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Einleitung und Zielsetzung

In der regenerativen Medizin und speziell bei der Entwicklung neuer Knochenersatzmaterialien
geht der Trend zu funktionalen Werkstoffsystemen, welche iiber den einfachen Ersatz des
Defekts hinaus gehen.[1] Dabei liegt der Fokus auf Verbundmaterialien mit mafigeschneiderten
Einzelkomponenten, um Eigenschaften wie Biokompatibilitéit, Zellbesiedelung, Resorbierbarkeit
oder die Wirkstofffreisetzung zu optimieren.[2] Dadurch kénnen etwa Entziindungshemmer,
Antibiotika oder andere Substanzen, welche den Heilungsprozess unterstiitzen, direkt an Ort und
Stelle des Defekts freigesetzt werden und somit schneller und gezielter wirken. Eine der aktuellen
Herausforderungen liegt unter anderem darin, die oft leicht wasserléslichen Wirkstoffe tber
einen ldngeren Zeitraum von drei oder mehr Tagen kontrolliert bzw. verzogert freizusetzen.[3]
Bei den Tragermaterialien spielen Komposite, die dem natiirlichen Knochen dhneln, eine immer
groBere Rolle.[1] So werden Calciumphosphate, die sich auch in natiirlichem Knochen finden,
als mineralische Matrix eingesetzt und verschiedene Polymere iibernehmen die Funktion des
Kollagens im Knochen. Immer hiufiger werden dabei auch Biopolymere wie Proteine und
Polysaccharide eingesetzt, welche deutlich biokompatibler und als nachwachsende Rohstoffe
auch nachhaltiger als synthetische Polymere sind. Unter den Polysacchariden, die im Bereich
der Knochen- und Geweberegeneration eingesetzt werden, finden sich insbesondere Alginat,
Chitosan und Agarose, welche durch physikalische oder elektrostatische Wechselwirkungen
stabile Hydrogele bilden kénnen.[4, 5] Um die Funktionalitét der gelbildenden Polysaccharide
zu erhohen oder an bestimmte Bediirfnisse anzupassen, konnen diese tiber ihre Hydroxyl-,
Carboxyl- oder Aminogruppen chemisch modifiziert werden. Viele dieser Synthesewege sind
insbesondere fiir Cellulose und Stérke sehr gut erforscht, fiir viele andere Polysaccharide
(darunter auch Agarose) allerdings bislang deutlich weniger untersucht.|6]

Ziel dieser Arbeit war zum einen die Synthese anionischer und kationischer Agarosederivate.
Dazu sollten Synthesewege, die fiir andere Polysaccharide bekannt sind, entsprechend
fir Agarose adaptiert werden. Zum anderen sollten neuartige Kompositmaterialien auf
Basis von Hydroxyapatit und Agarose, bzw. den chemisch modifizierten Agarosederivaten
hergestellt und charakterisiert werden. Zuletzt sollte die Einlagerung und Freisetzung von vier
Modellwirkstoffen aus den Verbundmaterialien umfassend untersucht werden, mit dem Ziel die
Freisetzung auf tiber sieben Tage zu verzogern und zudem die Freisetzungsprofile mit kinetischen
Modellen zu bewerten. Neben den Komposittriagern mit direkter Wirkstoffeinlagerung sollten
hierbei auch polyelektrolytbeschichtete Alginatmikrokapseln als Freisetzungssysteme entwickelt

und untersucht werden.
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2.1 Knochengewebe und -ersatzmaterialien

2.1 Knochengewebe und -ersatzmaterialien

Dieses Kapitel liefert einen Uberblick iiber die Zusammensetzung von Knochengewebe, eine
kurze Einleitung in die wichtigsten biologischen Prozesse bei Ab- und Aufbau von Knochen
im Korper sowie einen Uberblick iiber den aktuellen Stand der Forschung zum Thema
Knochenersatzmaterialien. Dazu werden kurz die drei wichtigsten Materialklassen beleuchtet

und anschliefend der Fokus auf Polysaccharide als Trigermaterial gelegt.

2.1.1 Zusammensetzung, Aufbau und Metabolismus

Das menschliche Knochengewebe macht etwa 3-5% des Korpergewichts aus und ist fiir
Fortbewegung und Stabilitit sowie fiir den Schutz der inneren Organe von entscheidender
Bedeutung. Knochen ist ein natiirliches, poroses Kompositmaterial, welches zu etwa 65 %
aus anorganischem Calciumphosphat (hauptséchlich Hydroxyapatit (Cas(PO4)30H, (HA)),
zu etwa 25 % organischer Matrix (Kollagen Typ I) und etwa 10 % Wasser besteht.[7-9] Die
Kollagenfibrillen bilden die Grundstruktur des Knochens und sorgen fiir eine gewisse Elastizitét
und Stabilitdt gegen axiale Belastung, insbesondere Druck oder Kompression. Das Mineral
Hydroxyapatit hingegen sorgt fiir die hohe Festigkeit des Knochens.[10]

Kollagen Typ I ist eines der hédufigsten Proteine im menschlichen Kérper und besteht
aus mehreren hundert Aminoséuren in der Sequenz G-X-Y.[11] Dabei ist in der Abfolge jede
dritte Aminosdure Glycin (G), was zur Folge hat, dass sich in der Sekundéarstruktur des
Proteins eine sehr eng gewickelte a-Helix ausbildet. Weitere sehr hdufige Aminosduren sind
Prolin (oft an X) und Hydroxyprolin (oft an Y), die durch ihre Struktur die Helixbildung
begiinstigen und stabilisieren. Je drei dieser a-Helices bilden eine Tripelhelix als Tertidrstuktur,
die auch Tropokollagen genannt wird. Diese etwa 1-2nm dicken Helices arrangieren sich
nebeneinander zu Fibrillen mit Durchmessern von etwa 200-500 nm. Besonders ist dabei,
dass sie sich um 67 nm versetzt zueinander anordnen, wodurch Liicken, bzw. Uberlappungen
entstehen.[12-14] Im Knochen liegen diese Fibrillen mineralisiert vor, was bedeutet, dass
entlang der Langsachse und zwischen den Fibrillen ldngliche, etwa 2—4 nm dicke Hydroxyapatit-
Nanokristalle eingebaut sind.[12, 13, 15] Die mineralisierten Fibrillen bilden wiederum gréfiere
Faserbiindel, welche in lamellaren Arrays in der Groéflenordnung von 10-50 pm arrangiert
sind und den Lamellenknochen bilden. Diese Arrays bilden in weiteren Uberstrukturen
den makroskopischen Knochen.[14] Dieser hierarchiche Knochenaufbau ist in Abbildung 2.1
dargestellt. Allerdings ist das makroskopische Knochengewebe nicht einheitlich aufgebaut:
auflen sitzt die Kortikalis (auch Kompakta), eine harte und sehr dichte Knochenschicht welche
fiir mechanische Festigkeit sorgt und die innere Spongiosa schiitzt. Die Kortikalis besteht
aus Osteonen, einer zylindrischen Struktur, bei der die Lamellenknochen ringférmig um
einen Gefdflkanal angeordnet sind. Die Spongiosa hingegen besteht aus feinen, gefifllosen
Knochenbalken (Trabekel), welche ein enges, schwammartiges und sehr pordses Geriist bilden.
Diese Leichtbauweise spart Gewicht bei hoher mechanischer Stabilitit, ermdéglicht schnelle
Anpassungen an verdnderte Belastungen und bietet Platz fiir Knochenmark und Blutgefife.[7]

