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Regioselektive Ringoffnungspolymerisation einer Polyhydroxy-
carbonsiaure zu einem nanoskaligen Trigermaterial mit
pH-abhiingiger Stabilitat und verzogerter Wirkstofffreisetzung™**
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Achim Aigner* und Armin Geyer*

Abstract: Synthetische Polyester sind aus Monohydroxycar-
bonsduren aufgebaut, um das Problem der Regioselektivitit
der Veresterung bei der Ringoffaungspolymerisation zu ver-
meiden. Im Unterschied dazu trigt der lineare Polyester BIC-
poly gleich vier sekundidre O H-Gruppen pro Monomer und ist
trotzdem nur iiber eine davon regioselektiv verestert. Sowohl
bei der Synthese des tricyclischen Monomers als auch bei der
Ringoffnungspolymerisation wird auf Schutzgruppen ver-
zichtet, was BICpoly zu einem attraktiven neuen biokompati-
blen Polymer macht. BICpoly-Nanopartikel konnen mit nie-
dermolekularen Wirkstoffen beladen werden oder lassen sich
auch als diinne Filme auf Oberflichen abscheiden. Die Frei-
setzung immobilisierter Substanzen macht BICpoly zu einem
attraktiven Depot zur Wirkstofffreisetzung, wie wir anhand der
Beladung von BICpoly mit Farbstoffen oder dem Zytostati-
kum Doxorubicin zeigen. Die charakteristische pH-Abhdn-
gigkeit des Abbaus unterscheidet BICpoly von anderen be-
kannten Polymeren.

Biokompatible Polymere finden in der Medizin Verwen-
dung z.B. fiir Beschichtungen oder als Depots fiir die Frei-
setzung von Wirkstoffen.['! Hiufig verwendete Bausteine sind
Aminosiuren (Polyamide)” oder die Monohydroxycarbon-
siuren Milchsiure (Polylactid PLA),”! sowie Hydroxybut-
tersdure (Poly-R-3-hydroxybutyrat PHB).™ Fiir Oligohydro-
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xycarbonsduren besteht die Herausforderung in der regiose-
lektiven Ringoffnungspolymerisation (ROP), wofiir es der-
zeit weder aktivierte Monomere, die ohne umstindliche
Schutzgruppenstrategie zuginglich sind, noch brauchbare
Polymerisations-Katalysatoren gibt. Polymere biologischen
Ursprungs, wie Polysaccharide (z.B. Cellulose) oder Polyhy-
droxycarbonsiduren (z.B. Alginate), sind gerade durch die
selektive Ausbildung von nur einem aus einer Vielzahl mog-
licher Regioisomere gekennzeichnet. Dabei sind polymere
Uronséduren in der Regel als Acetale verkniipft. Hier be-
schreiben wir einen neuartigen Polyester, der wie andere
synthetische Polyester durch ROP zugénglich ist, im Unter-
schied dazu aber die fiir Polysaccharide typische Anzahl von
vier OH-Gruppen pro Baustein mit sich bringt (Schema 1).

ZQI)M j\ 10% Pyrldln HOum...
HoN

COZH
Glucuronolacton

COZH

Cystein

OH
2 BICpoly

Schema 1. Kondensation von p-Glucuronolacton mit L-Cystein liefert
Thiazolidinlactam 1, welches mit EEDQ zu Monomer 2 lactonisiert
wird. Nucleophile Katalyse der ROP fiihrt zum Polyester BICpoly.

Die Kondensation von D-Glucuronolacton und L-Cystein
ist im groBen MaPstab in Wasser durchfiihrbar.”’ Notwendig
sind nur wenige Prozent Pyridin, damit die Reaktion nicht auf
der Stufe des S,N-Acetals stehen bleibt. Dieses und dhnliche
Thiazolidinlactame konnten als Dipeptidisostere in bioaktive
Peptide,'” synthetische Proteinel” und synthetische Polyami-
de integriert werden'® oder waren Ausgangspunkt fiir Na-
turstoffsynthesen.”! Thiazolidinlactam 1 cyclisiert mit EEDQ
(2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin) zu Lacton
2, welches als Pulver lagerbar ist. Pyridin wird bei der an-
schlieBenden Aufarbeitung komplett entfernt. Es kann alter-
nativ auch durch Pyridoxal, einem Katalysator biologischen
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Ursprungs, ersetzt werden, ohne dass der Reaktionsverlauf
dadurch beeintréachtigt wird. EEDQ vermittelt die regiose-
lektive Kondensation der bekannten Tetrahydroxycarbon-
sdaure 1 zum Lacton 2, welches ohne chromatographische
Aufreinigung direkt aus dem Reaktionsmedium ausfillt. Von
2 konnte eine Kiristallstruktur (CCDC 1017210) erhalten
werden, die in Abbildung 1 gezeigt ist.

