal von DDAI in THF bei 1 nm,
obwohl die Intensitit im Vergleich zu dem Signal bei 100 nm gering ist.

Bei der Selbstassemblierung mit DDAI wurden im Vergleich zu DDAB sowohl in THF
als auch in EtOAc kleinere Konstrukte erhalten. Hierbei ist wichtig zu erwdhnen, dass
die Streuung an Partikeln proportional zu r° erfolgt!®2l und dadurch in der Intensi-
tatsmessung in der DLS-Auftragung tiberreprisentiert werden. Dadurch kéonnte der
Eindruck entstehen, dass in THF mit DDAI hauptsichlich Konstrukte > 60 nm erhal-
ten werden. Allerdings beschreibt das Signal bei 1 nm (Abb. THF) fiir DDAI den
Hauptanteil der erhaltenen Konstrukte.

Aufgrund der groflenabhédngigen Aufnahme in die LSECs ist das Ziel dieser Forschungs-
arbeit moglichst kleine Gesamtkonstrukte zu erhalten, weshalb die Uberlegung be-
stand, den weiteren Prozess der Methodenentwicklung mit DDAI durchzufithren. Al-
lerdings zeigte die Verwendung der Ammoniumiodide als inverse Mizellbildner ein
starkes Quenching der Fluoreszenz der verwendeten Farbstoffe (Abb.[6.11).
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L

DDAB DDAI

Rhodamin B Bengalrosa Eosin Y

Abb. 6.11.: Fluoreszenz-Quenching durch DDAI: Rhodamin B (links), Bengalrosa (mittig),
Eosin Y (rechts). Die Fluoreszenzloschung der Farbstoffe durch das Ammoniumiodid erfolgte bei
Rhodamin B vollstindig, hingegen zeigten Bengalrosa und Eosin Y eine verminderte Fluoreszenz.

Fir Rhodamin B wurde die Fluoreszenz durch die Iodidionen vollstindig gequencht.
Die Farbstoffe Bengalrosa und Eosin Y zeigten eine stark verminderte Fluoreszenz,
die allerdings nicht vollstandig unterdriickt wurde. Den Einfluss von Iodidionen auf
die Lumineszenz wurde auch bei konjugierten n-Systemen,123! Carbazol-Polymeren!124]
und Quantendots!159! beschrieben. Weiterhin erfolgten intensive Studien zum Einfluss
von Natrium- und Kaliumiodid auf das Fluoreszenzverhalten organischer Farbstoffe
wie Rhodamine, aber auch Cyanofarbstoffe.[130156-158] Dag zunichst angenommene
Verhalten auf Grundlage des Schweratomeffekts wurde von BEER et al.[153 fiir konju-
gierte n1-Systeme ausgeschlossen, da das Quenchingverhalten verschiedener Anionen
in Korrelation zum Redox-Potenzial steht. Die postulierte Desaktivierung der Fluo-
reszenz durch einen charge-transfer-Komplex wird fiir Bengalrosa!l®6l und weitere
Organofarbstoffell®”l angenommen. Der Schweratomeffekt fordert zwar den ISC vom
Singulett- zum Triplettzustand, spielt allerdings beim Quenchingverhalten lediglich
eine untergeordnete Rolle.[127]

Damit die zelluldren Prozesse bei den in vitro als auch in vivo Studien spektroskopisch
verfolgt werden konnen, wurde der weitere Verkapselungsprozess unter Verwendung
der bromierten Mizellbildner durchgefiihrt. Nach der Optimierung wurde die Methode
als proof of concept auf die Ammoniumiodide iibertragen (Abschnitt[6.5).
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6.2.3. Fluoreszenzeigenschaften verkapselter Farbstoffe

Die Methodenentwicklung zur Verkapselung hydrophiler Substanzen erfolgte mithilfe
der wasserloslichen Xanthenfarbstoffe Rhodamin B, Bengalrosa und Eosin Y, die sich
aufgrund hoher Quantenausbeuten und der Anregung mit preiswerten Lichtquellen
besonders eignen. Der Einfluss von Lbsungsmitteln sowie diverser ionischer und
nichtionischer TensideX¥ auf die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften ist in
der Literatur vielfach beschrieben und wurde in Abschnitt[4.4lerklirt.

Der in der Literatur beschriebene Einfluss kationischer Tenside auf Fluoreszenzfarb-
stoffel’59 konnte auch bei den in Abschnitt hergestellten Ammoniumbromiden
festgestellt werden (Abb. [6.12). In Abhéngigkeit von W, (Gl. S. verénderte
sich die Emissionswellenldnge des Farbstoffs. Da der Fokus dieser Arbeit jedoch nicht
auf Untersuchungen zum Quenchingverhalten der Ammoniumsalze liegt, wurden die-
se nicht genauer untersucht, sollen aber dennoch im Folgenden kurz angefiihrt wer-
den.

W,=20 W,=25 W,=30 W,=35 W,=40

e .-;a_azwsv.:»é

zunehmende Beladung

Abb. 6.12.: Wechselwirkungen des Farbstoffs Rhodamin B mit dem Mizellbildner DDAB in
EtOAc. In Abhingigkeit des zugegebenen wissrigen Rhodamin B Volumens erfolgt eine Ver-
schiebung der Fluoreszenz zu kiirzeren Wellenléngen.
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Mit abnehmendem Volumen der zugegebenen wiassrigen Rhodamin B Losung mit ei-
ner Konzentration von 10 mg/mL zu einer 50 mmolaren Lésung von DDAB, konnte
eine Verschiebung der Fluoreszenz des Farbstoffs zu kiirzeren Wellenlangen beobach-
tet werden. Dieses Verhalten konnte auch bei kationischen Tensiden wie CTAB sowie
nichtionischen Mizellbildnern gezeigt werden.!159! Die Fluoreszenzeigenschaften von
Rhodamin B stehen in Abhingigkeit zur freien Beweglichkeit der Aminogruppe.!13%
Die unterschiedlichen Emissionswellenldngen konnten aus elektrostatischen Wechsel-
wirkungen!1®% zwischen dem Mizellbildner und dem Farbstoff resultieren, was ei-

11591 Wechselwirkungen

ne verianderte Geometrie im Rhodamin B hervorrufen konnte.
mit Mizellbildnern werden auch fiir Cyanofarbstoffel161] beschrieben, wobei es nach
der Verkapselung in inversen Mizellen ebenfalls zu einer verminderten Fluoreszenz
kam.!162l Die verinderten Fluoreszenzeigenschaften, im Vergleich zum freien Farb-
stoff, konnten ebenso durch Farbstoffaggregatell®3l und verstirkte, elektrostatische
Wechselwirkungen, 1% aufgrund des begrenzten Innenraums der inversen Mizelle, er-
klart werden. Um eine ausreichende Fluoreszenz der Probe nach der Verkapselung fiir
die in vitro und in vivo Untersuchungen zu erhalten, sollten hochstmogliche Wy-Werte
erreicht werden. Weiterhin konnte durch die Optimierung von W, der Anteil der Mi-
zellbildner und folglich des Polymers fiir den zweiten Phasentransfer moglichst gering
gehalten werden, um eine hohe Wirkstoffapplikation ohne Nebenwirkungen durch die

Polymerkapsel zu realisieren.

6.3. Cross-Linking

Die Mizellbildner wurden so gewéahlt, dass durch die allylischen Substituenten eine
Stabilisierung der inversen Mizellen ermdéglicht werden kann. Das Cross-Linking von
N,N-Dialkyl-N,N-diallylammoniumbromiden mithilfe einer Quecksilberdampflampel164]
bietet den Vorteil, dass keine zuséitzlichen Chemikalien eingesetzt werden miissen.
Allerdings gibt es mildere Alternativen, die zum einen kiirzere Reaktionszeiten und
geringere Strahlungsenergien benétigen und zum anderen das Einbringen von Soll-
bruchstellen erlauben. Dafiir eignen sich vor allem die der Click-Chemie zugehori-
gen Reaktionen, die sich unter anderem durch sehr hohe Ausbeuten in kurzen Re-
aktionszeiten, einer breiten Anwendbarkeit unter einfachen Bedingungen sowie ei-
ner Unempfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff und Wasser definieren.!'®®! Diese An-
forderungen sind in der Thiol-en Reaktion gegeben, weshalb sich diese in besonde-

rem Mafle zur Stabilisierung der inversen Mizellen eignet. Es ist folglich moglich
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die Beladung einer moglichst milden (UV-A Strahlung) und geringen Bestrahlungs-
zeit auszusetzen.11”! Weiterhin kann durch die Verwendung eines Photoinitiators die
Reaktionszeit um ein Vielfaches verkiirzt werden.!1%6! Dabei muss vor allem darauf ge-
achtet werden, dass dieser eine starke Absorption in dem angeregten Spektralbereich
aufweist, um die Reaktion bestmdéglich zu initiieren.[16”! Die in dieser Forschungs-
arbeit angewandte Thiol-en Reaktion zur Stabilisierung, erfolgte in Anlehnung an
HOYLE et al.l117l mit einer Anregungswellenléinge von 366 nm und DMPA als Photo-

initiator.

6.3.1. Verschiedene Thiole

Der Reaktionsmechanismus der photoinduzierten Thiol-en Reaktion ist in Abschnitt[4.3.2]
beschrieben und wurde im Folgenden fiir die Mizellbildner angewandt. In Abbildung
ist die Stabilisierung einer inversen Mizelle durch ein Polythiol schematisch darge-
stellt.

Alkyl Alkyl

SN-NT X
Br

HSSH = Polythiol

Abb. 6.13.: Darstellung einer inversen Mizelle von Bengalrosa in DDAB, die durch ein Polythiol
stabilisiert wurde.

Zur Quervernetzung inverser Mizellen aus Ammoniumhalogeniden wurden drei Poly-
thiole (Abb. [6.14) untersucht.
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HS‘\_<O OMSH

SH SH O X O
NN
0] 0]
HS O O SH
1,4-Butandithiol 1,6-Hexandithiol PETMP

Abb. 6.14.: Die zur Stabilisierung der inversen Mizelle verwendeten linearen Dithiole
1,4-Butandithiol und 1,6-Hexandithiol sowie das Tetrathiol Pentaerythrittetrakis(3-mercapto-
propionat) (PETMP).

Die aliphatischen Dithiole mit einem Butan- und Hexan-Grundgerist ermoglichen
eine zweidimensionale Vernetzung, wobei darauf geachtet werden muss, dass die Be-
ladung nicht aus der inversen Mizelle diffundieren kann. Auf Grundlage der in der
Literatur beschriebenen hoheren Reaktivitat von Methyl-3-mercaptopropionat gegen-
uber anderen Thiolen, sollte das Tetrathiol PETMP untersucht werden. Weitere
Vorteile sind die vierfach Substitution mit Thiolgruppen, wodurch ein héherer Ver-
zweigungsgrad erreicht werden konnte sowie die sdurelabilen Estergruppen, die eine
Offnung der Konstrukte erlauben.

Durch die Verkapselung der Farbstoffe im Inneren der inversen Mizellen sollten diese
eine verdnderte Loslichkeit aufweisen. Dazu wurde eine 17.8 mmolare THF-Losung
der Mizellbildner hergestellt, zu welcher die Rhodaminfarbstoffe zugegeben wurden.
Anschlieflend wurden der Photoinitiator DMPA und ein Polythiol zugegeben und fiir
30 Minuten mit 366 nm bestrahlt. In Abbildung ist die Loslichkeit von freiem
Bengalrosa (links) sowie nach der Verkapselung und dem Quervernetzen in inversen

Mizellen gezeigt (rechts).

Abb. 6.15.: Loslichkeitsverhalten von Bengalrosa ohne Mizellbildner (links) und nach der Verkap-
selung in quervernetzten inversen Mizellen (rechts). Der freie Farbstoff zeigte ausschlieBlich eine
Loslichkeit in Wasser, wohingegen nach der Verkapselung in Ammoniumsalzen eine fluoreszente
Chloroformphase erhalten wurde.
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Das freie Bengalrosa Natriumsalz zeigt eine bevorzugte Loslichkeit in der wéssrigen
Phase auf. Nach der Verkapselung durch ein N,N-Dialkyl-N,N-diallylammoniumbromid
sowie der anschlielenden Quervernetzung mit einem Polythiol, wurde eine stabile vio-
lettfarbene Chloroformphase erhalten. Um die photoinduzierte Reaktion zwischen den
allylischen Gruppen und den eingesetzten Thiolen zur Stabilisierung zu bestatigen,
wurde ein ' H-NMR-Spektrum der Probe aufgenommen (Abb. [6.16).

C11H23ﬁ
NN+/\/ PETMP
b kBr' hv
CiiHps
CiiHps

¢}
\{\S/\/\?\E];r\_/\SVJ\ON U

C1Hys
b

6.05 6.00 5.95 5.90 5.85 5.80 5.75 5.70 5.65
[ppm]

Abb. 6.16.: '"H-NMR Spektrum vor (griin) und nach (hellgriin) der Quervernetzung von DDAB
mit PETMP in THF. Der vollstindige Umsatz in der Thiol-en Reaktion konnte durch die schwin-
denden Allylsignale des ddt bei 5.98 ppm und der Dubletts bei 5.80 ppm 5.72 ppm gezeigt
werden.

Anhand der nicht mehr vorhandenen allylischen Protonensignale konnte der vollstian-
dige Umsatz der Mizellbildner nach einer Reaktionszeit von 30 Minuten durch die Be-
strahlung mit 366 nm gezeigt werden. Durch die Beladung mit Bengalrosa oder Eosin
Y ist allerdings die Bildung von Singulettsauerstoff moglich,227! welcher anschlieBend
mit allylischen Wasserstoffen reagieren kann.!149 Dies hatte zur Folge, dass anhand
des im 'H-NMR-Spektrums zwar ein vollstandiger Umsatz der allylischen Gruppen
der Mizellbildner erfolgte, allerdings keine Stabilisierung durch
eine Thiol-en Reaktion moglich ware. Untersuchungen zur Thiol-en Reaktion mit Ben-
galrosa und Eosin Y zeigten jedoch, dass die Bildung von Thioethern auch im Bei-
sein von Sauerstoff stattfindet.[168170 Im vorgeschlagenen Mechanismus erfolgt zu-
nichst die Reaktion der Doppelbindungen mit den Thiol-Gruppen und anschlieend
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die Oxidation der Thioether zu Sulfoxiden.I”172l Fiir ein Gemisch aus THF/H,O
konnten im Vergleich zu anderen wissrigen Abmischungen die geringsten Ausbeuten
an Sulfoxiden erhalten werden.[172l Zur selektiven Darstellung von Sulfoxiden wurde
Luftsauerstoff durch die Reaktionslosung geleitet.l271] Anhand des Spektrums in Ab-
bildung|6.16]konnte folglich ein vollsténdiger Umsatz in der Thiol-en Reaktion gezeigt

werden.

In der Literatur ist die Bildung von Gelen bei der frei-radikalischen Stabilisierung von
inversen Mizellen aus Acrylaten in Abhingigkeit der Beladung Wy beschrieben.!17!
Daher sollte der Einfluss der Quervernetzung auf die Grofle der inversen Mizellen
untersucht werden. Hierfiir wurden die Losungen sowohl vor als auch nach dem Cross-
Linking im DLS vermessen (AbbJ6.17). Die Bestrahlung erfolgte bei Raumtemperatur
mit 366 nm fiir 30 Minuten.

1,4-Butandithiol 1,6-Hexandithiol PETMP
unstabilisiert unstabilisiert unstabilisiert
1+ stabilisiert 1= stabilisiert 14 stabilisiert

Intensitét [a.u.]
Intensitét [a.u.]
Intensitit [a.u

T T T 1 0 T T T 1 0 T T T /I
1 10 100 1000 1 10 100 1000 1 10 100 1000

Durchmesser [nm] Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]

Abb. 6.17.: Einfluss der Quervernetzung mit 1,4-Butandithiol (links), 1,6-Hexandithiol (mittig)
und PETMP (rechts) auf die Groe der inversen Mizellen.

Die Stabilisierung hatte bei den verwendeten Thiolen keinen signifikanten Einfluss
auf die GroB3e der Konstrukte. Nach der Reaktion konnten weder Niederschlag noch
Agglomerate in der DLS-Messung beobachtet werden. Dies lasst darauf schlieflen,
dass keine intermizellare Vernetzung stattgefunden hat. Untersuchungen zur Erho-
hung der Konzentration der Mizellbildner Losung auf 50 mmolar lieferten griéfere
Konstrukte, die auf eine Quervernetzung mehrerer Mizellen schlieflen ldasst. Aus die-
sem Grund wurden die weiteren Untersuchungen anhand der 17.8 mmolaren Losun-

gen durchgefiihrt.

Fir DDsulfo wurden nach dem Cross-Linking Konstrukte > 732 nm erhalten. Dieses
Ergebnis konnte mit einer in der Literatur beschrieben Annahme erkliart werden.?1!
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Die Stabilisierung inverser Mizellen beruht demnach auf nicht-kovalenten Kréften,
die durch eine Quervernetzung nahe an der polaren Kopfgruppe fixiert werden sol-
len. Bei DDsulfo besteht die Kopfgruppe, im Gegensatz zu den Ammoniumsalzen,
allerdings aus einer zwitterionischen Kopfgruppe, in der die Ionen durch eine Pro-
pylengruppe voneinander getrennt sind. Es ist daher moglich, dass die Packung der
inversen Mizelle bei der Thiol-en Reaktion gestort und so eine intermizellare Querver-

netzung ermoglicht wird.

6.3.2. Reaktionszeiten

Damit die Beladung der UV-Strahlung wiahrend der Thiol-en Reaktion kurzmoglichst
ausgesetzt ist, wurde im Folgenden die Reaktionszeit fiir einen vollstiandigen Umsatz
untersucht. Fir die Beladung mit Farbstoffen konnte eine Zersetzung anhand der ab-
nehmenden Fluoreszenz mit steigender Bestrahlungszeit gezeigt werden (Abb.[6.18).
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Abb. 6.18.: Zersetzung der Fluoreszenzfarbstoffe am Beispiel von Bengalrosa in Abhingigkeit
der Bestrahlungszeit mit 366 nm bei Raumtemperatur.