Knochengewebe durchliduft einen permanenten Ab- und Aufbau durch die Knochenzellen.
Das ist wichtig, da der Kérper so auf verinderte mechanische Anforderungen, Anderungen im

Calciumhaushalt oder Mikrofrakturen reagieren kann. Auch grofiere Defekte oder Frakturen
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OSLSENSS

Kollagen-Tripelhelix

Kollagenfibrillen

Hydroxyapatit
Nanokristalle

mineralisierte
Fibrillen Lamellare
Blndelarray

\\gma ~

Faserbiindel Trabekel

Abbildung 2.1: Schematischer hierarchischer Knochenaufbau. Kollagentripelhelices bilden
Fibrillen, welche mit Hydroxyapatit mineralisiert sind. Diese bilden Faserbiindel, die lamellare
Arrays bilden. Diese bilden die Mikrostruktur des Lamellenknochens aus dem sowohl die
zylindrischen Osteone der Kompakta als auch die Trabekel der Spongiosa bestehen. Eigene
Darstellung nach [14] und [16].

koénnen auf diese Weise geheilt werden. Der Knochenmetabolismus wird durch das Gleichgewicht
der Aktivitdt zwischen knochenresorbierenden Zellen (Osteoklasten) und knochenbildenen
Zellen (Osteoblasten) bestimmt und durchlduft mehrere Phasen.[17, 18] Zunéchst bilden
sich Osteoklasten, die den Knochen resorbieren, indem sie lokal den pH-Wert senken um
Hydroxyapatit aufzulésen und Enzyme wie Cathepsin K absondern, wodurch die Kollagenmatrix
abgebaut wird.[19] Danach folgt eine Umkehrphase (engl. reversal phase), in der die Oberflache
flir den anschliefenden Knochenaubau durch die Osteoblasten vorbereitet wird. Diese
bilden dann unmineralisiertes Kollagen, Glycoproteine und diverse Wachstumsfaktoren und
Enzyme. Das Enzym Alkalische Phosphatase, das ebenfalls von Osteoblasten abgegeben
wird, sorgt schliefllich fiir die Mineralisierung der Kollagenmatrix durch Calciumphosphat.[17,
20] Bei Frakturen oder Defekten lauft der Prozess ein wenig anders ab. Zunéchst tritt eine
Entziindungsreaktion mit Hamatombildung auf, bei der diverse Immunantworten auftreten
und Wachstums- und Botenstoffe ausgesendet werden, um die Knochen- und Gefédfineubildung
zu induzieren. Mesenchymale Stammzellen (MSC) werden zur Defektstelle gelockt und
differenzieren dort zunéchst in Chondrozyten, die eine knorpeldhnliche Matrix bilden und
so ein Grundgeriist sowohl fiir die Knochenbildung als auch fiir die Geféfibildung aufbauen.
Anschlieflend beginnen die Osteoblasten, die ebenfalls aus MSC differenzieren, mit dem Aufbau
von primédrem, ungeordnetem Geflechtknochen durch Collagenbildung und anschlieender
Mineralisierung. Zum Abschluss der Knochenheilung wird der Geflechtknochen im Zuge des
Knochenmetabolismus in stabilen Lamellenknochen umgewandelt.

Die Knochenbildung ist ein komplexer Prozess, der viele verschiedene Zelltypen und
zahlreiche Signal- und Botenstoffe sowie Wachstumsfaktoren beinhaltet. An dieser Stelle

soll lediglich noch auf die osteogene Differenzierung, also die Bildung von Osteoblasten aus
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mesenchymalen Stammezellen, eingegangen werden, da diese fiir die Aufgabenstellung und

Thematik dieser Arbeit von entscheidender Bedeutung ist.