Die in der bicyclischen Ringgeometrie fixierte Ausrich-
tung der OH-Gruppen in 2 erzeugt einen ausreichend grofien
Reaktivitdtsunterschied, um regioselektiv nur einen der
moglichen Ester zu erhalten. Bei der basenkatalysierten ROP
zum Polyester BICpoly werden im 'H-NMR-Spektrum keine
anderen Verkniipfungen, keine Umesterung oder gar ver-
zweigte Ester beobachtet.

Als Reaktionsmedium bewéhrte sich Dimethylsulfoxid
(DMSO), wovon BICpoly durch Fillung mit Wasser leicht
abtrennbar ist. Fiir die ROP wurden unterschiedliche Basen
als Katalysatoren untersucht (Details siche Hintergrundin-
formationen). Eine Reaktionstemperatur von ca. 100°C ist
notwendig, um die Reaktion nach 30 min zu beenden. ROP
liefert das Polymer mit einheitlicher Regio- und Stereoche-
mie, wobei BICpoly ausschlieBlich aus dem in Schema 1 ge-
zeigten Strukturelement aufgebaut ist. Die Verseifung des
Polyesters durch Zugabe geringer Mengen von Basen (z.B.
NaOH) hydrolysiert das Polymer wieder vollstandig (> 99 %
'"H-NMR) in den Baustein 1. Bei der Hydrolyse werden keine
Fragmente beobachtet, welche eine separate toxikologische
Untersuchung rechtfertigen wiirden (Hintergrundinforma-
tionen, Abbildung S1).

Die Massenspektrometrie identi-
fiziert Polymerisationsgrade von we-
niger als 20 Bausteinen (siche unten
und Daten nicht gezeigt). ESI-MS wie
MALDI-MS konnen nicht unter-
scheiden, ob der terminale Baustein
als Lacton vorliegt oder ob es sich um
makrocyclische Strukturen handelt.
NMR-Spektroskopie identifiziert die
Veresterung iiber O8 anhand der
Entschirmung von C8 und HS8 im
Vergleich zu Monomer 1. Uber

BICpoly
350 K
BICpoly

300 K

BIC-Methylester

HPLC konnte das Tetramer abge-
trennt werden, dessen NMR-spek-
troskopische Analyse in den Hinter-

grundinformationen, Abbildung S1 Bl

gezeigt ist. Zwar zeigen die 'H-NMR- 8-OH |9a
Spektren die fiir ein Polymer statisti-
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Abbildung 1. Die beiden oberen Darstellungen zeigen, dass 2 gleich-
zeitig einen d-Valerolacton- und einen e-Caprolactonring aufweist. Die
Kristallstruktur verdeutlicht die kompakte Anordnung der oligocycli-
schen Ringe. Daneben ein Probengefifl mit 2 in Form eines weiflen
Pulvers.

genitidt. Allerdings kann nur mit 6.0
dieser analytischen Methode die mit

55 5.0 45 40 35 ppm

anderen Methoden nicht sichtbare

Regioselektivitit der Veresterung
tber O8 verifiziert werden (Abbil-
dung 2).