Damit schlussendlich fluoreszente Nano-Carrier-Losungen erhalten werden kénnen,
muss dafiir ein hochstmoglicher Erhalt der Fluoreszenz wiahrend des Verkapselungs-
prozesses gewéahrleistet sein. Dazu wurden die in Abschnitt gezeigten Mizellbild-
ner auf den Umsatz in der Thiol-en Reaktion untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass mit steigender Kettenldnge die Reaktionszeit zum vollstidndigen Quervernetzen
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abnimmt. Als Ausnahme sind die Ammoniumiodide zu nennen, bei denen auch die
langkettigen Salze nach 10 Minuten keinen vollstandigen Umsatz zeigten. Ein Ener-
gietransfer zwischen angeregten Fluorophoren und Iodidionen ist in der Literatur
mehrfach beschrieben und erklirt das Quenching der Fluoreszenz.[13%:156-158] So)ch
ein Energietransfer konnte ein Grund dafiir sein, dass die Bildung von Thiylradikalen
unterdriickt wird und damit eine erh6hte Reaktionszeit resultiert. Fiur Mizellbildner
mit Bromid-Gegenion und aliphatischen Resten mit mindestens 10 Kohlenstoffatomen
(£ C10), wurde nach 10 Minuten kein vollstéandiges Cross-Linking erhalten. Hingegen
zeigten die langerkettigen Ammoniumbromide DDAB und DTAB kurze Reaktionszei-
ten (Tab. [6.1I). Mit DHAB konnte aufgrund der geringeren Loslichkeit des Mizellbild-
ners keine 17.8 mmolare Losung hergestellt werden, weshalb ein Vergleich mit den an-
deren Mizellbildner nicht moglich war. Weitere Untersuchungen zu DHAB und DHAI

erfolgten aufgrund der verminderten Loslichkeit nicht.

Tab. 6.1.: Reaktionszeiten der Mizellbildner in der Thiol-en Reaktion mit PETMP bei 366 nm.

Mizellbildner Reaktionszeit [Min]
Ammoniumiodide > 10
C6-C10 > 10
DDAB ohne Beladung 10
DDAB 2
DTAB 1

Es konnte gezeigt werden, dass die Rhodamine die Reaktionszeit verkiirzen, da bei in-
versen Mizellen aus DDAB mit einer Farbstoffbeladung nach 2 Minuten ein vollstan-
diger Umsatz erreicht wurde. Ohne die Farbstoffe war der Umsatz nach 10 Minuten
vollstandig, hingegen aber nach 2 Minuten nicht. Die Xanthene fungieren in diesem
System folglich als Katalysatoren, deren katalytische Eigenschaften in der Thiol-en

d.[168-1701 Weiterhin wur-

Reaktion auch in der Literatur mehrfach beschrieben sin
de die Reaktion unter Luftsauerstoffatmosphire durchgefiihrt, wodurch eine erhohte
Aktivitit der katalytischen Eigenschaften der Farbstoffe erhalten wird.[®? Fir die
kurzkettigeren Mizellbildner sind selbst mit Beladung nach 10 Minuten keine voll-
standigen Umsétze erreicht. Es ist denkbar, dass die Selbstassemblierung in inver-
sen Mizellen die Reaktionszeit verkiirzt, da so eine rdumliche Ndhe der funktionel-
len Gruppen vorliegt und eine intramizellare Quervernetzung begiinstigt wird. Diese
Annahme wurde auch fiir andere aus Ammoniumbromid bestehenden Mizellbildner

beschrieben.[21]
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6.3.3. Inverse Mizellen in TEM Aufnahmen

Nachdem die Beladung in den quervernetzten inversen Mizellen verkapselt und ei-
ne Stabilsierung dieser gegeben war, konnte aufgrund der Brom- und Iodatome in
dem Mizellbildner sowie verwendeten Farbstoff die Transmissionselektronenmikros-
kopie (TEM) zur weiteren Untersuchung verwendet werden. Dazu wurden die Lo-
sungen nach dem Cross-Linking auf Kupfergrids aufgetragen. Fiir die TEM Aufnah-
men wurden inverse Mizellen aus DDAB mit einer Beladung aus Bengalrosa in THF
und EtOAc hergestellt (Abb. [6.19). In der Literatur ist die Verwendung von Caesium-
hydroxid als Beladung beschrieben, um TEM Untersuchungen an inversen Mizellen
zZu erméglichen. Fuar Mizellbildner aus Ammoniumbromiden konnten hingegen,
auch ohne die Zugabe anorganischer Salze, TEM Aufnahmen erhalten werden. Weiter-
hin sind Agglomerationen durch die Zugabe von Wolframatophosphorséiure, Uranyl-
acetat sowie Molybdatophosphors'aure beschrieben, weshalb auf die Verwendung

schwermetallhaltiger Additive zum Anfirben der inversen Mizellen verzichtet wur-
de.

\ 560 I{m

50 nm 50 nm
THF EtOAc

Abb. 6.19.: TEM Aufnahmen quervernetzter inverser Mizellen aus DDAB mit Bengalrosa
(Wp = 20) in THF und EtOAc. Durch die Aufnahmen mittels TEM wurde der Einfluss des
Losungsmittels auf die Mizellbildung untersucht. Eine GréBenbestimmung konnte aufgrund von
Agglomerationsprozessen wihrend der Auftragung auf die Kupfergrids nicht erfolgen. Die in
EtOAc beobachtete Ausbildung von Stidbchen erfolgte auch bei der Verwendung von DDAI in
EtOAc, weshalb eine Agglomeration des Bengalrosa Farbstoffs anzunehmen ist. In THF wurden
diese stabchenformigen Strukturen nicht erhalten.
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Aufgrund der Probenpraparation auf den Grids konnten nur wenige, einzelne sphéri-
sche Mizellen beobachtet werden, weshalb eine Groflenbestimmung anhand der TEM
Aufnahmen nicht erfolgte. Unabhéangig der Grofle der abgebildeten Mizellen, konn-
ten durch die TEM Aufnahmen stdbchenformige Agglomerate bei der Verkapselung in
EtOAc beobachtet werden. Die Ausbildung dieser Uberstrukturen ist fiir den Verkap-
selungsprozess abtriglich und konnte durch die Verwendung von THF verhindert wer-
den. Sowohl fiir den Fall, dass die Stabchen aus der Agglomeration des Mizellbildners
als auch durch den Farbstoff resultieren, zeigte dies eine verminderte Ausbildung von
Mizellen beziehungsweise einer unvollstindigen Beladung. Dieses Verhalten konnte
auch unter Verwendung von DDAI mit einer Beladung von Bengalrosa in EtOAc be-
obachtet werden. Wurde der Mizellbildner hingegen ohne den Farbstoff Bengalrosa in
EtOAc quervernetzt und im TEM untersucht, wurden keine stdbchenartigen Struktu-
ren erhalten. Es ist daher anzunehmen, dass diese aus der Agglomeration der iodhal-
tigen Beladung resultieren. Um eine moglichst hohe Beladung zu gewahrleisten, wur-
den die weiteren Untersuchungen unter Verwendung von THF zur Ausbildung und
Quervernetzung der inversen Mizellen durchgefiihrt.

6.4. Zweiter Phasentransfer/Interkalation

Nachdem der erste Phasentransfer der wasserloslichen Farbstoffe in organische Lo-
sungsmittel erfolgte, wurde die Interkalation mit PMAcOD zum zweiten Phasentrans-
fer untersucht. Die aliphatischen Reste der inversen Mizelle sollten dabei mit den
Hexadecylketten des PMAcOD iiber VAN DER WAALS-Bindungen wechselwirken und
so eine hydrophile Oberfliche induzieren.1#2l Durch die Deprotonierung der Siure-
gruppen sollte die Wasserloslichkeit und folglich der zweite Phasentransfer erfolgen

(Abb. [6.20).
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Abb. 6.20.: Schematische Darstellung zur Interkalation der quervernetzten inversen Mizellen aus
Ammoniumbromiden mit dem amphiphilen PMAcOD.

Der Prozess der Interkalation erfolgte in Anlehnung an die fiir anorganische Nanopar-

e 11391141]142/174] Dahej wird das Polymer in

tikel vielfach beschriebene Vorgehensweis
Chloroform gelost und zu der Partikellosung gegeben. Das Losungsmittel wird dann
unter vermindertem Druck entfernt, sodass die Interkalation durch die stetig zuneh-

mende Konzentration erzwungen wird.

6.4.1. Untersuchungen der Polymeriiberschiisse

Im Folgenden wurde der Einfluss des Polymeriiberschusses zur erfolgreichen Interka-
lation mit den inversen Mizellen untersucht. Dabei wurde zunachst mit Uberschiis-
sen der Wiederholungseinheit des Polymers, bezogen auf die Oberflache der inversen
Mizellen, gearbeitet. Diese Vorgehensweise ist fiir anorganische Nanopartikel viel-

fach beschrieben und wurde auf die organischen Konstrukte in dieser Arbeit uber-
tragen [13914T174]

Die Synthese des PMAcOD unterliegt der Geheimhaltung, weshalb keine genauen In-
formationen iiber den Hydrolysegrad sowie Salzgehalt durch die Deprotonierung der
Carboxylgruppen mit Natriumhydroxid vorliegen. Aufgrund der stark basischen Auf-
arbeitung des zunéchst synthetisierten PMAOD wird fiir das PMAcOD ein hoher Hy-
drolysegrad und Salzgehalt angenommen. Folglich ergibt sich die Wiederholungsein-
heit des PMAcOD aus den Molmassen M des Bernsteinsdure Dinatriumsalzes (BS-Na)
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und Octadecans (OD) (Gl. [6.2). Die Oberfliche der inversen Mizelle (Opy) wurde an-

hand des aus der DLS-Messung bestimmten Radius (r) mit Gleichung berech-
net.

Mppiacop = Mas.Na +Mop — 162.05% n 254.49% _ 416.54% 6.2)
O = 477 6.3)

Die in Abbildung gezeigten Uberschiisse werden als Aquivalente (eq.) der Wie-

derholungseinheit des Polymers pro nm? der Oberflache der inversen Mizelle angege-
ben.

—35.0eq.
1+ — 1.0 eq.
—0.75eq.
—0.50 eq.
—0.25¢eq.
E)
S
&
A= PMAcOD
0 T

T
1 10 100 1000

Durchmesser [nm]

Abb. 6.21.: Untersuchungen zum eingesetzten Polymeriiberschuss fiir die Interkalation. Die
Aquivalente beschreiben die Anzahl der Wiederholungseinheit des Polymers pro nm? der inversen
Mizelloberfliche. Bei Uberschiissen von 5.0 und 1.0 eq. konnte in der Intensititsmessung das
Signal von freiem PMAcOD gezeigt werden.
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In der Literatur sind fiir die Verwendung einiger Maleinsédure-Copolymere Uberschiis-
se von 100—3000 Wiederholungseinheiten pro nm? der Partikeloberfliche beschrieben.[13%:141:174]
Fir die in dieser Arbeit entwickelten organischen inversen Mizellen konnte gezeigt
werden, dass bei einem Uberschuss von 1.0-5.0 eq. freies Polymer in der Losung vorlag.
Bei weiterer Reduzierung des Polymeranteils fiir die Interkalation, konnte dies verhin-
dert und weiterhin eine Tendenz zu kleineren Konstrukten beobachtet werden. Auf
Grundlage des ersichtlichen Trends in Abbildung wurde der Polymeranteil wei-
ter reduziert. Ausschlaggebend fiir weitere Untersuchungen war zudem die Tatsache,
dass bei den enormen Polymeriiberschiissen keine fluoreszenten Losungen erhalten
werden konnten. Bereits bei der Zugabe der Polymerlosung waren die organischen Lo-
sungen nicht mehr fluoreszent, noch bevor die Interkalation durch das Abtrennen des
organischen Losungsmittels erfolgte. Eine verminderte Fluoreszenzquantenausbeute
wurde auch fiur Quantendots mit einer PMAcOD-Hiille im Vergleich zu mit Jeffamin
modifiziertem PMAcOD in wissriger Losung erhalten.175]

In Anlehnung an SHTYKOVA et al.l*2l wurde der Polymeriiberschuss nicht mehr be-
zogen auf die Oberflache berechnet, sondern das Stoffmengenverhéltnis der inversen
Mizelllosung zum eingesetzten Polymer untersucht. Dazu wurde eine 88.3 mmolare
PMAcOD-Stammloésung in Chloroform hergestellt, die im Folgenden fiir die Interkala-
tionsexperimente eingesetzt wurde. Die Molaritat wurde iiber die Molmasse der Wie-
derholungseinheit festgelegt (Gl. [6.2).

Nach der Zugabe der Polymerlosung zu den stabilisierten inversen Mizellen wurden
bei weiterer Reduzierung des Polymeranteils farbige Losungen erhalten. Diese wur-
den anschlieend unter vermindertem Druck getrocknet. In Abbildung sind die
DLS-Messungen der Konstrukte gezeigt, die bei der Interkalation der inversen Mi-
zellen mit 5.0- und 2.5-fachen stoffmengenbezogenen Polymeriiberschiissen erhalten
wurden.
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Abb. 6.22.: Untersuchungen zum eingesetzten molaren Polymeriiberschuss fiir die Interkalation
bezogen auf die Stoffmenge der inversen Mizellen. Durch die weitere Reduzierung des Polymer-
anteils auf das 2.5-fache konnten stabile Konstrukte mit einer schmalen Polydispersitit erhalten
werden.

Es konnte gezeigt werden, dass mit 2.5-fachem Uberschuss nicht nur kleinere Kon-
strukte, sondern auch eine schmalere Groflenverteilung erhalten wurde. Die Redu-
zierung des Polymeranteils ist nicht nur fiir die praperative Arbeit von Interesse,
da Waschschritte zum Abtrennen von freiem Polymer sowie ganz allgemein Polymer-
material eingespart werden kénnen. Dariiber hinaus wurden bei den in Abbildung[6.22]
gezeigten Untersuchungen, im Gegensatz zu den Konstrukten aus Abbildung
fluoreszente Losungen erhalten. Nachdem der Polymeriiberschuss im Vergleich zu den
in der Literatur beschriebenen Methoden fiir anorganische Nanopartikel um ein Viel-
faches reduziert werden konnte, erfolgten anschlieBend Untersuchungen zur weiteren
Optimierung. Weiterhin wurden die Konstrukte aufihre Stabilitidt untersucht.

6.4.2. Isotonische Aufarbeitung

Nach der Interkalation durch das Entfernen des organischen Losungsmittels unter
vermindertem Druck, wurde der violettfarbene Feststoff in einer Natriumhydroxidlésung
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gelost. Da die Konstrukte schlussendlich in biologischen Systemen untersucht werden
sollten, wurde untersucht ob die Aufarbeitung in physiologischer Kochsalzl6sung mog-
lich ist. Hierzu erfolgte der zweite Phasentransfer zum einen mit 25 mmolarer NaOH-
Losung (Abb. wassrig) und zum anderen mit einer 25 mmolaren NaOH-Losung,
zu der Natriumchlorid (9 g/L) zugegeben wurden (Abb.[6.23|isotonisch).

wassrig
isotonisch

Wwassrig isotonisch

Intensitét [a.u.]

10 100 1000

Durchmesser [nm]

Abb. 6.23.: Einfluss des Salzgehalts auf die Aufarbeitung der interkalierten Konstrukte. Bei
der Verwendung einer 25 mmolaren NaOH-L&sung, sowohl mit als auch ohne Zusatz von 9 g/L.
Natriumchlorid, konnte der zweite Phasentransfer gezeigt werden. Allerdings zeigte die Losung
mit einer erhohten Salzkonzentration eine verminderte Farbigkeit, was auf einen schlechteren
Phasentransfer schlieen lésst.

Aufgrund der bimodalen GroBlenverteilung bei der isotonischen Aufarbeitung ist an-
zunehmen, dass das Signal bei 20nm von freiem PMAcOD stammt. Weiterhin zeig-
te die isotonische Losung eine verminderte Farbigkeit im Gegensatz zur wissrigen
Methode. Daraus folgt, dass der zweite Phasentransfer nicht die gleiche Effizienz be-
sitzt und das Polymer dazu neigt eigene Uberstrukturen auszubilden, anstatt mit
den inversen Mizellen zu interkalieren. Im weiteren Verlauf der Optimierung wur-
de daher mit wéassrigen NaOH-Losungen ohne Zusatz von Natriumchlorid gearbei-
tet.
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6.4.3. Phasentransfer aus organischem Losungsmittel

Fur anorganische Nanopartikel sind mehrere Methoden zum Phasentransfer aus
organischen Losungsmitteln in Wasser beschrieben. Dabei kann dieser durch einen Li-
gandenaustausch%178l oder durch die Interkalation mit einem Polymer!174 erfolgen.
Bei Ersterem erfolgt der Phasentransfer ohne Entfernung des organischen Losungs-
mittels. Fiir die Interkalation ist auch bei Nanopartikeln das vollstandige Abtrennen
des Losungsmittels unter vermindertem Druck beschrieben.!13%142l Dadurch wird die
Konzentration stetig erhoht, sodass eine Wechselwirkung der Liganden mit dem zu-
gegeben Polymer erzwungen wird. Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss
das Entfernen des Losungsmittels auf die Interkalation der quervernetzten inversen
Mizellen mit dem amphiphilen PMAcOD hat. Das Polymer wurde zu der stabilisierten
Mizelllosung gegeben und das Losungsmittel nicht vollstandig (Abb. nicht einge-
engt) und bis zur Trockne entfernt (Abb. eingeengt). AnschlieBend wurde der
Riickstand in einer 25 mmolaren NaOH-Losung gelost.

nicht eingeengt
eingeengt

nicht

. eingeengt
eingeengt geeng

¢

Intensitét [a.u.]

=

10 100 1000

Durchmesser [nm]

Abb. 6.24.: Die Interkalation wird durch vollstdndiges Eintrocknen der Losung erzwungen und
verbessert den Phasentransfer. Dies wird durch eine hohere Fluoreszenz der Probe deutlich.

Anhand der Fluoreszenzeigenschaften der erhaltenen Losungen konnte gezeigt wer-
den, dass durch das vollstandige Entfernen des Losungsmittels die beladenen inversen
Mizellen in die wissrige Phase iiberfithrt werden kénnen. Hingegen wurde ein bimo-

daler Verlauf in der Grof3enverteilung sowie eine nicht-fluoreszente Losung erhalten,
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wenn das organische Losungsmittel nicht vollstdndig entfernt wurde. Dies deutet dar-
aufhin, dass eine Interkalation nicht oder nur vermindert stattfand.

Es konnte gezeigt werden, dass das vollstindige Entfernen des Losungsmittels zur In-
terkalation des amphiphilen Polymers mit den inversen Mizellen notwendig ist. Dies
steht im Einklang mit der Methode zur Verkapselung anorganischer Nanopartikel mit
einem Maleinsdure-Copolymer.[139:142174] Als nichstes sollte der Einfluss der Molari-
tat der verwendeten NaOH-Losung auf die Grofle und Fluoreszenz der Nano-Carrier
untersucht werden, welche zum Losen des Riickstands nach dem Entfernen des orga-
nischen Losungsmittels benotigt wird.