2.1.2 Osteogene Differenzierung und Einfluss purinerger Rezeptoren

Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind multipotente Stammzellen, die sich zwar noch in
verschiedene Zellen weiterentwickeln kénnen, dabei aber im Gegensatz zu pluripotenten
Stammzellen (wie embryonale Stammzellen) auf einige wenige Zelltypen festgelegt sind. So
koénnen sich MSC grundsétzlich noch in Knochen-, Knorpel-, Fett-, Endothel- und Muskelzellen
weiterentwickeln, wobei nicht allen MSC alle Wege offenstehen. Die Differenzierungsmdoglich-
keiten unterscheiden sich je nach Herkunft der MSC: aus Fettgewebe gewonnene MSC kénnen
bis auf Knorpelzellen (Chondrozyten) alle genannten Zelltypen bilden, wiahrend MSC aus
Knochenmark in Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten (Fettgewebe) differenzieren
konnen. MSC aus Weisheitszdahnen differenzieren fast ausschliellich zu Osteoblasten.[21]
Die Stammzelldifferenzierung wird unter anderem durch verschiedene purinerge Rezeptoren
gesteuert. Diese lassen sich abhédngig von den ansprechenden Liganden grob in vier Klassen
einteilen (PO, P1, P2Y und P2X). Die drei erstgenannten sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
und werden von Adenin (P0), Adenosin (P1) oder Adenosindiphosphat (P2Y) aktiviert. Bei den
P2X-Rezeptoren handelt es sich um Ionenkanéle, die von Adenosintriphosphat (ATP) aktiviert
werden. Die P1-Rezeptoren spielen eine grofie Rolle im Gleichgewicht zwischen Osteoblasten
und Osteoklasten, wihrend die P2X- und P2Y-Rezeptoren direkt die Differenzierung der MSC
beeinflussen. Je nach Differenzierungsweg wird im Laufe der Differenzierung die Aktivitét
verschiedener Rezeptoren hoch- oder runterreguliert. Bei Kenntnis der involvierten Rezeptoren
kann so durch gezielte in vitro Zugabe eines entsprechenden Agonisten oder Antagonisten die
Differenzierung zu einem bestimmten Zelltyp gesteuert werden.[22] Insbesondere die Rezeptoren
P2Xs5, P2Xg, P2X7, P2Y,, P2Y,, P2Y4 und P2Y 14 sind als relevante purinerge Rezeptoren fiir
die Osteogenese identifiziert worden. Zudem gibt es eine Fiille an Liganden fiir diese Rezeptoren,
welche als Agonisten oder Antagonisten fiir den jeweiligen Rezeptor einsetzbar sind.[23, 24] Diese
sind oft strukturverwandt zu ATP. Auch ATP selbst gehort selbstverstdndlich zu den Liganden,
ist aber sehr unspezifisch, da es beispielsweise alle P2X-Rezeptoren aktiviert. Die meisten der P2-
Rezeptoren sind nicht {iber den gesamten Zeitraum der Differenzierung gleichmafig aktiv,[25]
sondern steuern nur einzelne Phasen der Zelldifferenzierung von MSC iiber Vorlauferzellen
und Préosteoblasten bis hin zu Osteoblasten. Als Beispiele seien hier P2X7 und P2Y; genannt,
welche beide vor allem im spédten Stadium der Differenzierung die Bildung von Osteoblasten
aus Préosteoblasten beeinflussen.[22, 26] So begiinstigt die Herabregulierung der Rezeptoren
durch Zugabe eines P2X7-Antagonisten und/oder die Zugabe eines P2Y;-Antagonisten bei der
Differenzierung von MSC aus Fettgewebe die Entwicklung der Préosteoblasten zu Osteoblasten.
Dieser Schritt erfolgt erst spdt in der osteogenen Differenzierung, weswegen vor allem in
Kombination mit einem Tragermaterial eine langsame und langfristige Abgabe des Liganden
notig ist.[22]
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2.1.3 Knochenersatzmaterialien

Problematisch in der Knochenheilung sind Defekte mit kritischer GroBe (etwa > 3 cm), welche
nicht mehr selbststdndig durch die korpereigenen Prozesse heilen kénnen und daher den Einsatz
von Implantaten und Trégermaterialien benotigen.[16] Diese Defekte konnen durch schwere
Unfélle aber auch durch Entnahme von Gewebe beispielsweise bei Krebserkrankungen entstehen.
Solche Implante und Tragermaterialien (und ggfs. ihre Abbauprodukte) miissen biokompatibel
und nicht toxisch sein und sollten im Idealfall den echten Knochen bestmoglichst nachbilden.[1]
Dies bezieht sich sowohl auf die chemische und physikalische Struktur aber auch auf mechanische
Figenschaften, die gegebenfalls der Defektstelle angepasst werden miissen. Besonders geeignet
sind sogenannte ,, Autografts“: Implantate, die vom Patienten selbst entnommen werden kénnen.
Sie haben die geringsten negativen Effekte, sind aber nur in sehr seltenen Féllen verfiigbar.
Schon deutlich hohere Wahrscheinlichkeiten auf Abstoungsreaktionen oder Unvertréglichkeiten
bieten , Allografts* und ,, Xenografts“, Implantate von anderen Spendern oder gar tierischen
Ursprungs. Neben den moglichen Unvertraglichkeiten sind aber auch bei diesen die sehr geringe
Verfiigharkeit und die schlechte Anpassung an die Defektstelle starke limitierende Faktoren.
Dies ist der Grund, weswegen in der modernen Regenerationsforschung das Hauptaugenmerk
auf kiinstlichen Implantaten und Trigermaterialien liegt, die im Bestfall individuell an den
Patienten angepasst werden konnen. Hinzu kommen weitere technische Moglichkeiten wie die
Beladung des Materials mit entziindungshemmenden Wirkstoffen oder Wachstumsfaktoren
oder zellbesiedelte Implantate. So haben sich in den vergangenen Jahrzehnten verschiedene
Materialklassen etabliert: das klassische Metallimplantat, Trégermaterialien auf Keramik- oder
Polymerbasis oder ein Kompositmaterial, welches die Eigenschaften der einzelnen Materialien
kombiniert.

Im Bereich der Metallimplantate liegt der Fokus auf leichten und festen Materialien wie
Titan, Titanlegierungen oder medizinischem, rostfreiem Stahl. Sie sind medizinisch sicher,
zugelassen, bioinert und bieten eine hohe Langlebigkeit bei gleichzeitig sehr guten mechanischen
Eigenschaften.[27] Allerdings dhneln sie der Knochenstruktur praktisch gar nicht und durch
die bioinerte Oberfliche kann es zu Verzégerungen im Heilungsprozess kommen. Auflerdem
wird durch die fehlende Resorption im Koérper meist eine zweite Operation zur Entnahme
der Implantate bendtigt, was ein zusétzliches Infektionsrisiko darstellt. Metallimplantate
kommen meist bei sehr groflien Defekten wie beispielsweise im Oberschenkelknochen, auf
grofleren Flachen oder zum Stitzen und Verschrauben zum Einsatz.[28] Eine Moglichkeit, die
Heilung zu beschleunigen, ist die Beschichtung mit Hydroxyapatit, welches fiir eine verbesserte
Zelladhésion und damit besserer Verwachsung des Implantats sorgt.[29]