Uber MALDI-TOF werden Po-
lymerisationsgrade bis n=9 sicher
nachgewiesen, sind dartiber hinaus
aber trotz schlechteren Signal/
Rausch-Verhiltnisses bis n=14 zu
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Abbildung 2. "H-NMR Spektren von BICpoly (500 MHz, [Dg]DMSO, obere beiden Spektren 300 K
und 350 K) sowie von drei monomeren BIC-Derivaten (300 MHz, 300 K, [Dg]DMSO). Die Briicken-
kopfprotonen (H9a) liegen fiir die oberen vier Spektren charakteristisch um 5.5 ppm, wihrend H9a
im 2 (unteres Spektrum) bei 5.85 ppm resonant ist, wie die Endgruppe bei 350 K im BICpoly
(oberstes Spektrum). Die selektive Veresterung tiber O8 fiihrt zur Entschirmung von H8, welches
in allen Monomeren unter 4 ppm resonant ist und als einziges der drei méglichen Verkniipfungs-
stellen (06, O7 bzw. O8) in BICpoly auf ca. 5 ppm deutlich entschirmt wird. Unterschiedliche Poly-
merisationsgrade begriinden die Heterogenitit der Nebensignalsitze in den 'H-NMR-Spektren von
BICpoly. Der chemische Austausch mit dem Proton der Carbonséure fiihrt zu unterschiedlicher
Verbreiterung der OH-Gruppen. BIC-Methylester zeigt dabei die beste Vergleichbarkeit mit BICpoly
beziiglich der 6-OH und 9-OH-Gruppen im Bereich von 4.0-4.6 ppm.
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sehen (Hintergrundinformationen, Abbildung S2A). FEine
sich daraus errechnende Molmasse des Polymers von ca.
3500 gmol ' wird iiber Gelpermeationschromatographie be-
stiatigt [M,(D)=23427 gmol™!; Hintergrundinformationen,
Abbildung S2B].

Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) und Phasen-
analyse der Lichtstreuung (PALS) zeigen, dass bei der Fil-
lung von in DMSO gelostem BICpoly Nanopartikel gebildet
werden. Die GroB3e der Nanopartikel erwies sich als abhdngig
von den Pufferbedingungen bei der Ausfillung und konnte in
einem Bereich von 200 nm bis > 1000 nm eingestellt werden.
So werden bei der Verwendung von reinem Wasser Nano-
partikel mit einer Grofe von ca. 200 nm (PCS, gemessen tiber
Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments) und einer Ober-
flichenladung (Zetapotential, gemessen iiber ZetaPALS,
Brookhaven) von —25 bis —30 mV erhalten (siche Hinter-
grundinformationen, Abbildung S3A,B), wihrend bei Salz-
16sungen (NaCl) mit steigender Ionenstiarke groBere Nano-
partikel und schlielich auch Mikropartikel entstehen, die
rasch sedimentieren (Hin-
tergrundinformationen,

was fiir andere polymere Nanopartikeln oft nicht gilt und
dann nur durch Modifikationen erreicht werden kann (siche
z.B. Lit. [10]). Bei Lagerung der Nanopartikel unter physio-
logischen Bedingungen (HEPES-gepufferte physiologische
Kochsalzlosung) wurde die Bildung einer distinkten zweiten
Population von Partikeln mit einer Grée um 1.5 um beob-
achtet, unter gleichzeitiger Detektion der oben genannten
Nanopartikel. Letzteres konnte fiir antizipierte Anwendun-
gen in biologischen Systemen unter Bedingungen, wo kein
Abbau erfolgt, wichtig sein, obwohl unsere Untersuchungen
zur biologischen Funktionalitdt immobilisierter Wirkstoffe
eher darauf hindeuten, dass diese nicht kritisch von der Par-
tikelgroBBe beeinflusst wird. Anschlieend konnen die BIC-
poly-Nanopartikel auch als diinne Schicht auf die Oberflidche
aufgebracht werden. Hierzu wurde die Suspension auf die
Oberflache gegeben und eingetrocknet. Der Phéanotyp erwies
sich dabei als abhéngig von der Zahl der Waschschritte nach
der Ausfillung, was auf unterschiedliche Partikelgroen oder
das Vorhandensein von residualem DMSO zuriickgefiihrt

Abbildung S3C). Der Ver- p B
gleich von beladenen 2 600 120
(siehe unten) mit nicht- + 500 3
beladenen Nanopartikeln ’g 400 2 1001
in Wasser zeigt keinen =3 28 &0|
. . 8 300 27
Unterschied beziiglich T %
GroBe (Daten nicht ge- 2 200 §i‘ 601
zeigt). Eine Behandlung 2100 I . l %§ 40,
der Nanopartikel mit Ul- < 08— "0~ =" 5%
traschall (Ultraschall- E’ E’ E’ E’ §’ E’ E’ g 20
Finger, Ultraschall-Bad) % 3 % 32 % 32 #
beeinflusst hingegen die = DC_- = :_ = DC_- = 0o 55 7.4 8.0 9.0
GroBe und fihrt zu etwas ¢ oH
kleineren Nanopartikeln. a : . =0 h
. . .. »n 14 Medium + 10% FCS [C1t=6h
So zeigt eine Grolenmes- 3 ., B 124 h
sung iiber Nanoparticle 2 ]
Tracking (NTA) - die ® 10
immer etwas hohere Werte 5 8
liefert als die PCS-Mes- 2 6
sung — eine Verkleinerung ‘g 4
durch  Ultraschall von 2 5 H ﬂ ﬂ
385 nm auf 294 nm (Hin- 2 0 : o B
tergrundinformationen, E H,0 £ £ £ £ <o
Abbildung S3D). Omn 5 & & X 7