6.4.4. Einfluss des pH-Wertes auf den Phasentransfer

Der zweite Phasentransfer der quervernetzten inversen Mizellen erfolgte durch die
Interkalation mit dem amphiphilen Copolymer PMAcOD. Anschlielend wurde der
Riickstand nach dem Entfernen des organischen Losungsmittels mithilfe einer NaOH-
Losung gelost. Durch die Deprotonierung der Carboxylgruppen des Polymers, welche
die Oberflache darstellen, kann eine Wasserloslichkeit gewédhrleistet werden. Dazu
wurde im Folgenden der Einfluss der Molaritiat der verwendeten NaOH-Losung unter-
sucht.

Fur die Interkalation wurden 600 uL einer 88.3 mmolaren Polymerlosung verwendet.
Die Molaritat der Losung beschreibt die Anzahl der Wiederholungseinheiten des Poly-
mers (Gl. [6.2). Pro Bernsteinsédure-Einheit werden zwei Carboxylgruppen eingefiihrt.
Unter der Annahme, dass das Polymer vollstidndig hydrolysiert und deprotoniert ist,
ergibt sich aus Gleichung[6.4]die maximale Stoffmenge an Carboxylatgruppen.

mmol
ncoo- =2 CPMAOD " VPMAcOD = 2-88.3 —— 600 pL = 106 umol (6.4)

Die untersuchten NaOH-Losungen sowie die daraus berechneten pH-Werte und Stoff-
mengen der Hydroxidionen sind in Tabelle 6.2 aufgefiihrt.
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Tab. 6.2.: Berechnete pH-Werte und Stoffmengen der Hydroxidionen in 1.96 mL einer NaOH-
Losung mit der angegebenen Molaritiit.

Molaritit [mmolar] | pH-Wert | ngy- [umol]
1.00 11.0 1.96
25.0 12.4 49.0
100 13.0 196
1000 14.0 1960

Bei der Verwendung von 1.96 mL einer 1.00 mmolaren NaOH-Losung konnte kein
Phasentransfer der interkalierten Konstrukte in die wassige Phase erhalten werden.
Bei der Erhohung auf 25 mmolar konnte hingegen ein Phasentransfer erreicht wer-
den (Abb. [6.25). Zudem zeigte die Losung nach dem Phasentransfer mit 25 mmolarer
NaOH-Losung einen niedrigeren pH-Wert als die reine NaOH-Losung. Dass der zwei-
te Phasentransfer erst durch die Zunahme der Basizitiat realisiert werden konnte
und dieser eine Verdnderung des pH-Wertes zur Folge hatte, kann durch zwei mog-
liche Annahmen erkliart werden. Entweder liegt keine vollstindige Hydrolyse der
Anhydridgruppen des Polymers vor oder es existieren nicht deprotonierte Sauregrup-
pen. Unter Verwendung einer 100 mmolaren Losung resultierte ein guter Phasen-
transfer (Abb. [6.25). Bei weiterer Erhéhung der Molaritat auf 1000 mmolar konnte
hingegen kein Phasentransfer erreicht werden, da sich ein violettfarbener Feststoff
bildete. Durch die Zugabe von Salzsidure konnte der pH-Wert gesenkt und der Riick-
stand in Losung gebracht werden. Die Abhéngigkeit der Loslichkeit vom pH-Wert wur-
de auch bei reinem PMAcOD in Wasser beobachtet. Das Polymer ist lediglich im basi-
schen Milieu 16slich und agglomeriert bei pH-Werten < 7.

Die Molaritiat der verwendeten NaOH-Losung entscheidet nicht nur ob der zweite
Phasentransfer ins Wasser erfolgt, sondern dariiber hinaus auch iiber die Fluoreszenz-
eigenschaften sowie Grof3e der erhaltenen Konstrukte (Abb.|6.25).
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Abb. 6.25.: Durch die basischere Aufarbeitung werden nicht nur kleinere Konstrukte erhal-
ten, sondern auch der Phasentransfer dahingehend gefordert, dass die Probe eine intensivere
Fluoreszenz besitzt.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl mit einer 1.00 mmolaren als auch 1000 mmolaren
NaOH-Loésung kein Phasentransfer moglich ist, da entweder die Basizitét nicht aus-
reicht um die Oberflache ausreichend zu deprotonieren oder zu hoch ist und die Kon-
strukte agglomerieren. Mit einer 25 mmolaren NaOH-Losung konnten die Konstruk-
te mit einer monomodalen GroéBlenverteilung in die wéassrige Phase tiberfiithrt und
eine Fluoreszenz der Probe erhalten werden. Durch die Erhohung der Molaritat konn-
te nicht nur die Fluoreszenz erhoht, sondern auch die Grofle der Konstrukte ver-
kleinert werden (Abb. [6.25). Untersuchungen zum Hydrolysegrad von PMAcOD zeig-
ten, dass mit zunehmender Ionisierung (= Deprotonierung der Sauregruppen) die

Wechselwirkungen der Polymerstriange reduziert und kleinere Mizellen erhalten wer-
den.[143]

Als néchstes wurde untersucht, ob der in Abbildung[6.25] gezeigte Einfluss der NaOH-
Losung auf die Mizellgro3e unabhingig vom Gegenion des Mizellbildners ist. Dazu
wurde im Folgenden der Vergleich von DDAB und DDAI in der Aufarbeitung mit
25 mmolarer und 100 mmolarer NaOH-Losung gezeigt (Abb. [6.26). Aufgrund der voll-
standigen Quervernetzung der inversen Mizellen, ist ein Einfluss des Gegenions nicht
anzunehmen.
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Abb. 6.26.: Vergleich der erhaltenen Konstrukte aus DDAB und DDAI mit PETMP als Querver-
netzer in Abhingigkeit der verwendeten basischen Aufarbeitung. Das Gegenion des Mizellbild-
ners hatte bei gleicher Aufarbeitungsmethode keine Auswirkungen auf die erhaltenen GréBen der
Konstrukte.

Zunichst soll erneut erwéahnt werden, dass in der Intensitatsmessung im DLS grofere
Partikel iiberreprisentiert werden, da die Streuung stark vom Radius abhingt. Um
die DLS-Auftragungen der gesamten Forschungsarbeit besser vergleichen zu kénnen,
wurden alle Ergebnisse einheitlich als Intensitatsmessungen angegeben.

Unter Verwendung einer 25 mmolaren NaOH-Loésung zum Losen des Riickstands nach
der Interkalation der inversen Mizellen, lieferte unabhingig vom Gegenion des Mizell-
bildners vergleichbare Ergebnisse. Sowohl DDAB als auch DDAI zeigten eine Schulter
in der GroBlenverteilung im Bereich von 6-40 nm (Abb. 25 mmolar). Das gleiche
Verhalten zeigten die Konstrukte aus DDAB und DDALI in der Aufarbeitung mit einer
100 mmolaren NaOH-Losung (Abb. 100 mmolar). Die Proben mit den unterschied-
lichen Gegenionen unterscheiden sich lediglich in den Fluoreszenzeigenschaften und

der Vollstandigkeit der Quervernetzung aufgrund des Iodions.

6.4.5. Beladungskapazitit
In Abschnitt wurden die Wechselwirkungen der Mizellbildner mit den Fluores-

zenzfarbstoffen in Abhéangigkeit von W, gezeigt. Allerdings sind aus den DLS-Auftra-
gungen der inversen Mizellen und deren quervernetzten Aquivalenten keine
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Auswirkungen auf die Grofle der Nanokapseln ersichtlich. Aus diesem Grund wird der
Einfluss von W, von der Ausbildung der inversen Mizelle auf die fertigen Nano-Carrier
in diesem Kapitel diskutiert.

In Abbildung[6.27sind die DLS-Auftragungen von der inversen Mizelle, iiber die Quer-
vernetzung bis zur interkalierten Kapsel fiir verschiedene Wy-Werte gezeigt. Das Ziel
ist es eine hochstmogliche Beladung zu erreichen, um die notige Konzentration des Mi-
zellbildners und Polymers fiir die spéteren in vitro und in vivo Untersuchungen mog-
lichst gering zu halten. Nachdem die Optimierung des zweiten Phasentransfers be-
zliglich des Polymeriiberschusses (Abschnitt sowie der Aufarbeitung (Abschnit-
te [6.4.2| bis |6.4.4) erfolgte, wurde diese Methode fiir die in Abbildung gezeigten
DLS-Auftragungen angewandt. Es wurden fiir alle Wy, Werte von 20-50 fluoreszente

Losungen erhalten.

Inverse Mizelle Cross-Linking Nano-Carrier
—W,=20 —W,=20 —W,=20
14 —W,=30 14 —W,=30 14 — W,=30
—W,=40 —W,=40 — W,=40
—W,=50 —W,=50 — W,=50

Intensitdt [a.u.]
Intensitét [a.u.
Intensitét [a.u.]

T 0 —Hrm—r ST
T T T T T T T
1 10 100 1000 1 10 100 1000 1 10 100 1000

Durchmesser [nm] Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]

Abb. 6.27.: Untersuchungen zur Beladungskapazitit.

Es konnte gezeigt werden, dass beim ersten Phasentransfer der wasserloslichen Farb-
stoffe sowohl in den inversen Mizellen als auch nach der Quervernetzung unabhén-
gig von W; kleine Konstrukte erhalten wurden (Abb. Inverse Mizelle und Cross-
Linking). Mit steigendem Durchmesser nimmt die Streuung der Partikel in Losung zu,
wodurch die groBleren Konstrukte in der Intensitidtsmessung uberrepréasentiert wer-

den. In den Abschnitten [6.2.1/ und [6.3.2 wurde bereits das Losungsmittel untersucht

sowie die Reaktionszeiten fiir ein vollstdndiges Quervernetzen ermittelt. Aufgrund der
Absorption der Farbstoffe im sichtbaren Spektralbereich ist der Phasentransfer mit
dem bloBlen Auge verfolgbar. Die erfolgreiche Verkapselung konnte anhand der ver-
adnderten Loslichkeit des Fluoreszenzfarbstoffs gezeigt werden (Abb. S.[60). Die
Auswirkungen der unterschiedlichen Wy, Werte wurde erst durch die DLS-Messungen
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nach dem zweiten Phasentransfer ersichtlich (Abb. [6.27). Mit einer Beladung von
Wy = 20 wurden die kleinsten Konstrukte mit der schmalsten GroB3enverteilung erhal-
ten. Eine Erhohung von W, resultierte in einer Zunahme der Polydispersitét. Da fiir
die zellspezifische Aufnahme eine Groflenselektivitat angenommen wird, wurden die
nachfolgenden in vitro und in vivo Untersuchungen mit einer Beladung von W, = 20
durchgefiihrt.

6.4.6. REM und TEM Aufnahmen von Nanokapseln

Zur Untersuchung der Nanokapseln wurden die Rasterelektronenmikroskopie (REM)
sowie Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) verwendet. Es wurden Nanokap-
seln nach der in dieser Forschungsarbeit entwickelten Methode aus DDAB, PETMP,
Bengalrosa sowie 2.5-fachem molaren Uberschuss an PMAcOD hergestellt und die
wassrige Losung auf ein Kupfergrid aufgetragen. In REM Aufnahmen konnte die Dar-
stellung sphérischer Nanokapseln gezeigt werden (Abb.[6.28).

Abb. 6.28.: REM Aufnahme von Nanokapseln aus DDAB, PETMP, Bengalrosa sowie
2.5-fachem molaren Uberschuss an PMAcOD.

Obwohl im REM die Existenz von Nanokapseln gezeigt werden konnte, konnten dies
auch PMAcOD basierte Partikel sein, die keine inversen Mizellen darstellen und folg-
lich keine Beladung tragen. Da die Beschleunigungsspannung im REM nicht aus-
reicht, um ins Innere zu schauen, wurde diese Fragestellung mithilfe der TEM un-
tersucht (Abb.[6.29). Anhand von TEM Aufnahmen inverser Mizellen (Abschnitt[6.3.3)
konnte bereits die Verkapselung einer iodhaltigen Beladung gezeigt werden. Aus die-
sem Grund wurden die wasserloslichen Nanokapseln im TEM untersucht, um die Be-
ladung im Inneren der Konstrukte und die erfolgreiche Herstellung beladener poly-
merbasierter Nanokapseln zu zeigen (Abb. [6.29).
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Abb. 6.29.: TEM-Aufnahme von Nanokapseln aus DDAB, PETMP, Bengalrosa und 2.5-fachem
Uberschuss an PMAcOD.

Durch die in dieser Forschungsarbeit entwickelte Methode konnten nicht nur die Dar-

stellung von Nanokapseln aus DDAB, PETMP und einer Polymerhiille aus PMAcOD,

sondern dariiber hinaus auch die erfolgreiche Verkapselung eines wasserloslichen Farb-
stoffs gezeigt werden. Anhand der Abbildung[6.29 konnte sowohl die Polymerhiille als

auch die Beladung durch die hohere Elektronendichte durch die Iodatome im Inne-

ren gezeigt werden. Ein weiteres Indiz fiir die erfolgreiche Verkapselung der Farbstof-

fe konnte mithilfe von Zentrifugenfiltern gezeigt werden. Nach einer Vorschrift von

HUHN et al.'177l konnte durch die Verwendung einer 100 kDa Membran das wéssrige

Medium bei 2000 g ausgetauscht werden. Das Zentrifugat war farblos und der Riick-
stand zeigte eine Farbung sowie eine unveranderte Groflenverteilung im DLS.

In den REM und TEM Aufnahmen konnte auch bei starker Verdiinnung die Agglo-
meration auf den Grids nicht verhindert und lediglich vereinzelte Nanokapseln ge-
zeigt werden, weshalb eine durchschnittliche Grof3enverteilung tiber diese spektrosko-

pischen Methoden nicht erfolgen konnte.
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6.5. Optimierte Nano-Carrier-Systeme

Die in den Abschnitten [6.26.4] entwickelte und optimierte Verkapselungsmethode
wurde fiir alle in dieser Arbeit synthetisierten Mizellbildner angewandt, unabhénging
davon, ob das Cross-Linking vollstiandig war. Einige der fluoreszenten Losungen mit
einer Bengalrosa oder Eosin Y Beladung sind in Abbildung gezeigt. Durch den
Optimierungsprozess konnte die Fluoreszenz der Proben stark erhéoht werden. Die Er-
gebnisse der DLS-Messungen der Verkapselung mit DHexAB, DHexAl, DOAB, DOAI,
DDeAB, DDeAI, DDAB, DDAI und DTAB sind in Abbildung[6.31]gezeigt.

Nano-Carrier-Systeme vor Optimierung

J——

Nano-Carrier-Systeme nach Optimierung

e — s .”\ e — ’ :

Abb. 6.30.: Fluoreszente Nano-Carrier nach der Optimierung des Verkapselungsprozesses. Durch
die erhohte Fluoreszenz ist eine verbesserte Sichtbarkeit in den in vivo Studien anzunehmen.
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Abb. 6.31.: DLS-Auftragungen der Nano-Carrier aus den Mizellbildnern DHexAB, DHexAl,

DOAB, DOAI, DDeAB, DDeAl, DDAB, DDAI und DTAB. Die Verkapselung erfolgte mit
Ausnahme von DHexAL fiir Bengalrosa und Eosin Y.
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6.5.1. Reproduzierbarkeit

Nachdem der Verkapselungsprozesses hydrophiler Substanzen vom ersten Phasen-
transfer, iiber die Stabilsierung mit Polythiolen sowie der Interkalation mit einem
amphiphilen Polymer, bis zur Aufarbeitung der wasserloslichen Konstrukte etabliert
und optimiert wurde, sollte dieser nun auf die Reproduzierbarkeit untersucht wer-
den. Dazu wurde Bengalrosa als Beladung, DDAB als Mizellbildner und PETMP zur
Quervernetzung eingesetzt. Die Interkalation erfolgte mit PMAcOD in den in Abbil-
dung gezeigten molaren Uberschiissen. Die Methode wurde vom ersten bis zum

letzten Schritt jeweils drei Mal identisch durchgefiihrt und lieferte die folgenden Kon-
strukte.

Intensitét [a.u.]
Intensitét [a.u.]

10 100 1000 10 100 1000

Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]

Abb. 6.32.: Reproduzierbarkeit der Nano-Carrier zur Verkapselung von Bengalrosa in inversen
Mizellen aus DDAB, die mit PETMP stabilisiert und mit unterschiedlichen Polymeriiberschiissen
in die wissrige Phase transferiert wurden. Zum Vergleich der Ergebnisse wurde der Verkapse-
lungsprozess jeweils drei Mal identisch durchgefiihrt.

Fiir die in Abbildung|[6.32|gezeigten Auftragungen der Intensitédtsmessungen fiir einen
5.0-fachen Polymeriiberschuss konnte eine Reproduzierbarkeit gezeigt werden, fiir
den 2.5-fachen Polymeriberschuss waren die Resultate lediglich bedingt reproduzier-
bar. Die erhaltenen Konstrukte zeigten zwar keine vergleichbaren Grof3enverteilun-
gen, dennoch konnten fiir den Hauptanteil der Partikel reproduzierbare Grof3enberei-
che erzielt werden. Zum Verstdndnis muss hier angefithrt werden, dass die Streuung
an den Partikeln proportional zu r° erfolgt,!1°2l weshalb die erkennbaren Schultern
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im GroBlenbereich von 11-50 nm den Hauptanteil der Konstrukte darstellen. Es konn-
te daher gezeigt werden, dass mit der in dieser Forschungsarbeit etablierten Metho-

de eine bedingt reproduzierbare Verkapselung hydrophiler Substanzen realisierbar
ist.

6.5.2. Stabilitit

Nach der in Kapitel [6.4] beschriebenen Optimierung des zweiten Phasentransfers, soll-
te anschlieBlend die Stabilitdt der Konstrukte untersucht werden. Dazu wurden DLS-
Messungen direkt nach der Aufarbeitung der Konstrukte sowie nach einigen Wochen
aufgenommen. Die Proben wurden lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert. Es
sollte untersucht werden, ob die starke Reduzierung des Polymeranteils fiir den zwei-
ten Phasentransfer mit einer Instabilitit der Konstrukte einhergeht. Eine Stabilitat
der Nano-Carrier konnte sowohl mit einem 5.0- als auch 2.5-fachen molaren Uber-
schuss an Polymer gezeigt werden. Dabei waren die Proben iiber 56 Tage in wéssriger
Losung stabil und zeigten keine Agglomeration. Die Proben wurden fiir die Messun-
gen nicht erneut spritzenfiltriert und zeigten eine monomodale Grof3enverteilung iiber

den gesamten Zeitraum (Abb. [6.33). Eine Stabilisierung der Konstrukte mithilfe von
Polyaminen!139141 way nicht notwendig.