Biokeramiken sind ebenfalls Bestandteil aktueller Forschung. Durch die natiirliche
Zusammensetzung des Knochen liegt es nahe, Biokeramiken wie diverse Calciumphosphate oder
Bioglas als Tragermaterialien einzusetzen. Calciumphosphate unterstiitzen die Zellanhaftung,
Knochenbildung und die osteogene Differenzierung, sind allerdings sehr sprode.[2] Bioaktive
Gléaser auf Basis von Phosphaten, Silikaten und Boraten unterstiitzen ebenfalls die Zellanhaf-
tung und Knochenbildung, in dem sie die Bildung von Hydroxyapatit auf der Oberfliche und
Bindungen zu Kollagen fordern. Der Abbau der Tragermaterialien im Korper selbst fordert
zudem die osteogene Differenzierung. Ein Nachteil von bioaktiven Glasern ist der sehr langsame
Abbau, mogliche hohe Siliziumspiegel im Blut und die Sprodigkeit des Materials.[27, 30] Bei
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den Calciumphosphaten spielen vor allem Hydroxyapatit, 3-Tricalciumphosphat (3-TCP)
und biphasisches Calciumphosphat eine grofle Rolle. Ersteres entspricht dem mineralischen
Anteil im natiirlichen Knochen und hat somit eine exzellente Biovertraglichkeit.[31] Allerdings
baut es sich nur sehr langsam im Korper ab, weswegen oft das leichter abbaubare f(3-
TCP verwendet oder zumindest beigemischt wird (biphasisches Calciumphosphat). Die
Calciumphosphate unterscheiden sich in ihrer chemischen Zusammensetzung und lassen sich
durch das stochiometrische Verhéltnis von Calcium zu Phosphor klassifizieren. Hydroxyapatit
hat mit einem Ca/p-Verhéltnis von 1,67 den hochsten Wert, B-TCP liegt bei 1,50 und
biphasisches Calciumphosphat dazwischen. Durch die Wahl der Stochitémetrie lassen sich
die verschiedenen Calciumphosphate gezielt herstellen. Weitere Calciumphosphate, die in
verschiedenen Studien verwendet werden, sind Brushit (CaHPO,4-2H,O, Ca/p = 1,00),
Whitlockit (CajgMge(HPO4)2(POy)12, Ca/p = 1,29) und Calcium-defizienter Hydroxyapatit
(Caig-(HPO4),(POy4)s-(OH)o_ 4, Ca/p < 1,67)

Gerade auf Basis von Calciumphosphaten gibt es einige kommerzielle Produkte, welche
bereits in der Knochenregeneration eingesetzt werden.[32] Dartiber hinaus werden im
Forschungsbereich oft weitere Ionen wie Magnesium, Strontium, Silikate oder Carbonat
hinzudotiert, welche auch in natiirlichem Knochen zu finden sind.[1, 33-36] Die Integration
dieser Ionen fiihrt zu einer verbesserten Zellviabilitdt, besserer Zellanhaftung und besserer
Vaskularisierung des Trégermaterials. Besonders oft werden die Biokeramiken allerdings als
Komposite in Verbindung mit polymeren Tragermaterialien erforscht, da so besondere Synergien
zwischen den verschiedenen Materialien entstehen und genutzt werden kénnen.

Trotz der immensen Auswahl an synthetischen und industriell verfiigharen Polymeren,
haben sich nur einige wenige fiir die medizinische Anwendung etabliert. Als Faktoren spielen
Biokompatibilitéit, Ungiftigkeit des Polymers aber auch seiner Abbauprodukte und das méogliche
Anwendungsgebiet eine grofie Rolle. Sehr haufig werden Poly-e-caprolacton (PCL), Polylactid
(PLA), Polyglycolid (PGA) und Polylactid-co-glykolid (PLGA), Polymethylmethacrylat
(PMMA) und Polyurethane zur Herstellung von Trégermaterialien verwendet.[37] Fiir den
direkten Einsatz als Implantat mit oder ohne Wirkstofffreisetzung werden haufig PLA, PGA und
PLGA verwendet, da sie vom Korper via Esterhydrolyse nach Aufquellen gut resorbiert werden,
kaum Immunreaktionen hervorrufen und im medizinischen Bereich bereits als resorbierbares
Naht- und Implantatmaterial erprobt und zugelassen sind. Durch den Abbau im Koérper kénnen
auch ins Material eingeschlossene Wirkstoffe kontrolliert abgegeben werden. Nachteile der drei
Polymere sind die Hydrophobizitit und die schwache Zellanhaftung am Polymer, sodass sie als
Implantat oft als Komposit mit diversen Biokeramiken eingesetzt werden. Schwerer resorbierbar
ist PCL, dafiir bietet es im Vergleich zu den vorgenannten Polymeren bessere mechanische
Eigenschaften und eignet sich eher fiir Langzeitimplantate. Auch bei PCL kénnen Wirkstoffe
in das Material integriert werden, die dann tiber ldngere Zeit freigesetzt werden. Polyurethane
bieten sich durch ihre Bestédndigkeit grundsétzlich als langlebiges Implantatmaterial an,[38]
allerdings besteht das Problem, dass sie aus toxischen Monomeren (Diisocyanate) bestehen. Die
aktuelle Forschung arbeitet allerdings an Losungen, um nichttoxische und definiert abbaubare
Polyurethane herzustellen, welche dann fiir den Einsatz als Implantantmaterial geeignet

wéren. So konnen peptid-basierte Diisocyanate wie LDI (Lysin-diisocyanat) mit niedriger
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Toxizitat eingesetzt werden, wahrend besser spaltbare Kettenbausteine auf Polyesterbasis die
Resorbierbarkeit des Polyurethans erhohen.[37, 39, 40]

Neben den bereits angesprochenen synthetischen Polymeren werden auch zahlreiche
natiirlich vorkommende Polymere verwendet. Diese lassen sich grob in Proteine und
Polysaccharide unterteilen, letztere werden in einem eigenen Abschnitt separat behandelt. Unter
den Proteinen ist sind vor allem Kollagen und Seidenprotein hervorzuheben. Kollagen ist, wie
bereits in Kapitel 2.1.1 detailliert besprochen, natiirlicher Bestandteil des Knochens und bildet
dessen Grundgeriist. Insofern ist es naheliegend, dass auch Trégermaterialien auf Kollagenbasis
untersucht werden. Allerdings kann es bei Kollagen aufgrund des tierischen Ursprungs zu
Immunreaktionen kommen.[41, 42] Dennoch gibt es einige Studien, in denen Trdgermaterialien
auf Kollagenbasis untersucht wurden. Dabei zeigte sich eine gute Biokompatibilitdt, Anhaftung
und Vaskularisierung des Triagermaterials.[43-45]

Seidenfibroin, eines der wichtigsten Seidenproteine, zeichnet sich ebenfalls durch seine hohe
Biokompatibilitdt und guten Verarbeitungsmdoglichkeiten aus. So lassen sich sehr elastische,
hochpordse Hydrogele herstellen, welche gute Zellvertraglichkeit in vitro und in vivo aufweisen.
Zudem kann Fibroin im Koérper abgebaut werden, weshalb es trotz knapper Verfiigbarkeit
und aufwendiger Extraktion aus Seidenkokons Bestandteil aktueller Forschung ist und bereits
bereits zur Wundversorgung eingesetzt wird.[46-50]