Nanopartikel mit einer

Grofle von 300 nm und
einer Ladung von —25 mV
wiesen nach mehrwochiger
Lagerung ohne Bewegung
in dest. Wasser (pH 5.5-
6.0) bei 4°C eine GroBe
von ca. 400 nm und eine
Ladung bei ca. —30 mV
auf. Dies deutet auf eine
Lagerbarkeit in Wasser
ohne Aggregation und
ohne nennenswerte sons-
tige Verdnderungen hin,
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Abbildung 3. Verzégerte Freisetzung von Methylenblau aus prazipitierten BICpoly-Nanopartikeln. A) 50 uL des
nach Beladung blau gefirbten Nanopartikel-Sediments wurden, nach Abtrennung von nicht-geladenem Farb-
stoff, in 0.1m Tris-Puffer (pH 7.4) aufgenommen und die Freisetzung des Methylenblau per Absorption der
zentrifugierten Probentiiberstande (,,U.st.“; schwarze Balken) bei 630 nm im zeitlichen Verlauf bestimmt. ,P.
(Puffer) neu“ reprisentieren Messungen direkt nach einem erfolgten Pufferwechsel (=der Hintergrund), und
die Differenz zwischen dem grauen und dem schwarzen Balken des Folgezeitpunkts spiegelt somit die Methy-
lenblau-Freisetzung wider. B) Zeitabhingigkeit der Menge an BICpoly-immobilisiertem Methylenblau in Abhin-
gigkeit vom pH-Wert. Mit Methylenblau beladenes BICpoly wurde zum Zeitpunkt t=0 bei den angegebenen
pH-Werten (50 mm Phosphatpuffer) bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Nach 6 h bzw. 24 h wurde zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, das Sediment zweimal mit Wasser gewaschen und die Menge an noch immobilisier-
tem Methylenblau bestimmt. Hierzu wurde das BICpoly-Sediment wie in den Hintergrundinformationen be-
schrieben lysiert; dargestellt ist die Absorption des Lysats, jeweils normiert auf t=0. C) Freisetzung von DOX
unter physiologischen Bedingungen und Anwesenheit von Serum. 1 mg BICpoly wurden mit 20 ug DOX bela-
den und in Zellkulturmedium inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Menge an noch immobili-
siertem DOX bestimmt.
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werden konnte. So ist ein Film aus einem nicht gewaschenen
Prézipitat durchsichtig, nach mehreren Waschschritten un-
durchsichtig weil3.

Die geringe Loslichkeit des Polymers und dessen riick-
standslose Hydrolyse in BIC (Struktur 1) bzw. die beiden
Monomere lassen es zur Verwendung als Depot zur Wirk-
stofffreisetzung geeignet erscheinen. Die Beladbarkeit von
BICpoly mit niedermolekularen Stoffen sowie deren Frei-
setzung wurden exemplarisch fiir die Farbstoffe Methylen-
blau und Rhodamin sowie fiir das Zytostatikum Doxorubicin,
das fiir mogliche medizinische Anwendungen bedeutsam ist
und héufig als Modellsubstanz verwendet wird (siehe z.B.
Lit. [11,12]), untersucht. Es konnte nachgewiesen werden,
dass sich im Zuge des Ausfillungsprozesses die entstehenden
Nanopartikel, die wie oben dargestellt in Form eines Prézi-
pitats oder bei Vorliegen einer Oberflidche als Film vorliegen,
mit Wirkstoffen beladen lassen. Die Beladung gelang dabei
unabhingig davon, ob der Wirkstoff in der DMSO-Phase
(= Ausgangslosung des Polymers) oder in der wissrigen
Phase (=Medium, dem das DMSO-geloste Polymer zur
Ausfillung zugefiihrt wird) vorgelegt wird. Die Beladungs-
effizienz erwies sich erwartungsgeméf als abhingig von der
Ausgangskonzentration des Wirkstoffs in der Losung; dieser
sollte im Uberschuss vorliegen. Im Falle von Methylenblau
wurden maximale Beladungseffizienzen von 10 pgmg™’
BICpoly ermittelt (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S4A). Die Untersuchung der Zeitabhiangigkeit der Be-
ladung zeigte hierbei, dass es sich um einen schnellen Prozess
handelt, der bereits im untersten Minutenbereich abge-
schlossen ist; eine Verldngerung der Inkubationszeit fithrte zu
keiner zusitzlichen Beladung (Hintergrundinformationen,
Abbildung S4B). Von den beladenen Nanopartikeln erfolgte