5.0-fach 2.5-fach
1 5 instantan 1 5 instantan
- --nach33d - --nach33d
............. naCh 56 d nach 56 d
El £l
S, S,
B ‘B
= =
8 8
= =
— —_
(U 0 - 3 -
10 100 1000 10 100 1000
Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]

Abb. 6.33.: Stabilitidt der Nano-Carrier mit unterschiedlichen molaren Polymeriiberschiissen.
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Die Reduzierung des Polymeranteils hatte keine Auswirkungen auf die Stabilitat, le-
diglich auf die Polydispersitit der Konstrukte. Mit einem 2.5-fachen molaren Uber-
schuss des amphiphilen PMAcOD zur Interkalation der inversen Mizellen, wurde
schlussendlich eine schmalere GroBenverteilung im Vergleich zum 5.0-fachen Uber-
schuss erhalten. Eine genauere Betrachung der Grof3en und GroBlenverteilung erfolgte
in Abschnitt

6.5.3. Lyophilisation

In Abschnitt [6.5.2 konnte bereits die Stabilitéit der Konstrukte iiber mehrere Wochen
in Losung gezeigt werden. Aufgrund der Verwendung dieser Verkapselungsmethode
fiir bioaktive Molekiile, sollte nachstehend die Moglichkeit zur Lyophilisation unter-
sucht werden. Dies wiirde die Vorbereitung der Nano-Carrier-Losung sowie die an-
schlieBende Lagerung bei tiefen Temperaturen zum Schutz der Beladung ermoglichen.
Weiterhin konnten exakte Konzentrationen eingestellt und das Losungsmittel je nach
Bedarf ausgetauscht werden. Zur Untersuchung wurde eine Konstruktlosung nach
der optimierten Verkapselungsmethode hergestellt und eine DLS-Messung durchge-
fiihrt. Anschlielend wurde diese lyophilisiert, der erhaltene Feststoff erneut in Was-
ser gelost und die Grofle ohne Verwendung eines Spritzenfilters mittels DLS bestimmt

(Abb. [6.34).

vorher
nachher

Intensitét [a.u.]

10 100 1000

Durchmesser [nm]

Abb. 6.34.: Vor und nach Lyophilisation. Es wurde keine Agglomeration der Nano-Carrier
beobachtet.
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Der Feststoff wurde in dem gleichen Volumen gelost aus der dieser erhalten wurde,
um einen Vergleich vor und nach der Lyophilisation zu ermdéglichen. Es wurde be-
wusst auf die Verwendung eines Spritzenfilters verzichtet, um mogliche Agglomerate
in der DLS-Auftragung zu erkennen. Allerdings konnte kein Agglomerationsprozess
beobachtet und weiterhin eine schmalere Groflenverteilung als vorher erhalten wer-
den.

6.5.4. Toxizititstests

Die in dem folgenden Abschnitt gezeigten Toxizitatstests wurden an der HeLa-Zelllinie
(HeLa) und HepG2-Zelllinie (HepG2) durchgefiihrt und die Toxizit4t nach 24 h durch
eine Mehrfachbestimmung ermittelt. Die hochste Konzentration in den Abbildungen
entspricht einer 10-fachen Verdiinnung der Ausgangslésung. Ausgehend davon wurde
die Konzentration bei jeder weiteren Verdiinnung halbiert. Diese Herangehensweise
wurde fir alle Proben angewandt, um einen Vergleich der Toxizitdten zu ermoglichen.
Der Fehler der Mehrfachbestimmung ist durch die in den Abbildungen dargestellten
Fehlerbalken gezeigt.

Zunéchst wurde die Toxizitat der eingesetzten Beladung sowie des Polymers PMAcOD
an HeLa und HepG2 untersucht (Abb.[6.35). Die angegebenen Konzentrationen fiir die
Farbstoffe und das Polymer wurden entsprechend der verwendeten Einwaagen fiir die
Verkapselung ausgewéihlt. Die hochste Konzentration entspricht dabei der maximal
moglichen Konzentration nach dem zweiten Phasentransfer. Aufgrund der geringen
Loslichkeit der Ammoniumsalze in Wasser, konnten keine Toxizitatstest mit vergleich-

baren Konzentrationen wie im Verkapselungsprozess durchgefiihrt werden.

Bengalrosa Eosin Y PMAcOD

—a— HelLa —a— HelLa —a—HelLa
—— HepG2 —4— HepG2 —4&— HepG2
120 120 120
100 - % 100 4 }ﬂ!&:@# 100 4 s a=t
g 80 g 80 g 80
@ 60— @ 60 @ 60
> > >
40 4 40 4 40
204 204 204
0 T T T 1 0 T T T 1 0 T T T l
10? 10" 10° 10 10% 10" 10° 10 10° 10° 10" 10°
Konzentration [pg/mL] Konzentration [pg/mL] Konzentration [mg/mL]

Abb. 6.35.: Toxizititstests von Bengalrosa, Eosin Y sowie des amphiphilen Polymers PMAcOD
in HeLa und HepG2 Zellen nach 24 h.
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Fir die Farbstoffe Bengalrosa und Eosin Y konnte weder in HeLa noch in HepG2
Zellen eine Toxizitat fir Konzentrationen bis 6.4 ng/mL festgestellt werden. Das am-
phiphile PMAcOD zeigte lediglich fir 0.995 mg/mL eine Viabilitat von 25 % (HeLa)
bzw. 6 % (HepG2). Ab einer Verdiinnung der Konzentration von 0.498 mg/mL konnte
fiir beide Zelllinien keine Toxizitét festgestellt werden.

Die in dieser Arbeit entwickelte Verkapselungsmethode wurde so entwickelt, dass die
erhaltenen Losungen nach dem zweiten Phasentransfer direkt in vitro und in vivo ein-
gesetzt werden konnen. Aus diesem Grund wurden die Toxizitdatstests mit den nach
dem zweiten Phasentransfer erhaltenen Losungen durchgefiihrt. Zur besseren Uber-
sicht werden im Folgenden lediglich die Toxizitatstests mit Bengalrosa als Beladung
gezeigt, da in Abbildung bereits dargestellt werden konnte, dass die Farbstoffe
ein vergleichbares toxikologisches Profil besitzen. Weiterhin zeigte sich in den Un-
tersuchungen, dass bei gleicher Zusammensetzung der Kapsel identische Ergebnisse
fiir Bengalrosa und Eosin Y erhalten wurden. Die Verkapselungsmethode mit einer
Beladung von Wy = 20 und der Quervernetzung mit PETMP bei einer Bestrahlungs-
zeit von 2 Minuten wurde auf die in dieser Arbeit hergestellten Mizellbildner ange-
wandt. In Abschnitt wurden die Reaktionszeiten sowie das vollstdndige Cross-
Linking der verschiedenen Mizellbildner diskutiert. Obwohl nach einer Reaktionszeit
von 2 Minuten eine vollstdndige Quervernetzung lediglich mit DDAB und DTAB er-
folgte, wurde der Verkapselungsprozess der anderen Ammoniumsalze dennoch durch-
gefithrt. AnschlieBend erfolgte die Interkalation mit einem 5.0-fachen molaren Uber-
schuss an PMAcOD sowie der Aufarbeitung mit einer 100 mmolaren NaOH-Losung.
Die Viabilitaten der HeLa und HepG2 Zellen nach 24 h sind fiir die Ammoniumsalze

in Abbildung gezeigt.
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Nanokapseln mit Bromid-Gegenion
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Abb. 6.36.: Ubersicht iiber die Toxizitit der erhaltenen Nano-Carrier-Lésungen nach 24 h an
HeLa und HepG2 Zellen. Die Kapseln besitzen eine Bengalrosa Beladung und sind mit PETMP
stabilisiert. Die Interkalation mit PMAcOD erfolgte mit einem 5.0-fachen molaren Uberschuss
und der anschlieenden Aufarbeitung mit 100 mmolarer NaOH-Lo6sung.
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Fir die Ammoniumsalze mit Bromid-Gegenion wurde sowohl bei den HeLa als auch
bei den HepG2 Zellen eine hohere Viabilitat im Vergleich zu den Ammoniumiodiden
erhalten. Aus Abbildung ist ersichtlich, dass die Toxizitéat der hochsten Konzen-
tration aus der des PMAcOD resultiert. Die Viabilitat jeder darauffolgenden Verdiin-
nung ist allerdings nicht mehr auf das Polymer zuriickzufithren und resultiert folglich
vom Mizellbildner. Die geringsten Toxizitdten wurden fir beide Zelllinien fiir DTAB
und DDAB erhalten. Die zweite Verdiinnung von DTAB zeigte bereits keine Toxizitat
mehr, sodass der gleiche Verlauf wie bei dem reinen PMAcOD erhalten wurde. Fur
DDAB wurde bei der zweiten Verdiinnung eine Viabilitat von 87 % und bei der vierten
Verdiinnung von nahezu 100 % gezeigt. Mit DHexAB konnte nach einer Bestrahlungs-
zeit von 2 Minuten kein vollstdndiges Cross-Linking erreicht werden, dennoch zeig-
te dieser Mizellbildner eine vergleichsweise geringe Toxizitiat im Vergleich zu DOAB
und DDeAB. Die relativen Resultate der Ammoniumbromide aus der Untersuchung
an HeLa Zellen spiegeln sich in der Viabilitat der HepG2 wieder. Im Vergleich sind die
Toxizitaten fiir alle Mizellbildner geringer als an HeLa Zellen. Fiir DTAB und DDAB
wurden bereits mit der zweiten Verdiinnung keine toxischen Auswirkungen auf die
Zellen beobachtet. Mit DHexAB wurde eine Viabilitdt von nahezu 100 % bereits mit
der vierten Verdiinnung erreicht.

Wie bereits in Abschnitt gezeigt, konnte nach 2 Minuten fiir keinen der iodhal-
tigen Mizellbildner eine vollstindige Quervernetzung erreicht werden. In den Un-
tersuchungen zur Toxikologie konnte ein eindeutiger Trend fiir beide Zelllinien ge-
zeigt werden. Mit zunehmender aliphatischen Kettenlédnge nimmt die Toxizitat der
Mizellbildner mit Iodid-Gegenion zu. In HeLa Zellen zeigte DHexAl im Vergleich
zu DOAI, DDeAI und DDALI selbst bei der hochsten Konzentration eine Viabilitit
von 44 %. Fur die anderen Mizellbildner wurde erst bei der vierten oder fiinften
Verdiinnung eine nennenswerte Viabilitidt beobachtet. Fiir die hochste Konzentrati-
on wurden fiir alle Ammoniumiodide Viabilitdten in HepG2 Zellen erzielt. Dennoch
sticht DHexAI mit einer um 77 % hoheren Viabilitdt im Vergleich zu den iubrigen
Mizellbildnern hervor.

Nachdem die Toxizitaten der unterschiedlichen Nanokapseln an HelLa als auch HepG2
Zellen untersucht wurden, sollte anschlielend der Einfluss des Cross-Linkers auf die
Viabilitat der Zellen bestimmt werden. Dazu erfolgte eine Verkapselung von Bengal-
rosa in DDAB sowie einer anschlieBenden Stabilsierung mit PETMP und 1,4-Butan-
dithiol. Die Interkalation wurde mit einem 5.0-fachen Uberschuss PMAcOD sowie der
Aufarbeitung mit einer 100 mmolaren NaOH-Losung durchgefiihrt. Aufgrund der ge-
ringeren Toxizitat der Konstrukte an HepG2 Zellen werden die toxikologischen Unter-
suchungen nach 24 h gezeigt (Abb. [6.37).
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Abb. 6.37.: Vergleich der Toxizitdt nach 24 h an HepG2 Zellen in Abhingigkeit des verwendeten
Cross-Linkers zur Stabilisierung der inversen Mizellen.

Die Quervernetzung der inversen Mizellen mit unterschiedlichen Polythiolen hatte
keine nennenswerten Auswirkungen auf die Toxizitat des Nano-Carriers. Sowohl mit
PETMP als auch 1,4-Butandithiol wurden mit der hochsten Konzentration Viabilitéa-
ten von mindestens 80 % erreicht. Daher wurde im Folgenden der molare Uberschuss
an Polymer zur Interkalation der inversen Mizellen untersucht (Abb.[6.38).
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Abb. 6.38.: Vergleich der Toxizitit nach 24 h an HepG2 Zellen in Abhédngigkeit des verwendeten
Polymeriiberschusses zur Interkalation der inversen Mizellen.
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Trotz der Anderung des Polymeranteils zum zweiten Phasentransfer wurden vergleich-
bare Ergebnisse in der Toxizitit erhalten.

Die bisher gezeigten Untersuchungen zur Toxizitdt der Nanokapseln beruhten auf
der Verwendung der erhaltenen Losung nach dem zweiten Phasentransfer, ohne exak-
te Bestimmung der Konzentration. Um trotzdem eine konzentrationsabhéngige Ein-
schitzung zur Toxikologie der Nanokapseln zu bekommen, wurden zudem Untersu-
chungen mit einer exakten Einwaage des Nano-Carriers durchgefiihrt. Dies ist mog-
lich, da in Abschnitt die Stabilitdt der Konstrukte auch nach dem Entfernen
des Losungsmittels gezeigt werden konnte. Die Nanokapsel bestand aus einer durch
PETMP stabilisierten inversen Mizelle aus DDAB, in der Bengalrosa eingeschlos-
sen wurde. Der zweite Phasentransfer erfolgte mit einem 2.5-fachen Uberschuss an
PMACcOD und der Aufarbeitung mit 100 mmolarer NaOH-Losung (Abb. [6.39). Es wur-
de eine Losung mit einer Konzentration von 8.2 mg/mL hergestellt, die auf dieselbe
Weise verdiinnt und auf ihre Toxizitdt untersucht wurde, wie die in den Abbildun-
gen [6.36H6.38| gezeigten Losungen.

—a— Hela
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Abb. 6.39.: Exakte Einwaagen zur Toxizitét eines Nano-Carriers aus DDAB, PETMP, Bengalrosa
und einem 2.5-fachen Uberschuss an PMAcOD in HeLa und HepG2 Zellen nach 24 h.

Wie bereits aus den vorherigen toxikologischen Untersuchungen ersichtlich, wurde ei-
ne hohere Toxizitat in HeLa Zellen erhalten. Erst ab einer Konzentration von 0.10 mg/mL
wurde eine nennenswerte Viabilitat erhalten. Im Vergleich dazu wurde bereits ab
0.41 mg/mL eine Viabilitdt der HepG2 Zellen von 6 % erzielt. Ab einer Konzentration
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von 0.026 mg/mL wurden gleiche Viabilitédten erhalten. Die Resultate der HepG2 Via-
bilitit sollten aufgrund derselben Verkapselungsmethode mit den Ergebnissen aus Ab-
bildung 2.5-fach vergleichbar sein. In Abhéngigkeit der Toxizitat von der Anzahl
der Verdiinnungsschritte konnen somit ndherungsweise Riickschliisse auf die Konzen-
tration der Losung in Abbildung getroffen werden. Aus Abbildung konnte ei-
ne 56%-ige Viabilitat bei einer Konzentration von 0.21 mg/mL erhalten werden. Eine
vergleichbare Viabilitat konnte in Abbildung fiir einen 2.5-fachen Uberschuss fiir
die hochste Konzentration erhalten werden. Da die hochste Konzentration in den toxi-
kologischen Untersuchungen durch eine 10-fache Verdiinnung der zu untersuchenden

Probe erfolgt, ergibt sich die Konzentration nidherungsweise zu 2.1 mg/mL.

6.5.5. Zelluliare Aufnahme der Konstrukte

Die Verkapselung von Bengalrosa mit DDAB wurde mit PETMP quervernetzt und an-
schlieBend mit PMAcOD interkaliert. Der Phasentransfer erfolgte mit unterschiedli-
chen Aufarbeitungsmethoden (Kapitel und wurde bezogen auf die Fluoreszenz so-
wie Partikelgrof3e optimiert. Die erhaltenen Konstrukte wurde anschlie3end im Wildtyp-
Mausmodell auf ihre zellspezifische Adressierung der LSECs untersucht. Dazu wurde
die fluoreszente Probe in die Schwanzvene einer Wildtyp Maus injiziert und die Leber
mithilfe eines Intravitalmikroskops beobachtet. Durch die Anregung des verkapselten
Fluoreszenzfarbstoffs konnen die Konstrukte im Mausmodell beobachtet und deren
Anreicherung untersucht werden. Die Ergebnisse aus den in vivo Studien resultieren
aus der Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jorg Heeren vom Fachbe-
reich fiir Biochemie und molekulare Zellbiologie am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorfund wurden von Dr. Markus Heine durchgefiihrt.

Aufgrund des Aufbaus des Lebersinusoids (Abschnitt konnte die zellspezifische
Adressierung der Konstrukte in die LSECs anhand der Fluoreszenz der Zellwidnde
visualisiert werden. Die Aufnahme in Kupffer-Zellen wiirde sich durch die Fluores-
zenz klumpenartiger Bereiche innerhalb des Sinusoids zeigen. Anhand der in Abbil-
dung gezeigten GroBlenverteilung wire eine Aufnahme in die LSECs auf Basis
der in der Literatur beschriebenen Grofenselektivitat!l®l fir Konstrukte mit einem
Durchmesser < 200 nm zu erwarten (Abb. [6.40).
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Abb. 6.40.: Zelluldre Aufnahme einer beladenen Polymerkapsel mit einem Zetapotenzial von
-48 mV im Mausmodell. Die in der Literatur angegebene grofenspezifische Aufnahme fiir LSECs
mit Grofen < 200 nm konnte nicht gezeigt werden. Anhand der Gré8enbestimmung von 69 nm
aus der Intensitdtsmessung mittels DLS wire eine nahezu vollstdndige Aufnahme in die LSECs
zu erwarten (dunkelblauer Bereich). Allerdings erfolgte fast ausschlieBlich eine Adressierung der
Kupffer-Zellen, die anhand der klumpenartigen Fluoreszenzpunkte gezeigt werden konnen. Die
GefiaBwinde des Lebersinusoids zeigten lediglich eine schwache Fluoreszenz.