Als besondere Gruppe unter den Biopolymeren sind Polysaccharide hervorzuheben. Sie
sind als nachwachsende Rohstoffe sehr gut verfiigbar, bio- und zellkompatibel und oft im
Korper abbaubar. Sie werden oft als Hydrogele oder Verkapselungsmaterial fiir Zellen oder
Wirkstoffe eingesetzt.[2, 51, 52] Allerdings haben sie wie andere Polymersysteme oft schlechte
mechanische Eigenschaften, wenn ein Einsatz als lasttragendes Implantat gewiinscht ist. Die
Polysaccharide werden entweder unmodifiziert eingesetzt oder in derivatisierter Form mit
verbesserten Eigenschaften. Zudem konnen sie sowohl allein als auch in Verbindung mit
anderen Polymeren oder als Komposit mit keramischen Materialien verwendet werden. Sehr
héufig werden Alginat, Chitosan, Cellulose und Hyaluronséure genutzt, aber auch Chondroitin-
6-sulfat, Carrageene und Agarose finden Anwendung als Triger- oder Verkapselungsmaterial.
Abbildung 2.2 zeigt eine Ubersicht iiber die Struktur der genannten Polysaccharide, die im
Folgenden néher in Bezug auf den Einsatz als Tragermaterial vorgestellt werden. Lediglich
Agarose wird als Hauptthema und Ausgangsstoff fiir die Synthesen dieser Arbeit separat in
Kapitel 2.2 thematisiert.

Alginat ist Dank der einfachen Vernetzung und Gelbildung durch bivalente Kationen eines
der am héaufigsten eingesetzten Polysaccharide, vor allem in Verkapselungsanwendungen.
Alginat (Abbildung 2.3) ist ein natiirliches Block-Copolymer, dessen Monomereinheiten
aus (1 — 4) vernetzter -D-Mannuronsdure (M) und o-L-Guluronsdure (G) bestehen.[53]
Diese M- und G-Strukturen bilden unterschiedliche Blocke aus, welche fiir die Gelierung von
entscheidender Bedeutung sind. Wahrend die MM-Blocke aus mehreren M-Einheiten eine lineare
Struktur besitzen, bilden die GG-Blocke aus mehreren G-Einheiten eine Faltstruktur. MG-
Blocke in denen sich beide Einheiten abwechseln, liegen wieder linear bzw. helikal vor. Durch
die Faltstruktur der GG-Blocke entstehen bei Anndherung zweier Polymerketten ,, Taschen®,
in denen sich bi- oder multivalente Kationen positionieren und so die Ketten fixieren kénnen.

Man spricht auch vom sogenannten ,egg-box“-Modell, welches in Abbildung 2.3C schematisch
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Abbildung 2.2: Strukturformeln der Wiederholeinheiten verschiedener Polysacchari-
de. A: Alginat (als Alginsidure), B: Cellulose, C: Chitosan, D: Hyaluronsdure, E: Chondro-
itin-6-sulfat, F: Agarose, G: Carrageene. Gestrichelte Bindungen symbolisieren Anschluss zu
benachbarten Wiederholeinheiten oder den Rest R. Eigene Darstellung nach [52].

dargestellt ist. Das am héufigsten genutzte Kation ist Ca?*, fiir spezielle Einsatzbereiche
findet auch Sr?T Anwendung. Die ionotrope Gelierung héngt von Temperatur, pH-Wert
und Konzentration der Kationen aber auch von der Struktur des Alginats ab. Je hoher das
Verhéltnis der G-Blocke gegeniiber den M-Blocken und je mehr und langere G-Blocke im
Polymer vorhanden sind, desto leichter und schneller bildet sich das Hydrogel und desto fester
und stabiler ist es.

Alginat wird im Bereich der medizinischen Forschung und der kontrollierten Wirkstofffreiset-
zung ausgiebig genutzt.[55, 56] So wird es vorrangig mit und ohne Freisetzungsfunktion in Wund-
auflagen als feuchtigkeitsspendende Schicht,[4] als Material in diversen 3D-Druck-Prozessen zur
Herstellung komplexerer Hydrogelgeometrien und als injizierbare Hydrogele[54] sowie als Mikro-
oder Nanokapseln zur gezielten und kontrollierten Wirkstofffreisetzung genutzt.[57, 58] Letztere
konnen tiber Emulsionstechniken, Extrusion oder Sprith- und Eintropfverfahren hergestellt
werden. Ebenso ist die anschliefende Beschichtung der Alginatkapseln mit Polyelektrolyten
oder hydrophoberen Polymeren zur Verzogerung der Freisetzung sehr géingig.[59] Aulerdem
wird Alginat zur Verkapselung von Zellen genutzt, um diese beispielsweise in Tragersysteme
einzubringen. Dariiber hinaus wird Alginat in Verbindung mit anderen (Bio-)Polymeren und
Biokeramiken oder in modifizierter Form genutzt, um an die jeweilige Fragestellung angepasste
Hydrogelsysteme zu erhalten.

Carrageene, welche ebenfalls aus Algen gewonnen werden, sind sulfatierte Polysaccharide,
welche dhnlich zu Alginat ein ionotropisches Gelierungsverhalten aufweisen. Die Wiederholein-
heit der Carrageene (Abb. 2.2G) besteht aus (1—3)-verkniipfter 3-D-Galactose (G) und (1—4)-
verkniipfter 3,6-Anhydro-a-D-galactose (A).[60] Je nach Position der Sulfatgruppe unterscheidet
man zwischen den beiden am héufigsten verwendeten k-Carrageen (G4) und (-Carrageen (G4
und A2). Neben diesen beiden gibt es noch weitere Carrageene mit unterschiedlicher Anzahl

und Position der Sulfatgruppen. Zudem existieren die jeweiligen Varianten, bei denen keine
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Abbildung 2.3: Struktur und Gelierung von Alginat A: Strukturformel von Alginat zeigt
die Faltstruktur der GG-Blocke und die lineare Struktur der MM-Blocke. B: vereinfachte Struktur
(ohne OH und COO ™~ als Kugel) zweier benachbarter Alginatketten mit Ca?*-Ton als Gelbildner
zwischen den GG-Blécken. C: Die weiter vereinfachte Uberstruktur des Gels zeigt das so genannte
segg-box“-Modell. Calciumionen (rot) zwischen GG-Blocken (blau) sorgen fiir die Quervernetzung
zwischen Polymerketten. Eigene Darstellung nach [53] und [54].