A

OD (600 nm)

o

in reinem Wasser, auch bei Anwesenheit von Proteinen, die
die Interaktion potenziell storen konnten, keine Desorption
(Hintergrundinformationen,  Abbildung S4C). Hingegen
wurde in physiologischer NaCl-Losung eine rasche Desorp-
tion bis auf ein Plateau bei ca. 2 ugmg ' BICpoly beobachtet,
was dem Wert entspricht, der fiir Methylenblau auch bei
Beladung unter diesen Salzbedingungen erzielt wurde (Daten
nicht gezeigt) und auf elektrostatische und damit von der
umgebenden Ionenstédrke abhidngige Wechselwirkungen hin-
weist. Im Falle des Zytostatikums Doxorubicin (DOX) wurde
mit ca. 12 ugmg™"' BICpoly eine etwas hohere Beladung er-
zielt. Diese war ebenfalls schnell und erwies sich als unab-
hédngig davon, ob DOX wihrend des Ausfillvorgangs zuge-
mischt (,,pre-loading“) oder anschlieBend zu den fertigen
Nanopartikeln (,,post-loading®) zugegeben wurde (Hinter-
grundinformationen, Abbildung 4D). Wéihrend in reinem
Wasser, auch in Gegenwart von Protein, wiederum keine
Desorption erfolgte, nahm unter physiologischen Salzbedin-
gungen die Beladungskaparzitit etwas ab, blieb mit ca.
6 ugmL ' BICpoly jedoch hoher als bei Methylenblau (Daten
nicht gezeigt).

Bei pH 7.4 wird der BICpoly-fixierte Wirkstoff langsam
iiber mehrere Tage freigesetzt. Dies wurde zunéchst an der
langsamen Freisetzung von Methylenblau aus BICpoly-Na-
nopartikeln in den Uberstand (Abbildung 3 A ; siche dort den
Anstieg im Balken von grau nach schwarz) gezeigt.

Bei einem mehrfachen Pufferwechsel (,,P. (Puffer) neu®)
war das BICpoly-Sediment nach 4 d vollstindig entfirbt,
ohne dass sich unter diesen Pufferbedingungen ein optisch
sichtbarer Abbau des Polymers zeigte. Bei Inkubation von
Methylenblau-beladenem BICpoly unter verschiedenen pH-
Werten wurde nach einer raschen, durch die Ionenstiarke des