Fir die in Abbildung gezeigte Groflenverteilung sind die durch die Literatur be-
schriebenen GroBlenbereiche fiir die Aufnahme in LSECs (dunkelblau) und Kupffer-
Zellen (hellblau) eingezeichnet. Die zu erwartende selektive Adressierung der LSECs
konnte trotz eines durchschnittlichen Durchmessers von 69 nm nicht gezeigt werden.
Es ist daher anzunehmen, dass die Selektivitiat nicht ausschlieflich durch die Grofle
der Nanokapseln bedingt wird. Die Wechselwirkung zwischen Partikeln und Zellen
kann durch das Zetapotenzial, dessen Abhédngigkeit aus der Oberflachenladung und
folglich dem Ionisierungsgrad!!*3l der Konstrukte besteht, beeinflusst werden.!®!! Das
Zetapotenzial der Konstrukte in Abbildung betrug -48 mV. Fur die Adressierung
von LSECs sind Zetapotenziale von -58 mV!3% fiir eine PMAcOD- und -35 mVI178! fiir
eine zwitterionische Oberflache beschrieben. Inwiefern das Zetapotenzial einen Ein-
fluss auf zellulare Aufnahme hat, sollte daher im Folgenden untersucht werden. Dazu
sollte das Zetapotenzial der Nanokapseln dem in der Literatur beschriebenen Wert

von -58 mVI3% bestmoglich angenéhert werden.
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In Abschnitt konnte gezeigt werden, dass auch nach der Lyophilisation stabile
Partikel mit nahezu unverinderter Grofle erhalten werden konnen. Diese Tatsache er-
moglicht es, iiber die Einwaage Losungen mit einer exakten Konzentration herzustel-
len. Die im Folgenden gezeigten Ergebnisse beruhen auf der Herstellung von Nanokap-
seln aus DDAB, die mit PETMP quervernetzt wurden und Bengalrosa als Beladung
tragen. AnschlieBend erfolgte der zweite Phasentransfer mit einem 2.5-fachen mola-
ren Uberschuss und der Aufarbeitung mit einer 100 mmolaren NaOH-Losung. Das Lo-
sungsmittel der violettfarbenen Losung wurde vollstindig entfernt, sodass ein violett-
farbener Feststoff erhalten wurde. Dieser wurde nach HUHN et al.l17% bei 2000 g iiber
einen 100 kDa Zentrifugenfilter gereinigt und anschlieend eine Konzentration von
8.2 mg/mL eingestellt. Die Nanokapseln besallen ein Zetapotenzial von -52 mV und ei-
ne durchschnittlichen Durchmesser von 76 nm. Die Grof3enverteilung der erhaltenen
Konstrukte aus der Intensitatsmessung mittels DLS ist in Abbildung[6.41| gezeigt und
wurde mit den Kapseln aus Abbildung verglichen.

— 76 nm, - 52 mV
69 nm, - 48 mV

Intensitét [a.u.]

10 100 1000

Durchmesser [nm]

Abb. 6.41.: GroBlenbestimmung der Nanokapseln aus der Intensitdtsmessung mittels DLS. Die
gezeigten Konstrukte wurden mit einem 2.5-fachen Uberschuss des PMAcODs sowie einer
100 mmolaren NaOH-Losung erhalten und iiber einen 100 kDa Zentrifugenfilter gereinigt. Die
Nanokapseln mit einem Zetapotenzial von -48 mV und einem durchschnittlichen Durchmesser
von 69 nm zeigten keine selektive Zellaufnahme in die LSECs (Abb. [6.40). Die Konstrukte in der
Losung mit einer Konzentration von 8.2 mg/mL hatten eine durchschnittliche Grofle von 76 nm
und ein Zetapotenzial von -52 mV. Sie lieferten die in Abbildung[6.42|gezeigte Adressierung der
LSECs.
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Die Konstrukte zeigten keine signifikante Abweichung mit durchschnittlichen Grof3en
von 69 & 76 nm, sodass bezogen auf die Groflenverteilung eine vergleichbare Adressie-
rung der Zellen wie in Abbildung anzunehmen ist. Allerdings wurde das Zetapo-
tenzial von -48 mV auf -52mV verringert, sodass eine Anndherung an den Literatur-
wert!3% von -58 mV fiir mit PMAcOD verkapselte Nanopartikel erfolgte.

Um den Einfluss des Zetapotenzials zu untersuchen, wurde die fluoreszente Losung
aus Abbildung mit einem Zetapotenzial von -52mV in die Schwanzvene einer
Wildtyp Maus injiziert. Aufgrund der geringen Unterschiede in der Partikelgrofe, soll-
te ein Vergleich zwischen der selektiven Adressierung der Zellen in Abhéingigkeit des
Zetapotenzials mit Abbildung ermoglicht werden.

In Abbildung ist die zeitabhangige Darstellung der Leber nach der Injektion der
Losung mittels Intravitalmikroskopie dargestellt.

Abb. 6.42.: Intravitalmikroskopie der Leber einer Wildtyp Maus in Abhéngigkeit der Zeit nach
der Injektion der fluoreszenten Losung der Nanokapseln. Es wurden Konstrukte mit einer durch-
schnittlichen Grofle von 76 nm sowie einem Zetapotenzial von -52 mV verwendet. Eine Minute
nach der Injektion der Losung konnte bereits eine selektive Adressierung der LSECs gezeigt
werden. Mit zunehmender Zeit nimmt die Fluoreszenz ab, was auf eine zelluldre Aufnahme der
Partikel schlieBen lassen konnte. Die zuséitzliche Aufnahme in die Kupffer-Zellen kann erst ab 3
Minuten nach der Injektion beobachtet werden. Es ist denkbar, dass durch die hohe Fluoreszenz
an den LSECs die Aufnahme in die Kupffer-Zellen zunéchst tiberdeckt wird.
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6. Ergebnisse und Diskussion

Die fluoreszierenden Bereiche bei 0 Minuten resultieren aus der Autofluoreszenz der
Leber. Bereits 1 Minute nach der Injektion der fluoreszenten Nanokapseln konnte die
selektive Adressierung der LSECs gezeigt werden. Eine Aufnahme der Konstrukte in
Kupffer-Zellen ist im Vergleich zu Abbildung[6.40]stark reduziert und erst mit dem Ab-
klingen der Fluoreszenz der LSECs nach 3 Minuten sichtbar. Durch die Verwendung
einer Partikellosung, die eine vergleichbare durschnittlichen Grof3e im Vergleich zu
den Ergebnissen aus Abbildung besall, ist eine Abhéngigkeit des Zetapotenzials
auf die selektive Adressierung der Zellen anzunehmen. Die mit der Zeit abnehmende
Fluoreszenz an den LSECs konnte auf eine zelluldre Aufnahme sowie einen lysosoma-
len Abbau des Farbstoffs schlieen lassen. Diese Annahme miisste allerdings durch

weitere Studien noch intensiver untersucht werden.
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7. Ausblick

7. Ausblick

Die in dieser Forschungsarbeit entwickelte, neuartige Verkapselungsmethode fiir hy-
drophile Substanzen zeichnet sich im ersten Schritt besonders durch kurze Reaktions-
zeiten fiir das photochemische Fixieren der beladenen, inversen Mizellen mittels Thiol-
en Reaktion aus. Die Oberflachenmodifikation fiir den physiologischen Einsatz gelingt
im zweiten Schritt durch die Interkalation mit dem amphiphilen PMAcOD und beruht
auf VAN DER WAALS-Wechselwirkungen der aliphatischen Seitenketten. Es liefert
final eine Partikeloberfliche bestehend aus Natriumcarboxylat-Gruppen.

Basierend auf der gezeigten, erfolgreichen Verkapselung hydrophiler Rhodaminfarb-
stoffe, ist die Verwendung wasserloslicher, bioaktiver Substanzen als Beladung eine
naheliegende Anwendung. Besonders vielversprechend scheint hier die von CARAM-
BIA et al.1®% gezeigte Unterdriickung im EAE-Modell mithilfe der beladenen Nanokap-
seln zu untersuchen. Dazu muss zunichst die selektive Aufnahme der Nano-Carrier
sowie der lysosomale Abbau gezeigt werden. Dieses System konnte sich ebenfalls zum
Transport empfindlicher Verbindungen wie beispielsweise mRNA eignen, da die mil-
den Reaktionsbedingungen im Verkapselungsprozess ein breites Spektrum an Bela-

dungen erlauben.

Zudem erscheint eine Modifikation des eingesetzten PMAcOD moglich, um die erhalte-
nen Konstrukte mit spezifischen Oberflachenmotiven zu versehen. Weiterhin denkbar
sind geeignete Protein-Konjugationen, die eine selektive Adressierung einer Vielzahl
unterschiedlicher Zelltypen ermoglichen. Abseits des PMAcOD konnten auch andere
amphiphile Copolymere, bestehend aus Poly(2-oxazolinen) oder Poly(ethyleniminen),
zum Einsatz kommen, die iiber eine vergleichbare aliphatische Seitenkette verfiigen
und eine erweiterte Modifikation der Stabilitat, Gesamtkonstruktgrofle und des Zeta-

potenzials erlauben konnten.
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8. Experimenteller Teil

8. Experimenteller Teil

8.1. Allgemeine Methoden

8.1.1. Losungsmittel und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien, mit Ausnahme des PMAcOD, wurden kommerziell er-
worben und ohne weitere Reinigungsschritte eingesetzt. Das PMAcOD (3000-7000 Da)
wurde vom Projektpartner TOPAS THERAPEUTICS bereitgestellt und ohne weitere
Aufarbeitung eingesetzt. Die Synthese des PMAcOD unterliegt der Geheimhaltung,
beinhaltet allerdings die Darstellung von PMAOD und der anschlielenden Hydrolyse
der Anhydridgruppen mit Natriumhydroxid. Es liegen keine genauen Informationen
beziiglich des Hydrolysegrads und der Deprotonierung der Carboxylgruppen vor, auf-
grund der basischen Aufarbeitung wird aber ein nahezu vollstandiger Hydrolysegrad

sowie Salzanteil angenommen.

Tab. 8.1.: Liste der kommerziell erworbenen Chemikalien.

Bezeichnung Lieferant Reinheit
99.9 %, extra trocken
Acetonitril Acros Organics iiber Molekularsieh
Acetonitril Roth > 99.5 %
Allylbromid Sigma Aldrich 97 %, < 1000
ppm Propylen
Allyliodid Sigma Aldrich 98 %
Bengalrosa Natriumsalz Sigma Aldrich 95 %
1-Bromdodecan Sigma Aldrich 97 %
1-Bromhexan Alfa Aesar 99 %
1-Bromoctan Sigma Aldrich 99 %
Diallylamin Sigma Aldrich 99 %
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Tab. 8.1.: Liste der kommerziell erworbenen Chemikalien. (Fortsetzung).

Bezeichnung Lieferant Reinheit
Dichlormethan Acros Organics 9?'8 %, extra troc.ken
tiber Molekularsieb
Didodecylamin Tei >97.0 %
DMPA Sigma Aldrich 99 %
Chloroform ChemSolute > 99.5 %, Amylen-
stabilisiert
Chloroform-d1 Deutero 99.8 %
Eosin Y Dinatriumsalz Merck > 85 %
Ethylacetat Roth >995 %
n-Hexan ChemSolute >99.0 %
1-Ioddecan Alfa Aesar 98 %
1-Ioddodecan Alfa Aesar 98 %
1-Iodhexan Alfa Aesar 98 %
1-Todoctan Alfa Aesar 98+ %
Kaliumcarbonat Honeywell >99.0 %
PETMP Sigma Aldrich > 95 %
1,3-Propansulton Sigma Aldrich 98 % Rhodamin B
Sigma Aldrich > 95 %
99.5 %, extra tro-
THF Acros Organics cken iiber Moleku-
larsieb, stabilisiert
THF Roth > 99.9 %, unstabilisiert
Toluol Acros Organics 99.85 %, extra trocken

iiber Molekularsieb

8.1.2. Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminium-Fertigfolien mit Fluoreszenzindi-
kator verwendet. Der Reaktionsverlauf wurde durch die Verwendung einer ethano-
lischen Kaliumpermanganat-Losung als Anfarbereagenz verfolgt. Zur sdulenchroma-
tographischen Reinigung wurde Silica-Gel von Supelco mit einer Porengriéf3e von 60 A
verwendet und einer Partikelgrof3e von 40-63 ym verwendet.
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Saulenchromatographie (SC)

Zur Reinigung wurden die Sdulen mit Kieselgel, das in einem geeigneten Losungs-
mittelsystem suspendiert war, gefiillt und die chromatographische Trennung durchge-
fithrt.

8.1.3. Instrumentelle Methoden

DLS

Die GroBlenbestimmung der Konstrukte erfolgte mittels dynamischer Lichstreuung
unter Verwendung eines MALVERN ZETASIZERS ZS mit der Zetasizer Software 7.03
von MALVERN INSTRUMENTS LTD. Fiir die Messungen wurden Quartz- und PMMA-
Kiivetten mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet. Zum besseren Vergleich der
Resultate erfolgt die Darstellung der Groflenverteilungen fiir die gesamte Arbeit auf
Basis der Intensitatsmessungen. Fir die Bestimmung des Zeta-Potenzials wurde eine
D1P-CELL Zelle in PMMA-Kiivetten mit einer Schichtdicke von 10 mm und ebenfalls
die Zetasizer Software 7.03 verwendet.

Infrarotspektren (IR)
IR-Spektren wurden am FTIR-Gerat INVENIO R der Firma BRUKER aufgenommen.

Massenspektren (MS)

Die Aufnahmen der Elektronenspray-Ionisation (ESI)-Massenspektren erfolgte unter
Verwendung eines AGILENT 6224 ESI-TOF Spektrometers (Baujahr 2009) gekoppelt
an eine AGILENT HPLC 1200 SERIES. Mithilfe der Flugzeit (¢ime of flight) (TOF) wird
die Ionenmasse bestimmt. Die Angabe der detektierten Ionenmassen erfolgt in Masse
zu Ladung (m/z).

NMR-Spektren
Das Aufnehmen der NMR-Spektren erfolgte durch die spektroskopische Abteilung im

Institut fiir organische Chemie der Universitat Hamburg. Dabei wurden folgende Ge-
riate der Firma BRUKER verwendet:

e AVANCE I 400 ("H-Resonanz: 400 MHz, >C-Resonanz: 100 MHz)
* AVANCE I 500 (H-Resonanz: 500 MHz, '3C-Resonanz: 125 MHz)

e AVANCE III 600 (\H-Resonanz: 600 MHz, 3C-Resonanz: 150 MHz)
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Auf den oben genannten Geréaten erfolgte ebenfalls die Aufnahme von HH-COSY-,
HSQC-, und HMBC-Korrelationsspektren.

Die chemischen Verschiebungen sind in Einheiten der 6-Skala (ppm — parts per mil-
lion) angegeben. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Signale auf die Losungs-
mittelrestpeaks ('H-NMR: CHCl;: 7.26 ppm und 3C-NMR: CHClj: 77.16 ppm)17 re-
ferenziert. Zur Kennzeichnung der Multiplizitat der Signale wurden folgende Abkiir-
zungen verwendet: Singulett (s), Dublett (d), Triplett (t), Quartett (q), Quintett (p)
und Septett (sept). Die Einheit der Kopplungskonstante () ist in Hertz (Hz) angege-
ben.[147]

REM

Fir die REM Aufnahmen wurde ein FEI QUANTE 3D mit einer Beschleunigungsspan-
nung von 20 kV verwendet. Es wurden 20 uL der zu untersuchenden Probenlésung auf
ein Kupfergrid aufgetragen und das Losungsmittel nach 30 Sekunden mithilfe eines
Filterpapiers entfernt.

Schmelzpunkt (Smp.)
Schmelzpunkte wurden mithilfe des Melting Point Meter MPM-H2 durchgefiihrt.

TEM

Die TEM Aufnahmen wurden durch die Abteilung fiir Elektronenmikroskopie an ei-
nem CM 300 UT der Firma PHILIPS mit Beschleunigungsspannungen von 200-300 kV
und einem JEM 1011 der Firma JEOL mit Beschleunigungsspannungen von
60-100kV durchgefiihrt. Es wurden 20 uL. der zu untersuchenden Probenlésung auf
ein Kupfergrid aufgetragen und das Losungsmittel nach 30 Sekunden mithilfe eines
Filterpapiers entfernt.

8.2. Allgemeine Synthesevorschrift tertidrer Amine

Es wurden 2.78 mL (2.19g, 22.5 mmol, 1.5eq.) Diallylamin, 15 mmol (1.0 eq.) Alkyl-
bromid und 2.07g (15mmol, 1.0eq.) K,COg in 225 mL Acetonitril suspendiert und
anschlieBend fir 24 h unter Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtempe-
ratur wurde die farblose Suspension filtriert. Das Losungsmittel des Filtrats wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Der viskose Riickstand wurde in wenig EtOAc

92



8. Experimenteller Teil

aufgenommen, sidulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, 5 % EtOAc/n-Hexan)
und unter vermindertem Druck getrocknet. Es wurde ein klares, schwachgelbes Ol
erhalten.[144]

8.2.1. N,N-Diallyl-N-hexylamin

Ausbeute = 52 % (1.41 g, 7.78 mmol).
Aussehen = schwachgelbe Fliissigkeit.
Summenformel = C;,Hy3N.
Molekulare Masse = 181.32 &

mol *

'H-NMR (500 MHz, CDCl,): § = 5.86 (ddt, 3J = 16.8, 10.2, 6.5 Hz, 2H, H-2), 5.20-5.10
(m, 4H, H-1), 3.10 (d, 3J = 6.5 Hz, 4H, H-3), 2.43-2.40 (m, 2H, H-4), 1.50-1.40 (m, 2H, H-
5), 1.32-1.22 (m, 6H, H-6 bis H-8), 0.88 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, H-9).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein. 180

8.2.2. N,N-Diallyl-N-octylamin

Ausbeute = 87 % (2.74 g, 13.1 mmol).
Aussehen = schwachgelbe Fliissigkeit.
Summenformel = C;,Hy;N.
Molekulare Masse = 209.38 £

mol*

'H-NMR (500 MHz, CDCl,): = 5.85 (ddt, 3J = 16.8, 10.2, 6.5 Hz, 2H, H-2), 5.18-5.10
(m, 4H, H-1), 3.08 (d, 3J = 6.5 Hz, 4H, H-3), 2.42-2.39 (m, 2H, H-4), 1.47-1.42 (m, 2H,
H-5), 1.32-1.21 (m, 10H, H-6 bis H-10), 0.87 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, H-11).

I3C-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 135.9 (C-1), 117.4 (C-2), 57.0 (C-3), 53.5 (C-4), 32.0,
29.7,29.4, 27.7, 27.0 (C-5), 22.8, 14.2 (C-11).

IR (Film): ¥ (em~') = 3080, 3011, 2961, 2930, 2859, 2797, 1645, 1461, 1419, 1380, 1356,
1260, 1154, 1095, 995, 918.