intramolekulare Anhydrobriicke sondern stattdessen eine Sulfatgruppe an der A6-Position
vorliegt. Die Varianten oder Vorstufen ohne Anhydrobriicke bilden keine Gele aus. Grundsétzlich
findet die Gelbildung bei Anwesenheit von Kalium- oder Calciumionen (oder anderen gréferen
mono- und bivalenten Kationen) statt, k-Carrageen bildet dabei feste und stabile Gele, wihrend
-Carrageen eher weiche Gele bildet. Mit diesen Eigenschaften finden sie vor allem in der
Lebensmittelindustrie als Verdickungs- und Stabilisierungsmittel Anwendung. Doch auch im
Bereich der regenerativen Forschung werden Carrageene zur Verkapselung von Zellen, als
Matrix zur Wirkstofffreisetzung oder als Teil eines Komposittriagermaterials fiir Knochen,
Knorpel oder Wundauflagen verwendet.[61-63]

Ein weiteres, sehr hiufig eingesetztes Polysaccharid ist Chitosan (Abb. 2.2C). Es besteht
aus B-(1—4)-verkniipftem D-Glucosamin und wird durch Deacetylierung von Chitin, dem
Hauptbestandteil der Schale von Krustentieren, gewonnen. Durch einen héheren Grad an
Deacetylierung wird sowohl die Wasserloslichkeit als auch die Kristallinitdt des Chitosans
erhoht. Chitosan ist nur bei sauren pH-Werten 16slich, was bei Anwendung und Herstellung
von Tragermaterialien beachtet werden muss. In zahlreichen Untersuchungen zeigte Chitosan
sehr gute Biokompatibilitét, Zellanhaftung, Unterstiitzung der osteogenen Differenzierung und
Mineralisierung. Wie andere gelbildende Polysaccharide bildet es Hydrogele, die keine grofleren
mechanischen Belastungen aushalten, weswegen es oft in Verbindung mit Biokeramiken wie
Hydroxyapatit eingesetzt wird.

Cellulose, bestehend aus (1—4)-verkniipfter 3-D-Glucose (Abb. 2.2B), sowie Cellulosederi-
vate wie Carboxmethylcellulose sind seit langem erforscht, industriell verfiigbar und bieten
ebenfalls hohes Potential als Matrix fiir Tragermaterialien. Aktueller Fokus der Forschung liegt

dabei auf Nanocellulose, welche vom Bakterium Gluconacetobacter xylinum produziert wird und
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verglichen mit Cellulose aus Pflanzenmaterial eine besonders hohe Reinheit besitzt, da sie keine
Begleitsubstanzen wie Hemicellulosen oder Lignin beinhaltet. Zudem bilden mikrofibrillare und
nanokristalline Nanocellulose einen Schwerpunkt, oft in Verbindung mit anderen Polymeren
oder Polysacchariden und Calciumphosphat.[64, 65]

Hyaluronséure (Abb. 2.2D) ist neben Kollagen eines der wichtigsten Bestandteile der
extrazellularen Matrix (ECM) im Koérper. Die Wiederholeinheit besteht aus einem Disaccharid
aus D-Guluronsédure und N-Acetyl-D-glucosamin. Ebenfalls Teil der ECM und eng verwandt
ist Chondroitin-6-sulfat (Abb. 2.2E), welches strukturell nahezu identisch ist, allerdings eine
Sulfatgruppe an der 6-Position der N-Acetyl-D-glucosamin-Einheit trigt. Beide Polysaccharide
sind biokompatibel, hydrophil und enzymatisch im Ko&rper abbaubar. Sie werden als
Tréagermaterial fiir Wirkstofffreisetzungen wie Wachstumsfaktoren eingesetzt, miissen wegen
ihrer leichten Wasserloslichkeit allerdings modifiziert oder in Verbindung mit weiteren
Materialien eingesetzt werden.[66-68]

Den sulfatierten Polysacchariden kénnte zukiinftig eine besondere Rolle in der Entwicklung
neuer Trégermaterialien zukommen, da auch die ECM im Korper Sulfatgruppen tragt und die
Implantate so dem korpereigenen Material dhneln. Mit definierter Struktur und Eigenschaften
der Polysaccharide konnen so funktionale Trigermaterialien hergestellt werden, die sowohl
ein Grundgeriist fiir die Knochenregeneration bilden als auch zusédtzliche Funktionen in der
Wirkstofffreisetzung besitzen.[51]

11
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2.2 Agarose

Agarose ist Hauptbestandteil von Agar und wird aus Rotalgen (Rhodophyta ssp.) gewonnen.
Die meistgenutzten Gattungen sind dabei Gelidium und Gracilaria. Gelidium wird vornehmlich
im Ostatlantik vor Marokko und Spanien geerntet, wihrend Gracilaria im pazifischen Raum
(Chile, Peru und Ostasien) dominiert.[69, 70] Laut Jahresbericht 2018 der Erndhrungs- und
Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, FAO) wird der globale Umsatz an Agar im Jahr 2015 auf ca. 250 Mio. US-Dollar
geschétzt. Im Jahr 2015 betrug die Jahresernte an Algen allgemein rund 30 Mio Tonnen, wovon
etwa 1 Mio. Tonnen aus wildem Fang und der Rest aus Aquakultur stammten.[69] Etwa 4 Mio.
Tonnen der Jahresernte entfallen dabei auf Gracilaria, welches damit hinter Euchema (Rotalge,
aus der Carrageene gewonnen werden, ca. 10 Mio. Tonnen) und Laminaria japonica (als Kombu
essbare japanische Braunalge, aus der auch Alginat gewonnen wird, ca. 8 Mio. Tonnen) zu den
meistangebauten und meistgeernteten Algensorten zdhlt. Gelidium-Algen, welche qualitativ
hochwertigere Agar liefern, liegen in der Jahresproduktion weit unter 1 Mio. Tonnen, da sie
anspruchsvollere Wachstumsbedingungen bendtigen und somit kaum in Aquakultur angebaut
werden.[70-72]

Agarose ist ein ungeladenes, unverzweigtes Polysaccharid, bestehend aus sich wieder-
holenden a-(1—3)-glykosidisch verkniipften Disaccharideinheiten (Agarobiose): [-(1—4)-
verkniipfte D-Galactose und 3,6-Anhydro-L-galactose. Die Struktur ist in Abbildung 2.4
schematisch dargestellt. Kommerziell verfiighare Agarose hat ein mittleres Molekulargewicht
von etwa 80000-140000gmol~!, wihrend Agarose, die im Labor direkt aus Rotalgen
extrahiert wurde, etwas geringere Molekulargewichte aufweist.[73] Agar-Extrakte aus den Algen
enthalten abhangig vom eingesetzten Rohmaterial noch zum Teil Verunreinigungen, welche als
Agaropektin bezeichnet werden: die Hydroxylgruppe an der G6-Position der D-Galactose kann
Methyl-, Pyruvat- oder Sulfatgruppen tragen, welche das Gelverhalten der Agarose beeinflussen.
Zudem kann in seltenen Féllen die Anhydrobriicke zwischen der LA3- und LA6-Position der
L-Galactose fehlen; auch hier kann dann eine Substitution der LA6-Position vorkommen.
Aufgereinigte Agarose hingegen, die beispielsweise fiir biochemische Anwendungen angeboten
und verwendet wird, enthélt in der Regel kein Agaropektin und entspricht weitestgehend der
in Abbildung 2.4 dargestellten Struktur.