—e— pH3.0
—e— pH5.5
—w— PH7.0

pH7.4
—a— pH7.8
—=— pH80
—o— pH9.0

3.0

74 T7.4+E 8.0

8.0+E 9.0
pH

Abbildung 4. Abbau der BICpoly-Nanopartikel, zu Farbezwecken beladen mit Doxorubicin, in Abhingigkeit vom pH-Wert eines zur Suspension
verwendeten 0.5 M Tris-Puffers. A) Messung der optischen Dichte der Polymersuspensionen iiber einen Zeitraum von 6 d bei verschiedenen pH-
Werten. B) Verbliebener Triibungsgrad der Lésungen aus (A) nach 42 h (oben). Die Zentrifugation der Suspensionen nach Inkubation bei den
angegebenen pH-Werten zeigt nach 42 h den teilweise Abbau bei pH 7.4 sowie den weitgehenden (pH 8.0) bzw. vollstindigen (pH 9.0) Abbau bei
pH 8.0 bzw. pH 9.0. Die Zugabe einer Esterase (, +E“) hat hierauf keinen Einfluss (B, unten).
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Puffers bedingten teilweisen Desorption nach 6 h bei niedri-
gen pH-Werten ein Plateau erreicht, wo unter diesen pH-
Bedingungen keine weitere Desorption mehr erfolgte (Ab-
bildung 3B). Hingegen wurde bei pH 8 bzw. pH 9 eine wei-
tere teilweise (pH 8) bzw. fast vollstindige (pH 9) Methy-
lenblau-Freisetzung beobachtet, die auf die teilweise (pH 8)
bzw. vollstindige (pH 9) Hydrolyse des BICpoly zuriickzu-
fiihren ist. Im Falle von DOX-beladenem BICpoly wurde die
Abnahme der Menge an immobilisiertem Wirkstoff bei In-
kubation in Zellkulturmedium untersucht. Hierbei wurde
eine zunichst rasche, zu lingeren Zeitrdumen hin langsamer
werdende Verringerung beobachtet (Abbildung 3 C), wobei
Werte erreicht werden, die unter der bei physiologischen
Salzbedingungen erreichbaren Beladungskapazitit liegen
und wiederum auf einen langsamen Abbau des Tragermate-
rials hinweisen.

Tatséachlich kann parallel zur Freisetzung immobilisierter
Substanzen ein Zerfall des Polymers unter Auflosung des
sichtbaren, schwerloslichen Prézipitats stattfinden. Dieser
Prozess ist interessanterweise in einem engen pH-Bereich
sehr stark pH-abhéngig. So wurde ermittelt, dass bei 37°C
dieser Zerfall bei pH 8-9 im unteren Stundenbereich (bis zu
ca. 90% in den ersten 5 h) erfolgt, wohingegen im Bereich
pH 3-7 vollige Stabilitét tiber Tage (gemessen bis 6 d) besteht
(Abbildung 4). Dies ist insofern besonders bedeutsam, als bei
einem pH-abhidngigen Abbau von Nanopartikeln im Allge-
meinen der umgekehrte Fall, d.h. ein Zerfall bei niedrigen
pH-Werten, beobachtet wird (siehe z.B. Lit. [12,13]). Der
hier vorliegende bemerkenswerte Fall einer Stabilitdt bei
saurem pH-Wert ist hingegen selten und eréffnet damit auch
andere Applikationsmoglichkeiten. So ist eine orale Gabe
(unbeschadete Magenpassage mit anschlieBendem Abbau bei
pH-Anstieg im Darm) moglich, wie beispielweise kiirzlich fiir
Poly(esteramide) zur oralen Insulin-Applikation gezeigt."

Bei dem physiologisch besonders wichtigen pH 7.4 erfolgt
innerhalb der ersten 2 d ca. 40 % Abbau, der danach in eine
noch langsamere Kinetik tibergeht. Dieser bei pH 7.4 lang-
sam erfolgende Abbau ist damit im Hinblick auf biologische
Systeme besonders interessant.

In verschiedenen biologischen Tests konnte gezeigt
werden, dass sich BICpoly sowie die Vorstufen 1 und 2
in vitro (Zellkultur) durch hohe Biokompatibilitdt auszeich-
nen. Im Zellviabilititstest wird bei BICpoly iiber einen weiten
Konzentrationsbereich keine Reduktion der Zahl lebender
Zellen beobachtet (Abbildung 5A). Dies wird durch einen
LDH-Freisetzungstest bestitigt, wo der Nicht-Anstieg von in
das Medium freigesetzter Lactat-Dehydrogenase (LDH) das
Ausbleiben von Zellzerstorung beweist (Abbildung 5B). Erst
bei einer Konzentration von 20 mgmL™"' wird eine leichte
Beeintrachtigung des Zellwachstums beobachtet, was jedoch
auf die Bildung und Ablagerung der Nanopartikel als Nie-
derschlag auf den Zellen zuriickgefiihrt werden kann (Hin-
tergrundinformationen, Abbildung S5A). Im Falle der (nicht
prézipitierenden) Zwischenprodukte BIC bzw. 2 wird selbst
bei hoheren Konzentrationen (100 mm; 28 mgmL ) keine
Zytotoxizitit beobachtet (Hintergrundinformationen, Ab-
bildung S5B).