ESI-TOF: m/z fiir [C,,HygN*] = ber. 210.222, gef. 210.228.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!181]
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8.2.3. N,N-Diallyl-N-decylamin

Ausbeute = 85 % (3.01 g, 12.7 mmol).
Aussehen = schwachgelbe Fliissigkeit.
Summenformel = C;gH3N.
Molekulare Masse = 237.43 -2

mol*

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 5.85 (ddt, *J = 16.8, 10.1, 6.5 Hz, 2H, H-2), 5.18-5.10
(m, 4H, H-1), 3.08 (d, 3J = 6.5 Hz, 4H, H-3), 2.42-2.38 (m, 2H, H-4), 1.48-1.40 (m, 2H,
H-5), 1.32-1.18 (m, 14H, H-6 bis H-12), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-13).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 135.7 (C-1), 117.5 (C-2), 57.0 (C-3), 53.5 (C-4), 32.1,
29.8, 29.7, 29.5, 27.6, 27.0 (C-5), 22.8, 14.2 (C-13).

IR (Film): ¥ (cm ') = 3081, 2929, 2854, 2800, 1646, 1465, 1420, 1354, 1261, 1154, 1107,
996, 920.

ESI-TOF: m/z fiir [C14H3,N "] = ber. 238.253, gef. 238.267.

8.2.4. N,N-Diallyl-N-dodecylamin

Ausbeute = 68 % (2.70 g, 10.2 mmol).
Aussehen = schwachgelbe Fliissigkeit.
Summenformel = C;gH35N.
Molekulare Masse = 265.49 £

mol *

'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 6 = 5.86 (ddt, 3J = 16.8, 10.2, 6.5 Hz, 2H, H-2), 5.18-5.12
(m, 4H, H-1), 3.09 (d, 3J = 6.5 Hz, 4H, H-3), 2.43-2.40 (m, 2H, H-4), 1.48-1.40 (m, 2H,
H-5), 1.32-1.20 (m, 18H, H-6 bis H-14), 0.88 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, H-15).

13C-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 135.8 (C-1), 117.6 (C-2), 57.0 (C-3), 53.5 (C-4), 32.1,
29.8%,29.7, 29.6, 29.5, 27.6, 27.0 (C-5), 22.8, 14.3 (C-15).

IR (Film): ¥ (cm~!) = 3078, 3014, 2925, 2857, 2798, 1643, 1465, 1418, 1380, 1354, 1261,
1153, 1108, 996, 917.

ESI-TOF: m/z fiir [C,gH3sN*] = ber. 266.285, gef. 266.287.
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8.2.5. N,N-Diallyl-N-tetradecylamin

Ausbeute = 44 % (2.46 g, 6.59 mmol).
Aussehen = farblose Fliissigkeit.
Summenformel = Co H3gN.
Molekulare Masse = 293.54 -5

mol*

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 5.86 (ddt, >J = 16.8, 10.1, 6.5 Hz, 2H, H-2), 5.19-5.12
(m, 4H, H-1), 3.10 (d, 3J = 6.5 Hz, 4H, H-3), 2.44-2.40 (m, 2H, H-4), 1.49-1.41 (m, 2H,
H-5), 1.33-1.20 (m, 22H, H-6 bis H-16), 0.88 (d, 3 = 6.9 Hz, 3H, H-17).

I3C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 135.7 (C-1), 117.7 (C-2), 56.9 (C-3), 53.5 (C-4), 32.1,
29.8%, 29.7, 29.5, 27.6, 26.9 (C-5), 22.8, 14.3 (C-17).

IR (Film): ¥ (cm™!) = 3078, 2922, 2856, 2798, 1643, 1467, 997, 917.

ESI-TOF: m/z fiir [CooH,N*1= ber. 294.316, gef. 294.321.

8.2.6. N,N-Diallyl-N-hexadecylamin

Ausbeute = 32 % (1.92 g, 4.78 mmol).
Aussehen = farblose Fliissigkeit.
Summenformel = CyoH,3N.
Molekulare Masse = 321.59 &

mol *

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 5.86 (ddt, *J = 16.8, 10.2, 6.6 Hz, 2H, H-2), 5.19-5.11
(m, 4H, H-1), 3.09 (d, *J = 6.6 Hz, 4H, H-3), 2.43-2.39 (m, 2H, H-4), 1.49-1.39 (m, 2H,
H-5), 1.33-1.19 (m, 26H, H-6 bis H-18), 0.88 (d, *J = 6.8 Hz, 3H, H-19).

3C-NMR (100 MHz, CDCl): § = 135.8 (C-1), 117.6 (C-2), 57.0 (C-3), 53.5 (C-4), 32.1,
29.9, 29.8*, 29.7*, 29.5, 27.7, 27.0 (C-5), 22.8, 14.3 (C-19).

IR (Film): v (cm™!) = 3081, 2923, 2855, 2800, 1644, 1466, 1420, 1352, 1262, 1153, 1115,
995, 916.

ESI-TOF: m/z fiir [CyoH,4N*1 = ber. 322.347, gef. 322.358.
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8.3. Allgemeine Synthesevorschrift quartiarer Ammo-

niumsalze

Die Synthese erfolgte in Anlehung an YANG et al.[148]
Die Reaktion wurde unter Schutzgasatmosphéire durchgefiihrt.
Die Ansatzgrofle und Molaritét ist fiir jedes Ammoniumsalz individuell angegeben.

Es wurde eine Emulsion aus 1.0 eq. eines tertidren Amins (Abschnitt und 1.2eq.
eines Alkylhalogenids in wasserfreiem Acetonitril vorgelegt und diese fiir 24 h unter
Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der
viskose Riickstand wurde in wenig EtOAc aufgenommen, sdulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, 10 % — 20 % EtOH/EtOAc) und im Olpumpenvakuum getrocknet.
Fir Ammoniumsalze mit aliphatischen Seitenketten > 12 C-Atomen wurde der olige
Riickstand in 10 mL kaltem Diethylether (-18 °C) suspendiert, filtriert und unter ver-
mindertem Druck getrocknet. Fiir die Ammoniumsalze mit Bromid-Gegenion wurden

farblose und mit Iodid-Gegenion gelb-braune Ole/Feststoffe erhalten.

8.3.1. N,N-Diallyl-N,N-dihexylammoniumbromid (DHexAB)

AnsatzgrofBle = 2.93 mmol C;9Hy3N.
Molaritat = 268 mmolar.

Ausbeute = 18 % (182 mg, 0.525 mmol).
Aussehen = schwachgelbes Ol.

Summenformel = C;gH3¢BrN.
Molekulare Masse = 346.40 -£;

mol *
'H-NMR (500 MHz, CDCly): § = 5.98 (ddt, 3J = 17.2, 10.0, 7.2Hz, 2H, H-2), 5.78 (d,
3J = 16.8 Hz, 2H, H-1), 5.70 (d, 3J = 10.2Hz, 2H, H-1’), 4.18 (d, 3J = 7.3 Hz, 4H, H-3),
3.29-3.25 (m, 4H, H-4), 1.81-1.74 (m, 4H, H-5), 1.39-1.24 (m, 12H, H-6 bis H-8), 0.86 (t,
3J = 6.9Hz, 6H, H-9).
3C-NMR (125 MHz, CDCl;): § = 129.3 (C-1), 124.3 (C-2), 61.8 (C-3), 59.2 (C-4), 31.2
(C-7), 26.2 (C-6), 22.5, 22.4, 13.9 (C-9).
IR (Film): ¥ (cm~') = 3086, 2959, 2919, 2862, 1740, 1643, 1467, 1431, 1379, 1262, 1165,
1059, 1002, 951.
ESI-TOF: m/z fiir [C;gH34N "1 = ber. 266.285, gef. 266.286.
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8.3.2. N,N-Diallyl-N,N-dihexylammoniumiodid (DHexAI)

AnsatzgrofBle = 2.81 mmol C;9Hy3N.
Molaritat = 268 mmolar.

Ausbeute = 58 % (636 mg, 1.62 mmol).
Aussehen = braunes Ol.

Summenformel = C;gHj3¢IN.
Molekulare Masse = 393.40 -£-

mol *
'H-NMR (500 MHz, CDCly): § = 6.00 (ddt, *J = 17.2, 10.1, 7.2Hz, 2H, H-2), 5.82 (d,
3J = 16.9Hz, 2H, H-1), 5.73 (d, 3J = 10.1Hz, 2H, H-1’), 4.15 (d, 3J = 7.2Hz, 4H, H-3),
3.31-3.27 (m, 4H, H-4), 1.84-1.76 (m, 4H, H-5), 1.40-1.26 (m, 12H, H-6 bis H-8), 0.88 (t,
3J = 6.9 Hz, 6H, H-9).
3C-NMR (125 MHz, CDCly): § = 129.6 (C-1), 124.1 (C-2), 61.9 (C-3), 59.4 (C-4), 31.3
(C-7), 26.2 (C-6), 22.6, 22.5, 14.0 (C-9).
IR (Film): v (cm~!) = 3088, 2956, 2925, 2863, 1740, 1645, 1467, 1430, 1377, 1263, 1168,
1058, 1001, 952.
ESI-TOF: m/z fiir [C;3H34N "1 = ber. 266.285, gef. 266.284.

8.3.3. N,N-Diallyl-N,N-dioctylammoniumbromid (DOAB)

AnsatzgrofBle = 8.39 mmol C;,Hy;N.
Molaritat = 1.07 molar.

Ausbeute = 28 % (945 mg, 2.35 mmol).
Aussehen = farbloses hochviskoses Ol.

Summenformel = CooH,,BrN.
Molekulare Masse = 402.50 -5

mol*
'H-NMR (500 MHz, CDCl): § = 5.98 (ddt, 3J = 17.2, 10.0, 7.2Hz, 2H, H-2), 5.80 (d,
3J = 17.0Hz, 2H, H-1), 5.71 (d, J = 10.0Hz, 2H, H-1’), 4.22 (d, 3J = 7.3 Hz, 4H, H-3),
3.29-3.26 (m, 4H, H-4), 1.84-1.72 (m, 4H, H-5), 1.40-1.30 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.29-1.18
(m, 12H, H-8 bis H-10), 0.86 (t, 3J = 7.0Hz, 6H, H-11).
BC-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 129.3 (C-1), 124.4 (C-2), 61.9 (C-3), 59.3 (C-4), 31.9,
29.5%,29.3, 29.2, 26.6 (C-6), 22.7, 22.5 (C-5), 14.2 (C-11).
IR (Film): ¥ (cm~') = 3084, 2959, 2923, 2857, 1642, 1620, 1466, 1433, 1377, 1263, 996,
947.
ESI-TOF: m/z fiir [CooH,,N*1 = ber. 322.347, gef. 322.349.
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8.3.4. N,N-Diallyl-N,N-dioctylammoniumiodid (DOAI)

AnsatzgrofBle = 2.39 mmol C;,Hy;N.
Molaritat = 268 mmolar.

Ausbeute = 85 % (912 mg, 2.03 mmol).
Aussehen = braunes Ol.

Summenformel = C5,H, 4 IN.
Molekulare Masse = 449.50 -£-

mol *
'H-NMR (400 MHz, CDCl,): § = 6.00 (ddt, 3J = 17.1, 10.0, 7.2 Hz, 2H, H-2), 5.81 (d,
3J = 17.1Hz, 2H, H-1), 5.73 (d, 3J = 10.0Hz, 2H, H-1)), 4.14 (d, 3J = 7.2 Hz, 4H, H-3),
3.30-3.26 (m, 4H, H-4), 1.85-1.75 (m, 4H, H-5), 1.43-1.31 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.31-1.18
(m, 12H, H-8 bis H-10), 0.86 (t, 3J = 6.9 Hz, 6H, H-11).
3C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 129.5 (C-1), 124.2 (C-2), 61.9 (C-3), 59.4 (C-4), 31.7,
29.1*% 26.5 (C-6), 22.7, 22.6, 14.2 (C-11).
IR (Film): ¥ (cm~!) = 3085, 2958, 2927, 2857, 1741, 1643, 1467, 1428, 1375, 1262, 1244,
1093, 1020, 949.
ESI-TOF: m/z fiir [CoyH,N*] = ber. 322.347, gef. 322.347.

8.3.5. N,N-Diallyl-N,N-didecylammoniumbromid (DDeAB)

Ansatzgrofle = 10.6 mmol C;gH3;N.
Molaritat = 536 mmolar.

Ausbeute = 59 % (2.87 g, 6.26 mmol).
Aussehen = farbloses hochviskoses Ol.

Summenformel = CogHzoBrN.
Molekulare Masse = 458.61 &

mol*
'H-NMR (500 MHz, CDCl): § = 5.98 (ddt, 3J = 17.2, 10.1, 7.2Hz, 2H, H-2), 5.80 (d,
3J = 17.2Hz, 2H, H-1), 5.72 (d, J = 10.1Hz, 2H, H-1’), 4.23 (d, 3J = 7.2Hz, 4H, H-3),
3.34-3.22 (m, 4H, H-4), 1.84-1.76 (m, 4H, H-5), 1.39-1.31 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.30-1.19
(m, 20H, H-8 bis H-12), 0.87 (t, 3J = 6.9 Hz, 6H, H-13).
BC-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 129.4 (C-1), 124.3 (C-2), 62.0 (C-3), 59.3 (C-4), 32.0,
29.5%,29.3, 29.2, 26.6 (C-6), 22.8, 22.6 (C-5), 14.2 (C-13).
IR (Film): ¥ (cm ') = 3085, 2955, 2923, 2856, 1741, 1642, 1620, 1467, 1431, 1375, 1261,
1093, 1022, 948.
ESI-TOF: m/z fiir [CogH5;oN*] = ber. 378.410, gef. 378.413.
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8.3.6. N,N-Diallyl-N,N-didecylammoniumiodid (DDeAI)

Ansatzgrofle = 1.60 mmol C;gH3;N.
Molaritat = 268 mmolar.

Ausbeute = 86 % (697 mg, 1.38 mmol).
Aussehen = brauner Feststoff.

Summenformel = CygHyoIN.
Molekulare Masse = 505.61 _£..
Smp. = 35.1°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): § = 5.99 (ddt, 3J = 17.1, 10.0, 7.2Hz, 2H, H-2), 5.82 (d,
3J = 16.8 Hz, 2H, H-1), 5.75 (d, 3J = 10.1Hz, 2H, H-1)), 4.17 (d, °J = 7.2Hz, 4H, H-3),
3.32-3.25 (m, 4H, H-4), 1.85-1.75 (m, 4H, H-5), 1.43-1.33 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.30-1.21
(m, 20H, H-8 bis H-12), 0.87 (t, 3J = 6.9 Hz, 6H, H-13).

BC-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 129.7 (C-1), 124.1 (C-2), 62.0 (C-3), 59.4 (C-4), 32.0,
29.5%,29.4, 29.2, 26.6 (C-6), 22.8, 22.6 (C-5), 14.2 (C-13).

IR (Film): ¥ (cm ') = 3085, 2962, 2927, 2862, 1742, 1643, 1466, 1429, 1379, 1263, 1167,
1059, 1000, 952.

ESI-TOF: m/z fiir [CogHz,N*1 = ber. 378.410, gef. 378.409.

8.3.7. N,N-Diallyl-N,N-didodecylammoniumbromid (DDAB)

AnsatzgrofBle = 7.65 mmol C;gH3sN.
Molaritéit = 1.07 molar. -
15

— 1 3 10, 1213
Ausbeute = 44 % (1.72 g, 3.33 mmol). 1\2/3\N+W

Aussehen = farbloser Feststoff.
Summenformel = C5)Hg,BrN. /\/Br‘\/\/\/\/\/\/
Molekulare Masse = 514.72 _£..
Smp. = 48.7°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): § = 5.98 (ddt, 3J = 17.1, 10.0, 7.2 Hz, 2H, H-2), 5.80 (d,
3J = 16.8 Hz, 2H, H-1), 5.72 (d, 3J = 10.0 Hz, 2H, H-1°), 4.24 (d, 3J = 7.2 Hz, 4H, H-3),
3.37-3.19 (m, 4H, H-4), 1.83-1.76 (m, 4H, H-5), 1.39-1.32 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.30-1.20
(m, 28H, H-8 bis H-14), 0.87 (¢, 3J = 6.9 Hz, 6H, H-15).

13C.NMR (125 MHz, CDCly): § = 129.4 (C-1), 124.4 (C-2), 62.0 (C-3), 59.3 (C-4), 32.0,
29.7,29.6, 29.5, 29.4, 29.2 (C-7), 26.6 (C-6), 22.8, 22.6 (C-5), 14.2 (C-15).

IR (Film): ¥ (cm~!) = 3083, 2956, 2922, 2852, 1621, 1466, 1377, 1261, 1093, 1021, 945,
861, 803, 722.

ESI-TOF: m/z fiir [C5oHgoN"1= ber. 434.473, gef. 434.483.
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8.3.8. N,N-Diallyl-N,N-didodecylammoniumiodid (DDAI)

AnsatzgrofBle = 3.23 mmol C;gH35N.
Molaritit = 923 mmolar.

14
Ausbeute = 42 % (764 mg, 1.36 mmol). s s 6 L S R AR
\2/\N+ 5 7

Aussehen = farbloser Feststoff.
_ 7t

Summenformel = C5,Hg,IN.

Molekulare Masse = 561.72 _£..

Smp. = 52.8°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): § = 5.99 (ddt, 3J = 17.1, 10.0, 7.2Hz, 2H, H-2), 5.82 (d,
3J = 16.8 Hz, 2H, H-1), 5.75 (d, 3J = 10.1Hz, 2H, H-1)), 4.17 (d, °J = 7.2Hz, 4H, H-3),
3.36-3.23 (m, 4H, H-4), 1.84-1.76 (m, 4H, H-5), 1.40-1.32 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.31-1.20
(m, 28H, H-8 bis H-14), 0.87 (t, 3J = 7.0Hz, 6H, H-15).

BC-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 129.7 (C-1), 124.1 (C-2), 62.0 (C-3), 59.4 (C-4), 32.0,
29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2 (C-7), 26.6 (C-6), 22.8, 22.7, 14.2 (C-15).

IR (Film): ¥ (cm~') = 3084, 2956, 2921, 2852, 1640, 1466, 1376, 1261, 1093, 1021, 947,
861, 803, 722.

ESI-TOF: m/z fiir [C3oHg N*1=ber. 434.473, gef. 434.475.

8.3.9. N,N-Diallyl-N,N-ditetradecylammoniumbromid (DTAB)

AnsatzgrofBle = 6.81 mmol CggHggN.
Molaritat = 536 mmolar.

Ausbeute = 23 % (895 mg, 1.57 mmol).
Aussehen = farbloser Feststoff.

Summenformel = C5,HggBrN.
Molekulare Masse = 570.83 -£-

mol*

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 6.02-5.94 (m, 2H, H-2), 5.81 (d, 3J =16.8Hz, 2H, H-1),
5.72 (d, 3J = 10.2 Hz, 2H, H-1), 4.24 (d, 3J = 7.2 Hz, 4H, H-3), 3.36-3.23 (m, 4H, H-4),
1.81-1.76 (m, 4H, H-5), 1.40-1.32 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.30-1.20 (m, 36H, H-8 bis H-16),
0.87 (t, 3J = 6.9 Hz, 6H, H-17).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 0 = 129.4 (C-1), 124.3 (C-2), 62.0 (C-3), 59.3 (C-4), 32.1,
29.8%, 29.7, 29.6, 29.5%, 29.2, 26.6 (C-6), 22.8, 22.6 (C-5), 14.2 (C-17).