OH
OH 4o o LA6
LA1
G4 (o) LA3 LA2 N
“1-0 \& o ﬂ
G3 G2 G1 LA4 LA5 0
i OH OH |n

Abbildung 2.4: Idealisierte Struktur der Agarosewiederholeinheit mit Zuordnung der Kohlenstoff-
atome. Der ,,G-Block“ kennzeichnet die D-Galactoseeinheit, der ,,LA-Block“ die 3,6-Anhydro-L-
galactoseeinheit.

Agarose hat die besondere Eigenschaft, thermoreversible Hydrogele zu bilden: Beim Abkiih-
len einer wéssrigen Agaroselosung bildet sich unterhalb einer Temperatur von etwa 35-40°C

ein festes Gel aus. Einzelne Agaroseketten gruppieren sich dabei zu einer helikalen Struktur und
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2.2 Agarose

bilden so ein portses Polymernetzwerk, welches grofle Mengen an Wasser halten kann. Dieses
Hydrogel ldsst sich durch Erhitzen auf iiber 90 °C wieder verfliissigen. Die Hystereseschleife
lasst sich dabei mehrfach wiederholen, ohne dabei die Eigenschaften der Agarose(gele) zu
verdndern.[74, 75] Die Eigenschaft der Gelbildung wird in verschiedenen Industriezweigen
und Anwendungen genutzt. Uber 90 % des Agars werden in der Lebensmittelindustrie als
Verdickungs- und Geliermittel verwendet.[70] Hier bietet es sich als pflanzliche Alternative zu
Gelatine an. Die iibrigen 10 % und der iiberwiegende Teil des ,hochwertigen“ Agars, also der
aufgereinigten Agarose, werden in der Biologie und Biotechnologie fiir die Gelelektrophorese
oder als Kultursubstrat genutzt. Die Gelstérke wird hierbei iiber die Konzentration an Agarose
in der Losung kontrolliert, gangig fiir die Gelelektrophorese sind beispielsweise 0,5-3 %. Dabei
bilden sich je nach Gelkonzentration Porengréfien zwischen 50 nm und 250 nm aus.[76, 77]
Neben der Anwendung von Agarose im Lebensmittelsektor oder als Elektrophoresegel
in der Bioanalytik, riickt sie durch ihre Gelbildung und grundsétzliche Biokompatibilitét
immer mehr in den Fokus der regenerativen Forschung.[70] Hier wird sie vor allem fiir
die Regeneration von Nerven-, Haut-, Knorpel- und Knochengewebe eingesetzt. Allerdings
erweist sich reine Agarose in der Zellkultur als schwierig, da Agarose als bioinert gegeniiber
Sédugetierzellen gilt und die Zellen nicht auf dem Substrat haften und Agarose im Koérper
nur schlecht abgebaut wird.[78] Somit bleibt die Anwendung reiner Agarose oft limitiert
auf die Bildung des Hydrogels, wahrend fiir weitere gewiinschte Effekte wie Zellanhaftung,
Wirkstofffreisetzung und Festigkeit andere Materialien wie Polymere mit anderen funktionellen
Gruppen und anorganische Komponenten wie beispielsweise Calciumphosphate zum Einsatz
kommen. So kénnen Kompositgele aus Agarose und Chitosan ein Trigermaterial fiir das
dreidimensionale Wachstum von Nervenzellen bieten.[79] In der Rekonstruktion von weichem
Gewebe aller Art finden Agarosegele ebenfalls Anwendung. Mit Epichlorhydrin quervernetzte
Gele aus Agarose und Hyaluronséure zeigen in vivo eine verbesserte Abbaurate mit geringem
Entziindungspotential.[80] Als Wundauflagen, Hautersatz oder andere Weichgewebe wie
Muskeln, Bindegewebe aber auch Organe wie Leber wurden diverse Kombinationen von
Agarose und anderen Biopolymeren wie Chitosan[81-83], Collagen[84] und Gelatine[85]
untersucht, bei denen sich verbesserte Zellanhaftungen und Zellwachstum zeigten. Im Bereich
der Knorpelregeneration wird Agarose ebenfalls in Verbindung mit anderen (Bio-)polymeren
verwendet, um Hydrogeltriagermaterialien mit verbesserter Zellanhaftung und Zellvermehrung
zu erhalten.[86-89] Fiir die Knochenregeneration wird Agarose dann allerdings zusétzlich in
Verbindung mit anorganischen, calciumhaltigen Komponenten verwendet, um stabile, knochen-
spezifische Triagermaterialien herzustellen.[5, 90-94] Dariiber hinaus gibt es auch Anwendungen,
bei denen Agarose und Alginat zur Verkapselung von Zellen[95] oder Agarosemikrokapseln
zur Freisetzung von Wirkstoffen[96] untersucht wurden. Fiir verschiedenste Forschungs- und
Anwendungszwecke kann Agarose derivatisiert werden. Detaillierte Beispiele dazu werden in

Kapitel 2.3 vorgestellt.
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2.3 DModifizierung von Agarose

Genau wie viele andere Polysaccharide kann auch Agarose fiir verschiedene Fragestellungen
chemisch modifiziert werden. Auch wenn die Zahl der publizierten Synthesen an Agarose im
Vergleich zu extensiv untersuchten Polysacchariden wie Cellulose oder Stérke deutlich niedriger
ist, sollen in diesem Kapitel verschiedene Synthesewege dargestellt werden.

Native Agarose weist vier funktionelle Gruppen auf, an denen chemische Modifizierungen
durchgefiihrt werden koénnen: drei Hydroxylgruppen an der D-Galactose-Einheit an den
Positionen 2, 4 und 6, sowie eine Hydroxylgruppe an Position 2 der 3,6-Anhydro-L-galactose-
Einheit. Die Moglichkeiten der Modifizierung sind somit auf Reaktionen an und mit
Hydroxylgruppen limitiert oder bediirfen diverse Umwandlungen in reaktive Zwischenprodukte.