Nach Aufbringen eines BICpoly-Uberzugs auf eine Zell-
kultur-Unterlage konnte sogar beobachtet werden, dass sich
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Abbildung 5. Die Zugabe steigender Mengen BICpoly zum Zellkultur-
medium fihrt zu keiner Anderung in der Viabilitat (A) und zu keiner
Zerstdrung (B) von SKOV-3 Ovarialkarzinomzellen, gemessen iiber
WST-1-Assay bzw. LDH-Freisetzungstest. Der Umsatz an WST-1, be-
stimmt als A(450), ist proportional zur Zahl lebender Zellen, die Frei-
setzung von Lactat-Dehydrogenase (LDH) ein Maf? fiir Zellzerstérung.
C) Anheftung und Wachstum von adhirenten SKOV-3-Ovarialkarzi-
nomzellen auf dem BICpoly; zum Vergleich sind Bereiche ohne Film
mit Zellen gezeigt, die auf dem Plastikboden der Kulturschale wach-
sen. Die Zellen zeigen bei apparent gleicher Dichte und Viabilitat eine
geringfligig andere, eventuell durch kleinere Unterschiede in der extra-
zelluldren Matrix bedingte Morphologie. D) Dosis-abhingige zytotoxi-
sche Wirkung von freiem und BICpoly-immobilisiertem Doxorubicin.
72 h nach Zugabe der auf der x-Achse bezeichneten Mengen DOX, frei
oder mit BICpoly formuliert, wurde iiber WST-1-Assay die Zahl der le-
benden Zellen bestimmt.

adhdrente Zellen darauf anheften und kultivieren lassen
(Abbildung 5C). Es finden somit Interaktionen zwischen
Zellen und der BICpoly-Unterlage statt, ohne die Zellen zu
beeintréichtigen. Entsprechend wurde auch beobachtet, dass
sich im Zuge des Auflosungsprozesses des Prizipitats ent-
stehende Partikel an Zellen anlagern.

Neben der Biokompatibilitdt des Tragers kommt dem
Erhalt der Aktivitdt des immobilisierten Wirkstoffs beson-
dere Bedeutung zu, und diese wurde hier anhand von DOX
untersucht. Nach Behandlung kultivierter Tumorzellen mit
freiem DOX wurde eine charakteristische Dosis-Wirkungs-
Kurve erhalten (Abbildung 5D). Diese unterschied sich ins-
besondere im Hinblick auf die IC50 (Konzentration halb-
maximaler Inhibition) nicht von der Kurve aus gleichen
Mengen an BICpoly-immobilisiertem DOX, was den voll-
standigen Erhalt der Aktivitdt des aus der BICpoly-Immo-
bilisierung wieder freigesetzten DOX zeigt.
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Zusammenfassend ist es uns gelungen, einen Polyester
herzustellen, der alternierend aus D-Glucuronsidure und L-
Cystein aufgebaut ist und bemerkenswerterweise ohne jegli-
che Schutzgruppen eine vollstindig regiospezifische Poly-
merisation zeigt. Die Eigenschaften von BICpoly als Tréger-
matrix fiir niedermolekulare Wirkstoffe legen verschiedene
Anwendungsmoglichkeiten im biomedizinischen bzw. phar-
mazeutischen Bereich nahe. Hierbei werden hinreichend
hohe Beladungskapazititen z.B. fiir das Zytostatikum
Doxorubicin erreicht, und es ist vor allem auch der sehr stark
pH-abhéngige Abbau des Polymers zu den vollig natiirlichen
und damit biokompatiblen Ausgangsbausteinen zu beriick-
sichtigen und von besonderem Interesse. Bei dem gerade fiir
biologische Systeme wichtigen pH 7.4 wird eine Zerfallski-
netik beobachtet, die die Immobilisierung von Wirkstoffen
und deren protrahierte Freisetzung zulésst, wiahrend bereits
durch leichte Modifikation des pH-Werts eine deutliche Sta-
bilisierung des nanopartikuldren Prézipitats bzw. ein stark
beschleunigter Abbau erzielt werden kann und hierbei eine
im Vergleich zu anderen Systemen inverse pH-Abhéngigkeit
der Stabilitidt beobachtet wird.

Stichworter: Cystein - Nanopartikel - Polyester -
Polyhydroxycarbonséuren - Wirkstofftransport
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