IR (Film): v (cm ™) = 3085, 2956, 2925, 2854, 1740, 1642, 1620, 1466, 1437, 1377, 1264,
1013, 950.

ESI-TOF: m/z fiir [C54HggN™] = ber. 490.535, gef. 490.540.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein./164!
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8.3.10. N,N-Diallyl-N,N-dihexadecylammoniumbromid (DHAB)

AnsatzgrofBle = 3.44 mmol CyoH,3N.
Molaritat = 1.07 molar.

Ausbeute = 19 % (408 mg,

0.651 mmol).

Aussehen = schwachbrauner
Feststoff.

Summenformel = C3gH;¢BrN.
Molekulare Masse = 626.94 _£..
Smp. = 90.6 °C.

'H-NMR (500 MHz, CDCL;): § = 5.98 (ddt, 3J = 17.3, 10.0, 7.2 Hz, 2H, H-2), 5.81 (d,
3J = 16.8Hz, 2H, H-1), 5.72 (d, 3J = 10.1 Hz, 2H, H-1), 4.25 (d, 3J = 7.2 Hz, 4H, H-3),
3.32-3.25 (m, 4H, H-4), 1.85-1.76 (m, 4H, H-5), 1.39-1.32 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.30-1.19
(m, 44H, H-8 bis H-18), 0.87 (t, 3J = 6.9 Hz, 6H, H-19).

13C.NMR (125 MHz, CDCly): § = 129.4 (C-1), 124.3 (C-2), 62.0 (C-3), 59.3 (C-4), 32.1,
29.8%, 29.7, 29.6, 29.5%, 29.2 26.6 (C-6), 22.8, 22.6 (C-5), 14.2 (C-19).

IR (Film): 7 (cm~!) = 3083, 2960, 2926, 2860, 2733, 1644, 1616, 1467, 1429, 1377, 994,
950.

ESI-TOF: m/z fiir [C35HsN*1 = ber. 546.598, gef. 546.598.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!164

8.3.11. N,N-Diallyl-N,N-dihexadecylammoniumiodid (DHAI)

AnsatzgrofBle = 3.11 mmol CyoHy3N.
Molaritat = 536 mmolar.

Ausbeute = 70 % (1.46 g, 2.17 mmol).
Aussehen = brauner Feststoff.

Summenformel = C3gH¢IN.
Molekulare Masse = 673.94 _£..
Smp. = 82.4°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): § = 6.00 (ddt, *J = 17.2, 10.0, 7.2Hz, 2H, H-2), 5.82 (d,
3J = 16.8 Hz, 2H, H-1), 5.75 (d, *J = 10.1 Hz, 2H, H-1’), 4.17 (d, *J = 7.3 Hz, 4H, H-3),
3.82-3.25 (m, 4H, H-4), 1.83-1.72 (m, 4H, H-5), 1.41-1.32 (m, 8H, H-6 & H-7), 1.30-1.21
(m, 44H, H-8 bis H-18), 0.87 (t, 3J = 6.9 Hz, 6H, H-19).
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13C-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 129.7 (C-1), 124.1 (C-2), 62.0 (C-3), 59.4 (C-4), 32.1,
29.8%,29.7, 29.6, 29.5%, 29.3, 29.2 26.6 (C-6), 22.8, 22.7 (C-5), 14.2 (C-19).

IR (Film): ¥ (cm~') = 2919, 2851, 1641, 1467, 1376, 1261, 1021, 948, 804, 724.
ESI-TOF: m/z fiir [C5gH;cN*1 = ber. 546.598, gef. 546.598.

8.4. N,N,N-Triallyldodecylammoniumbromid (TDAB)

Die Synthese erfolgte in Anlehung an YANG et al.[148]

Die Reaktion wurde unter Schutzgasatmosphéire durchgefiihrt.

Es wurden 999 mg (3.76 mmol, 1.0 eq.) N,N-Diallyl-N-dodecylamin (Abschnitt in
3.5 mL wasserfreiem Acetonitril gelost und 390 uL (546 mg, 4.52 mmol, 1.2eq.) Allyl-
bromid zugegeben. Die klare farblose Reaktionslosung wurde unter Riihren fiir 16 h
auf 60°C erwarmt. Zu Beginn des Erwirmens triibte sich die Losung, zum Ende
der Reaktion war die Losung klar und schwachrot gefarbt. Nach dem Abkiihlen auf
RT wurde das Losungsmittel sowie uiberschiissiges Allylbromid unter vermindertem
Druck entfernt und der farblose Riickstand in 10 mL kaltem Diethylether suspendiert.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und es wurde ein farb-
lose Ol erhalten.

Ausbeute = 29 % (418 mg, 1.08 mmol).
Aussehen = farbloses Ol.
Summenformel = Cy;H,(BrN.
Molekulare Masse = 386.46 -5

mol *

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): § = 6.10-5.99 (m, 3H, H-2), 5.79 (d, 3J = 16.8 Hz, 3H, H-1),
5.72 (d, 3J = 10.2Hz, 3H, H-1"), 4.19 (d, 3J = 7.4 Hz, 6H, H-3), 3.26-3.23 (m, 2H, H-4),
1.89-1.80 (m, 2H, H-5), 1.37-1.30 (m, 4H, H-6 & H-7), 1.29-1.19 (m, 14H, H-8 bis H-14),
0.86 (t, >J = 7.0Hz, 3H, H-15).

3C-NMR (125 MHz, CDCly): § = 129.4 (C-1), 124.1 (C-2), 62.0 (C-3), 59.2 (C-4), 32.0,
29.7, 29.5, 29.4, 29.2 (C-7), 26.6 (C-6), 22.8, 22.6 (C-5), 14.2 (C-15).

IR (Film): ¥ (cm ') = 3082, 2958, 2922, 2853, 1640, 1621, 1466, 1425, 1366, 1261, 1093,
1018, 946, 848, 802.

ESI-TOF: m/z fiir [Cy;H,,N*]1=ber. 306.316, gef. 306.317.
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8.5. N,N-Diallyl-dodecylammonio-N-propylsulfonat
(DDsulfo)

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an YANG et al.[182]

Die Reaktion wurde unter Schutzgasatmosphéire durchgefiihrt.

Es wurden 177 mg (0.667 mmol, 1.0 eq.) N,N-Diallyl-N-dodecylamin (Abschnitt
und 81.2mg (0.665 mmol, 1.0eq.) 1,3-Propansulton in 1.00 mL wasserfreiem Chloro-
form gelost und unter Riihren fiir 96 h auf 60 °C erhitzt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand zwei Mal in 1 mL Diethylether
suspendiert und der farblose Feststoff mehrfach mit Diethylether gewaschen. Der farb-
lose Feststoff wurde unter vermindertem Druck getrocknet.

Ausbeute = 79 % (205 mg, 0.529 mmol).
Aussehen = farbloser Feststoff.

Summenformel = Co;H,NO;3S.
Molekulare Masse = 387.62 _£..
Smp. = 118°C.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): § = 6.02 (ddt, 3J = 17.3, 10.1, 7.3 Hz, 2H, H-2), 5.76-5.68
(m, 4H, H-1), 3.97 (qd, 3J = 14.0, 7.2 Hz, 4H, H-3), 3.66-3.62 (m, 2H, H-16), 3.14-3.10
(m, 2H, H-4), 2.92 (t, 3J = 6.5Hz, 2H, H-18), 2.34-2.22 (m, 2H, H-17), 1.84-1.70 (m,
2H, H-5), 1.35-1.29 (m, 4H, H-6 & H-7), 1.28-1.20 (m, 14H, H-8 bis H-14), 0.87 (t,
3J = 6.9Hz, 3H, H-15).

BC-NMR (125 MHz, CDCly): § = 129.4 (C-1), 124.2 (C-2), 61.3 (C-3), 58.9 (C-4), 58.1
(C-16), 47.4 (C-18), 32.0, 29.7, 29.6, 29.4, 29.2, 26.6, 22.8, 22.0 (C-5), 19.0 (C-17), 14.2
(C-15).

IR (Film): ¥ (cm™') = 2956, 2923, 2853, 1643, 1467, 1259, 1208, 1196, 1171, 1034, 726.
ESI-TOF: m/z fiir [Cy; H;sNO3S] = ber. 388.289, gef. 388.291.
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8.6. Verkapselung und Phasentransfer

8.6.1. Bildung inverser Mizellen

Es wurde eine 17.8 mmolare Losung des Mizellbildners in einem organischen Losungs-
mittel hergestellt. Anschliefend wurde das Gemisch fiir 10 Min auf 50 °C erwarmt um
eine vollstandige Loslichkeit des Mizellbildners zu erzwingen. Zur klaren Losung wur-
de eine wassrige Fluoreszenzfarbstoff-Losung eingespritzt, das Gemisch 1 Min kraftig
geschiittelt und tiber Nacht stehen gelassen. Am Folgetag wurde die Losung mithilfe
eines 0.2 um PTFE-Spritzenfilters in eine Quartzkiivette (10x10 mm) tberfithrt und

im DLS vermessen.

8.6.2. Photochemische Bestrahlung

Zu der Losung aus quartarem Ammoniumsalz und Fluoreszenzfarbstoff (Abschnitt
8.6.1) in einer Quartzkiivette (10x10 mm) wurden der Photoinitiator DMPA (2 wt%)
und ein Polythiol zugegeben und fiir unterschiedliche Reaktionszeiten unter Riithren
im UV-Reaktor bestrahlt. Im Reaktor wurden vier Leuchtmittel der Firma Philips (PL-
S 9W BLB/2P) mit je 1.23 mW UV-A Leistung (14%) verwendet. Anschlielend wurden
mithilfe eines 0.2um PTFE-Spritzenfilters groBere Uberstrukturen abgetrennt und
die gecross-linkte Losung im DLS-Spektrometer vermessen.

8.6.3. Interkalation und zweiter Phasentransfer

Es wurden 600 uL der gecross-linkten THF-Losung aus Mizellbildner, Farbstoff und
PETMP sowie 600 uL einer 88.3 mmolaren PMAcOD-Losung in Chloroform zusam-
mengegeben und das Losungsmittel des Gemischs unter vermindertem Druck bis
zur Trockne entfernt. Zum farbigen Riickstand wurden 1.96 mL einer 100 mmolaren
NaOH-Losung gegeben und das Gemisch fiir 10 Min im Trockenschrank auf 50 °C er-
warmt. Der Rickstand l6ste sich nahezu vollstandig und wurde bis zum vollstandigen
Losen kraftig geschiittelt. Durch die Zugabe von 1000 uL einer 100 mmolaren HCI-
Losung wurde ein nahezu neutraler pH-Wert eingestellt. Wahrend der Zugabe der
Saure bildete sich ein farbloser Niederschlag, der sich beim Durchmischen vollstandig

16ste. Zum Abtrennen von nicht interkalierten inversen Mizellen und PMAcOD wurde
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die wassrige Losung vier Mal mit jeweils 1000 uLL Chloroform gewaschen. Die wassri-
ge Phase wurde abgenommen und fiir 30 Minuten bei 40 °C und 100 mbar geriihrt um
restliches Chloroform abzutrennen. Abschlielend wurde die klare gefarbte Losung fiir
5 Min bei 5000 g zentrifugiert und spritzenfiltriert.

8.6.4. Toxizititstests

Die Bestimmung der Zytotoxizitiat der wasserloslichen Konstrukte erfolgte mithilfe
des Resazurin Assays an HeLa- und HepG2-Zelllinien in 96-Well Platten. Die Zell-
viabilitdt wurde durch die Fluoreszenzmessung mit einem TECAN INFINITE M200
bestimmt. Die Anregung erfolgte mit 560 nm und die Emission wurde bei 590 nm ge-

messen.

8.6.5. Zellulire Aufnahme in LSECs

Die Untersuchungen zur selektiven Aufnahme der Konstrukte in LSECs wurden von
Dr. Markus Heine (Universitiatsklinikum Hamburg-Eppendorf) durchgefiihrt.

Dazu wurden Wildtyp-Méause narkotisiert, die Bauchdecke gedffnet und die Maus auf
einem Glastrager fixiert. Der Glastrager wurde auf einem NIKON ECLIPSE TI Intra-
vitalmikroskop platziert und anschliefend 100 uL der Nano-Carrier Losung in die
Schwanzvene der Maus injiziert. Auf Grundlage des verwendeten Fluoreszenzfarb-
stoffs erfolgte die Anregung mit 561 nm.
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A. Anhang

Auflistung der verwendeten Gefahrstoffe inklusive H-

und P-Sitzen

A. Anhang

Tab. A.1.: Liste der verwendeten Chemikalien.

GHS -

Substanz H-Séitze P-Satze
Symbole
280, 301+312,
L 225, 302, 312, 302+352,
Acetonitril 02, 07
319, 332 304+340,
305+351+338
210, 273, 280,
02, 05 225, 314, 340, 303+361+353
+361+
Allylbromid S 350, 400, ’
06, 08, 09 304+340+310,
301+331
305+351+338
210, 280,
301+330+331
Allyliodid 02, 05 295, 314 FoolFoSs,
303+361+353,
305+351+338

Bengalrosa Natriumsalz

Kein gefiahrlicher Stoff oder gefiahrliches
Gemisch gemaéss der Verordnung (EG) Nr.

1272/2008.
302+352,
1-Bromdecan 07 315, 319
305+351+338
261, 280,
1-Bromdodecan 07 315, 319, 335 302+352,
305+351+338

IX



Tab. A.l.: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung).

A. Anhang

GHS - . ..
Substanz H-Satze P-Satze
Symbole

1-Bromhexadecan 07 315 302+352

210, 233,

226, 315, 240, 241,

1-Bromhexan 02, 07

319, 335 303+361+353,
305+351+338

1-Bromoctan 09 410 273, 501

1-Bromtetradecan

Kein gefiahrlicher Stoff oder gefiahrliches
Gemisch geméss der Verordnung (EG) Nr.

1272/2008

1,4-Butandithiol

Kein gefihrlicher Stoff oder gefiahrliches
Gemisch gemaéss der Verordnung (EG) Nr.

1272/2008
260, 280, 311,
302, 315, 319, 302+352,
Chloroform 06, 08 331, 336, 351, 304+340,
361d, 372 305+351+338,
403+233
260, 280,
302, 315, 319, 301+312+330,
Chloroform-d1 06, 08 331, 351, 304+340+311,
361d, 372 305+351+338,
403+233
210, 280,
301+312,
. . 225, 311, 314,
Diallylamin 02, 05, 06 303+361+353,
302+332
304+340+310,
305+351+338
280, 302+352,
. 315, 319,
Dichlormethan 07, 08 305+351+338,
336, 351

308+313




Tab. A.l.: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung).

A. Anhang

GHS - . ..
Substanz H-Satze P-Satze
Symbole

264, 280,

302+352,
Didodecylamin 07 315, 319 305+351+338,

332+313,

337+313
. 260, 264, 270,

2,2-Dimethoxy-2-
07, 08 302, 373, 412 273, 314,
phenylacetophenon

301+312
261, 264, 272,
Eosin Y Dinatriumsalz 07 317, 319 280, 302+352,
305+351+338

225, 319, 336, 210, 243,

Ethylacetat 02, 07

EUHO066 305+351+338

202, 280,

225, 304, 315,
02, 07, 303+361+353,
n-Hexan 336, 361f,
08, 09 304+340,
373,411
308+313

1,6-Hexandithiol

Kein gefiahrlicher Stoff oder gefiahrliches
Gemisch geméss der Verordnung (EG) Nr.

1272/2008
302+352,
1-Ioddecan 07 315, 319, 335
305+351+338
302+352
1-Toddodecan 07 315, 319 oo,
305+351+338
315, 319, 261, 273,
1-Todhexadecan 07,09
335, 400 305+351+338
302, 315, 261, 280,
1-Iodhexan 05, 07
318, 335 305+351+338
302+352,
1-Iodoctan 07 315, 319
305+351+338
. 302+352,
Kaliumcarbonat 07 315, 319, 335
305+351+338
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Tab. A.l.: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung).

A. Anhang

GHS - ,, .
Substanz H-Sétze P-Sitze
Symbole
. . 261, 264, 273,
Pentaerythrittetrakis-
] 07, 09 302, 317, 410 280, 301+312,
(3-mercaptopropionat)
302+352
201, 202, 280,
301, 312, 315, 301+310,
1,3-Propansulton 05, 06, 08
318, 350 302+352+312,
305+351+338
264, 270, 273,
Rhodamin B 05, 07 302, 318, 412 280, 301+312,
305+351+338
225, 302, 319, 210, 280,
Tetrahydrofuran 02, 07, 08 335, 351, 305+351+338,
EUHO019 308+313
225, 304, 315, 264, 280,
Toluol 02, 07, 08 336, 361d, 301+310,
373,412 304+340

N,N-Diallyl-
N,N-didodecyl-
ammoniumbromid

Nicht vollstdndig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N,N-di-
decylammoniumbromid

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N,N-di-

dodecylammoniumiodid

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N,N-di-

decylammoniumiodid

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N,N-dihexa-

decylammoniumbromid

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N,N-di-

hexylammoniumbromid

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N,N-dioctyl-

ammoniumbromid

Nicht vollstdndig gepriifter Stoff.
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A. Anhang

Tab. A.l.: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung).

Substanz

GHS -

H-Sat P-Sat
Symbole atze atze

N,N-Diallyl-N,N-dioctyl-
ammoniumiodid

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N,N-
ditetradecyl-

ammoniumbromid

Nicht vollstdndig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N-decylamin

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N-
dodecylamin

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-dodecyl-
ammonio-N--

propylsulfonat

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N-
hexadecylamin

Nicht vollstdndig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N-hexylamin

Nicht vollstdndig gepriifter Stoff.

N,N-Diallyl-N-octylamin

Nicht vollstandig gepriifter Stoff.

N,N-Dially HY ) Nicht vollstiandig gepriifter Stoff.
tetradecylamin
PMAcOD Nicht vollstandig gepriifter Stoff.
NN,N -Tr?ally ldode.zcyl- Nicht vollstandig gepriifter Stoff.
ammoniumbromid

Wortlaut der H- und P-Satze

Bezeichnung Gefahrenhinweis
H 200-Reihe Physikalische Gefahren

H200 Instabil, explosiv.

H201 Explosiv, Gefahr.

H202 Explosiv; gro3e Gefahr durch Split-

ter, Spreng- und Wurfstiicke.
Explosiv; Gefahr durch Feuer, Luftdruck

H203

oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.
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H204
H205

H206

H207

H208

H220
H221
H222
H223
H224
H225
H226
H228
H232
H240
H241
H242
H250
H251

H252

H260

H261
H270
H271
H272
H280

H281

H290

A. Anhang

Gefahr durch Feuer oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.
Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

Gefahr durch Feuer, Druckstof3 oder Spreng-
stiicke; erhohte Explosionsgefahr, wenn das
Desensibilisierungsmittel reduziert wird.

Gefahr durch Feuer oder Sprengstiicke; erhohte Explosions-
gefahr, wenn das Desensibilisierungsmittel reduziert wird.
Gefahr durch Feuer; erhohte Explosionsgefahr,
wenn das Desensibilisierungsmittel reduziert wird.
Extrem entziindbares Gas.

Entziindbares Gas.

Extrem entziindbares Aerosol.
Entziindbares Aerosol.

Fliissigkeit und Dampf extrem entziindbar.
Fliissigkeit und Dampf leicht entziindbar.
Fliissigkeit und Dampf entziindbar.
Entziindbarer Feststoff.

Kann sich bei Kontakt mit Luft spontan entziinden.
Erwarmung kann Explosion verursachen.
Erwarmung kann Brand oder Explosion verursachen.
Erwarmung kann Brand verursachen.
Entziindet sich in Berithrung mit Luft von selbst.
Selbsterhitzungsfihig; kann in Brand geraten.

In grof3en Mengen selbsterhit-
zungsfihig; kann in Brand geraten.

In Berithrung mit Wasser entstehen entziind-
bare Gase, die sich spontan entziinden konnen.

In Beriihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.
Kann Brand verursachen oder verstiarken; Oxidationsmittel.
Kann Brand oder Explosion verursachen; Oxidationsmittel.
Kann Brand verstiarken; Oxidationsmittel.

Enthilt Gas unter Druck; kann bei Erwdrmung explodieren.
Enthalt tiefkaltes Gas; kann Kélteverbren-
nungen oder -Verletzungen verursachen.

Kann gegenitiber Metallen korrosiv sein.

H 300-Reihe

Gesundheitsgefahren
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A. Anhang

H300 Lebensgefiahrlich bei Verschlucken.
H301 Giftig bei Verschlucken.
H302 Gesundheitsschéadlich bei Verschlucken.
H304 Kann bei Verschlucken und Eindrin-
gen in die Atemwege todlich sein.
H310 Lebensgefahr bei Hautkontakt.
H311 Giftig bei Hautkontakt.
H312 Gesundheitsschéadlich bei Hautkontakt.
H314 Verursacht schwere Veratzungen der
Haut und schwere Augenschiden.
H315 Verursacht Hautreizungen.
H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
H318 Verursacht schwere Augenschiaden
H319 Verursacht schwere Augenreizung.
H330 Lebensgefahr bei Einatmen.
H331 Giftig bei Einatmen.
H332 Gesundheitsschéadlich bei Einatmen.
334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Sym-
ptome oder Atembeschwerden verursachen.
H335 Kann die Atemwege reizen.
H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.
Kann genetische Defekte verursachen (Expositions-
H340 weg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Ex-
H341 positionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass
diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg ange-
H350 ben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Ge-
fahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
H350i Kann beim Einatmen Krebs erzeugen.
Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg
H351 angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Ge-

fahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
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H360

H360D
H360Df
H360F

H360FD

H360Fd

H361

H361d
H361f

H361fd

H362

H370

H371

H372

A. Anhang

Kann die Fruchtbarkeit beeintrichtigen oder das

Kind im Mutterleib schadigen (sofern bekannt, kon-

krete Wirkung angeben) (Expositionsweg ange-
ben, sofern schliissig belegt ist, dass die Gefahr-
dung bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
Kann das Kind im Mutterleib schadigen.
Kann das Kind im Mutterleib schadigen. Kann
vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.
Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.
Kann die Fruchtbarkeit beeintrichtigen.
Kann das Kind im Mutterleib schadigen.
Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann
vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.
Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintriachtigen
oder das Kind im Mutterleib schidigen (sofern be-
kannt, konkrete Wirkung angeben) (Expositionsweg
angeben, sofern schliissig belegt ist, dass die Gefahr-
dung bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.
Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintriachtigen.
Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.
Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.
Kann Sauglinge tiber die Muttermilch schidigen.
Schadigt die Organe (oder alle betroffenen Orga-
ne nennen, sofern bekannt) (Expositionsweg an-
geben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Ge-
fahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
Kann die Organe schidigen (oder alle betroffenen
Organe nennen, sofern bekannt) (Expositionsweg
angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese Ge-
fahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
Schadigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen)
bei langerer oder wiederholter Exposition (Expositi-
onsweg angeben, wenn schliissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
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A. Anhang

Kann die Organe schéidigen (alle betroffenen Organe nen-

nen) bei langerer oder wiederholter Exposition (Exposi-

H373 tionsweg angeben, wenn schliissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
H300 + H310 Lebensgefahr bei Verschlucken oder Hautkontakt.
H300 + H330 Lebensgefahr bei Verschlucken oder Einatmen.
H310 + H330 Lebensgefahr bei Hautkontakt oder Einatmen.
H320H-;§)310 Lebensgefahr bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
H301 + H311 Giftig bei Verschlucken oder Hautkontakt.
H301 + H331 Giftig bei Verschlucken oder Einatmen.
H311 + H331 Giftig bei Hautkontakt oder Einatmen.
H301 + H311 Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
+ H331
H302 + H312 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Hautkontakt.
H302 + H332 Gesundheitsschédlich bei Verschlucken oder Einatmen.
H312 + H332 Gesundheitsschéadlich bei Hautkontakt oder Einatmen.
H302 + Gesundheitsschadlich bei Verschlu-
H312+ H332 cken, Hautkontakt oder Einatmen.
H 400-Reihe Umweltgefahren
H400 Sehr giftig fiir Wasserorganismen.
H410 Sehr giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
H411 Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
H412 Schadlich fiur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
H413 Kann fiir Wasserorganismen schad-
lich sein, mit langfristiger Wirkung.
1420 Schadigt die offentliche Gesundheit und die Um-
welt durch Ozonabbau in der 4ulleren Atmosphére.
EUH-Satze Erganzende Gefahrenhinweise
EUHO014 Reagiert heftig mit Wasser.
Kann bei Verwendung explosionsfahige/-
EUHO018 . .
entziindbare Dampf/Luft-Gemische bilden.
EUHO019 Kann explosionsfihige Peroxide bilden.
EUHO029 Entwickelt bei Beriihrung mit Wasser giftige Gase.
EUHO031 Entwickelt bei Beriihrung mit Saure giftige Gase.
EUHO032 Entwickelt bei Beriihrung mit Saure sehr giftige Gase.
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EUHO044
EUHO066

EUHO070
EUHO071

EUH201

EUH201A

EUH202

EUH203

EUH204

EUH205

EUH206

EUH207

EUH208

EUH209
EUH209A
EUH210

EUH401

A. Anhang

Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.
Wiederholter Kontakt kann zu spro-
der oder rissiger Haut fiihren.
Giftig bei Beriihrung mit den Augen.
Wirkt dtzend auf die Atemwege.

Enthalt Blei. Nicht fiir den Anstrich von Ge-
genstdnden verwenden, die von Kindern
gekaut oder gelutscht werden konnten.
Achtung! Enthalt Blei.

Cyanacrylat. Gefahr. Klebt innerhalb von Se-
kunden Haut und Augenlider zusammen. Darf
nicht in die Hande von Kindern gelangen.
Enthélt Chrom (VI). Kann aller-
gische Reaktionen hervorrufen.

Enthalt Isocyanate. Kann aller-
gische Reaktionen hervorrufen.

Enthalt epoxidhaltige Verbindungen. Kann
allergische Reaktionen hervorrufen..
Achtung! Nicht zusammen mit anderen Produkten verwen-
den, da gefihrliche Gase (Chlor) freigesetzt werden konnen.
Achtung! Enthalt Cadmium. Bei der Verwendung ent-
stehen gefiahrliche Dampfe. Hinweise des Herstel-
lers beachten. Sicherheitsanweisungen einhalten.
Enthéalt (Name des sensibilisierenden Stof-
fes). Kann allergische Reaktionen hervorrufen.
Kann bei Verwendung leicht entziindbar werden.
Kann bei Verwendung entziindbar werden.
Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.

Zur Vermeidung von Risiken fiir Mensch und
Umwelt die Gebrauchsanleitung einhalten.

P 100-Reihe
P101
P102

P103

Allgemeines
Ist arztlicher Rat erforderlich, Verpackung
oder Kennzeichnungsetikett bereithalten.
Darf nicht in die Hiande von Kindern gelangen.
Lesen Sie samtliche Anweisungen
aufmerksam und befolgen Sie diese.
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A. Anhang

P 200-Reihe
P201

P202

P210
P211

P212

P220

P222
P223
P230
P231
P232
P233
P234
P235
P240

P241

P242
P243
P244
P250

P251
P260

P261

P262

P263

Priavention
Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
Vor Gebrauch alle Sicherheits-
ratschlédge lesen und verstehen.

Von Hitze, heissen Oberfldchen, Funken, offenen Flammen
und anderen Ziindquellen fernhalten. Nicht rauchen.
Nicht gegen offene Flamme oder andere Ziindquelle spriithen.
Erhitzen unter Einschluss und Reduzierung
des Desensibilisierungsmittels vermeiden.

Von Kleidung und anderen brenn-
baren Materialien fernhalten.

Keinen Kontakt mit Luft zulassen.

Keinen Kontakt mit Wasser zulassen.

Feucht halten mit ...

Inhalt unter inertem Gas/... handhaben und aufbewahren.
Vor Feuchtigkeit schiitzen.

Behilter dicht verschlossen halten.

Nur in Originalverpackung aufbewahren.

Kiihl halten.

Behalter und zu befiillende Anlage erden.
Explosionsgeschiitzte [elektrische/Liiftungs-
/Beleuchtungs-/. . .] Geréate verwenden.
Funkenarmes Werkzeug verwenden
MafBinahmen gegen elektrostatische Entladungen treffen.
Ventile und Ausriistungsteile 61- und fettfrei halten.
Nicht schleifen/stoBen/reiben/. . ..

Nicht durchstechen oder verbren-
nen, auch nicht nach Gebrauch.
Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.
Einatmen von Staub/Rauch/Gas/-
Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

Nicht in die Augen, auf die Haut oder
auf die Kleidung gelangen lassen.

Beriihrung wahrend Schwanger-
schaft und Stillzeit vermeiden.
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A. Anhang

P264 Nach Handhabung ... griindlich waschen.
P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.
P271 Nur im Freien oder in gut belifteten Rdumen verwenden.
P979 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht
auBerhalb des Arbeitsplatzes tragen.
P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P980 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz/
Gehorschutz/. .. tragen.
P98 Schutzhandschuhe mit Kéalteisolierung/-
Gesichtsschild/Augenschutz tragen.
P983 Schwer entflammbare oder flamm-
hemmende Kleidung tragen.
P284 [Bei unzureichender Liiftung] Atemschutz tragen.
P2314+P2392 Inhalt unter inertem Gas/. ha'ndhaben und
aufbewahren. Vor Feuchtigkeit schiitzen.
P 300-Reihe Reaktion
P301 BEI VERSCHLUCKEN:
P302 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT:
P303 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar):
P304 BEI EINATMEN:
P305 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN:
P306 BEI KONTAKT MIT DER KLEIDUNG:
P308 BEI Exposition oder falls betroffen:
P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/. .. anrufen.
P311 GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/. .. anrufen.
P319 Bei Unwohlsein GIFTINFORMATI-
ONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.
P313 Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.
P314 Bei Unwohlsein arztlichen Rat ein-
holen / arztliche Hilfe hinzuziehen.
P315 Sofort drztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.
P390 Besondere Behandlung dringend erforderlich
(siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).
P391 Besondere Behandlung (siehe ... auf
diesem Kennzeichnungsetikett).
P330 Mund ausspiilen.
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P331
P332
P333
P334
P335

P336

P337

P338

P340

P342
P351
P352
P353

P360

P361
P362
P363
P364
P370
P371
P372

P373

P375

P376

P377

P378
P380
P381

A. Anhang

KEIN Erbrechen herbeifiihren.
Bei Hautreizung:
Bei Hautreizung oder -ausschlag:

In kaltes Wasser tauchen [oder nassen Verband anlegen].
Lose Partikel von der Haut abbiirsten.
Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser
auftauen. Betroffenen Bereich nicht reiben.

Bei anhaltender Augenreizung:

Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Moglichkeit entfernen. Weiter ausspiilen.

Die betroffene Person an die frische Luft brin-
gen und fiir ungehinderte Atmung sorgen.

Bei Symptomen der Atemwege:

Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.
Mit viel Wasser/... waschen.

Haut mit Wasser abwaschen [oder duschen].
Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel
Wasser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.
Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.
Kontaminierte Kleidung ausziehen.
Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.
Und vor erneutem Tragen waschen.

Bei Brand:

Bei Grof3brand und gro3en Mengen:
Explosionsgefahr.

KEINE Brandbekdmpfung, wenn das Feuer explo-
sive Stoffe/Gemische/ bzw. Erzeugnisse erreicht.
Wegen Explosionsgefahr Brand
aus der Entfernung bekampfen.
Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos maoglich.
Brand von ausstromendem Gas: Nicht 16schen, bis
Undichtigkeit gefahrlos beseitigt werden kann.

. zum Loschen verwenden.
Umgebung raumen.

Bei Undichtigkeit alle Ziindquellen entfernen.
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P390
P391

P301+P310

P301+P312

P301+P330+P331

P302+P334

P302+P335+P334

P302+P352

P303+P361+P353

P304+P340

P305+P351+P338

P306+P360

P308+P311

P308+P313

P332+P313

P333+P313

A. Anhang

Ausgetretene Mengen zur Vermei-
dung von Materialschdden aufnehmen.
Ausgetretene Mengen auffangen.

BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTIN-
FORMATIONSZENTRUM/Arzt/. .. anrufen.

BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein GIFT-
INFORMATIONSZENTRUM/Arzt/ ... anrufen.
BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspii-
len. KEIN Erbrechen herbeifiihren.

BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: In kaltes
Wasser tauchen oder nassen Verband anlegen.
BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Lose Par-
tikel von der Haut abbiirsten. In kaltes Was-
ser tauchen [oder nassen Verband anlegen].

BEI BERUHRUNG MIT DER
HAUT: Mit viel Wasser/... waschen.

BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar):
Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort auszie-
hen. Haut mit Wasser abwaschen [oder duschen].
BEI EINATMEN: Die Person an die frische Luft
bringen und fiir ungehinderte Atmung sorgen.
BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kon-
taktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen.
BEI KONTAKT MIT DER KLEIDUNG: Konta-
minierte Kleidung und Haut sofort mit viel Was-
ser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.
BEI Exposition oder falls betroffen: GIFTIN-
FORMATIONSZENTRUM/Arzt/. .. anrufen.

BEI Exposition oder falls betroffen: Arztli-
chen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Hautreizung: Arztlichen Rat ein-
holen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.
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P336+P315

P337+P313

P342+P311

P361+P364

P362+P364

P370+P376
P370+P378

A. Anhang

Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftau-
en. Betroffenen Bereich nicht reiben. Sofort arzt-
lichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen

Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Symptomen der Atemwege: GIFTIN-
FORMATIONSZENTRUM/Arzt/. .. anrufen.
Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort

ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.
Kontaminierte Kleidung ausziehen
und vor erneutem Tragen waschen.
Bei Brand: Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.

Bei Brand: ... zum Loschen verwenden.

Bei Brand: Explosionsgefahr. Umgebung rau-

P370+P372+P380+P373 men. KEINE Brandbekdmpfung, wenn das Feu-

er explosive Stoffe/Gemische/Erzeugnisse erreicht.
Bei Brand: Umgebung raumen. Wegen Explosi-

P370+P380+P375 onsgefahr Brandbekdmpfung aus der Entfernung.
Bei Brand: Umgebung rdaumen. Wegen Ex-
P370+P380+P375 ,
[+P378] plosionsgefahr Brand aus der Entfernung
bekampfen. [... zum Loschen verwenden.]
Bei GroB3brand und grof3en Mengen: Umgebung raumen. We-
P371+P380+P375 ,
gen Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bekadmpfen.
P 400-Reihe Aufbewahrung
P401 Aufbewahren gemil . ...
P402 An einem trockenen Ort aufbewahren.
P403 An einem gut beliifteten Ort aufbewahren.
P404 In einem geschlossenen Behélter aufbewahren.
P405 Unter Verschluss aufbewahren.
P406 In korrosionsbestdndigem/. .. Behalter mit korro-
sionsbestidndiger Innenauskleidung aufbewahren.
P407 Luftspalt zwischen Stapeln oder Paletten lassen.
P410 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.
P411 Bei Temperaturen nicht iber ... °C/... °F aufbewahren.
P412 Nicht Temperaturen tiber 50 °C/122 °F aussetzen.
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P413

P420

P402+P404

P403+P233

P403+P235

P410+P403

P410+P412

A. Anhang

Schiittgut in Mengen von mehr als ... kg/... Ibs bei
Temperaturen nicht tiber ... °C/... °F aufbewahren.
Getrennt aufbewahren.

An einem trockenen Ort aufbewahren. In ei-
nem geschlossenen Behilter aufbewahren.

An einem gut beliifteten Ort aufbewah-
ren. Behalter dicht verschlossen halten.

An einem gut belifteten Ort aufbewahren. Kiihl halten.
Vor Sonnenbestrahlung schiitzen. An ei-
nem gut belifteten Ort aufbewahren.

Vor Sonnenbestrahlung schiitzen. Nicht
Temperaturen uber 50 °C/122 °F aussetzen.

P 500-Reihe
P501

P502

P503

Entsorgung
Inhalt/Behalter ... zufiihren.
Informationen zur Wiederverwendung oder Wiederver-
wertung beim Hersteller oder Lieferanten erfragen.
Informationen zur Entsorgung/Wiederverwendung/Wie-
derverwertung beim Hersteller/Lieferanten/. .. erfragen
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Gefahrenpiktogramme
Bezeichnung  Gefahrensymbol
GHS02 @
GHSO03
GHS04 <">
GHSO05
GHSO06
o D
GHSO08
GHS09

A. Anhang

Beschreibung

Entziundlich

Brandférdernd

Gase unter Druck

Korrosive Stoffe

Giftige Stoffe

Reizende oder sensibilisie-
rende Stoffe (Haut, Augen)

Reizende oder sensibilisierende
Stoffe (Einatmung), krebserregen-
de, mutagene oder teratogene Stoffe

Umweltgefahrdende Stoffe
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