Eine sehr haufig genutzte Moglichkeit zur Modifizierung ist die Oxidation der Hydroxylgrup-
pe. Dies geschieht in der Regel iiber die TEMPO-Oxidation, wie sie auch fiir Polysaccharide
allgemein gut beschrieben ist.[97-99] Dabei wird eine primére Hydroxylgruppe in alkalischem
Medium mittels des TEMPO-Radikals (2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl) in Anwesenheit
von Hypochlorit und Bromid zur Aldehydgruppe und Carboxylgruppe (bzw. sekundére
Hydroxylgruppen zu Ketonen) oxidiert.[100, 101] Durch zahlreiche Studien, vor allem an
Cellulose, ist bekannt, dass die Reaktion an Polysacchariden in aller Regel regioselektiv an der
primédren Hydroxylgruppe abléuft.[98, 99, 102-104] Das grundsétzliche Reaktionsschema der
TEMPO-Oxidation an Polysacchariden ist in Abbildung 2.5 dargestellt.

In wassriger, alkalischer Losung wird zunédchst Bromid zu Hypobromit oxidiert, welches
anschlieflend das TEMPO-Radikal oder das reduzierte Hydroxylamin zum N-Oxoammoniumion
oxidiert. Dieses Kation oxidiert dann wiederum die Hydroxylgruppe des Polysaccharids.
Durch Hydration des entstandenen Aldehyds erfolgt in einem weiteren Schritt die Oxidation
zur Carboxylgruppe. Durch konstante Zugabe an NaOH wird durch Deprotonierung der
Sauregruppe der pH-Wert konstant gehalten. Wahrend TEMPO und Bromid katalytisch wirken,
wird Hypochlorit aktiv verbraucht. Um ein Mol an Hydroxylgruppen zur Carboxylgruppe

OH

NaCl NaOBr TEMPO (o)

I
. OH
NaOCI NaBr Ho/é\/
OH OH OH
N
| 0 NaOH (o)
OH HO —> Ho

OH O'Na*

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der TEMPO-Oxidation der primiren Hydroxylgruppe
von Polysacchariden in wéssriger, alkalischer Losung. Die Kugel stellt das Polysaccharidriickgrat
dar. Eigene Darstellung nach [99].
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umzuwandeln, sind zwei Mol Hypochlorit notwendig. Speziell zur Oxidation von Agarose
gibt es einige Beispiele. Forget et al. haben via TEMPO-Oxidation carboxylierte Agarose
hergestellt, welche ein anderes Verhalten bei der Gelbildung zeigte.[105] Wahrend native
Agarose in der Sekundérstruktur der o-Helix erstarrt, bildet die carboxylierte Agarose
eine B-Faltblattstruktur. Durch Mischen von nativer und carboxylierter Agarose erhielten
sie Hydrogele mit kontrollierbaren mechanischen Eigenschaften. Die gleiche Arbeitsgruppe
nutzte carboxylierte Agarose gelost in ionischer Fliissigkeit zudem zur Herstellung von
Fasermatten durch Electrospinning.[106] Durch die Integration und Freisetzung der ionischen
Flussigkeit [BMIM]CI wiesen die Matten eine antimikrobielle Aktivitat auf. Die Oxidation
zur Carboxylgruppe wird allerdings auch als Zwischenschritt genutzt, um anschliefend
eine weitere Funktionalisierung durchzufiithren. Yixue et al. erhielten durch TEMPO-
Oxidation maximale Oxidationsgrade von etwa 30 %. AnschlieBend wurde Dopamin mittels
Aktivierung der Carboxylgruppe durch EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid)
an Agarose angehédngt. Den gleichen Reaktionsweg nutzen Chu et al., die aus der Dopamin-
funktionalisierten Agarose eine Art Sprithpflaster herstellten, welches eine gute Hautadhésion
und Wundheilung zeigte.[107] Yamada et al. modifizierten Agarose mit verschiedenen Peptiden,
um eine dreidimensionale Zellanhaftung in der Zellkultur zu ermoglichen. Hierzu nutzten sie die
TEMPO-Oxidation mit Iodbenzendiacetat anstelle von Natriumhypochlorit zur Darstellung
der Aldehydgruppe an der G6-Position.[108] AnschlieBend wurden die Peptide tiber eine
Thiazolidinkopplung an die Aldehydgruppen angehéngt.

Eine andere, hiufiger genutzte Funktionalisierung ist die Uberfiihrung der Hydroxylgruppe
in eine Etherbindung. Altere Studien, welche den Einfluss der Methoxygruppen auf das
Gelierungsverhalten der Agarose untersuchten, nutzten Dimethylsulfat zur Alkylierung der
Hydroxylgruppen.[109, 110] Aktuellere Studien (siehe auch Abbildung 2.6) nutzen in der Regel
Epoxide zur Oxyalkylierung. Zhang et al. nutzen Ethylenoxid, Propylenoxid und Butylenoxid
in alkalischem Medium zur Synthese von Hydroxyethyl-, Hydroxypropyl- und Hydroxybu-
tylagarose.[111] Die entstandenen Produkte wiesen allesamt niedrigere Gelierungspunkte auf.
Anstelle der zuvor genannten Epoxide wird aulerdem oft Epichlorhydrin eingesetzt, um das
Polysaccharid mit der funktionellen Epoxygruppe zu versehen. Im Anschluss wird diese dann
entweder zur Hydroxylgruppe reduziert[112] oder fiir weitere Funktionalisierungen genutzt.
Dabei kann die Epoxygruppe mit NagSoOs und Dithiothreitol[113, 114] oder direkt mit
NapS[112] zum Thiol reduziert werden, was die Moglichkeit fiir Disulfidbriicken erdffnet, die in
der Proteinimmobilisierung zum Einsatz kommen kénnen. Zur Glycerylstruktur hydrolysierte
Epoxide kénnen mit Periodat zu Aldehydgruppen oxidiert werden, die mit Aminogruppen von
Proteinen reagieren kénnen.[112, 115]

Epichlorhydrin wird zudem auch als Vernetzer eingesetzt. So koénnen beispielsweise
chemisch vernetzte Gele aus Agarose und Hyaluronsiure hergestellt werden.[80] Durch die
Verwendung von Divinylsulfon lassen sich sowohl vernetzte Agarosegele als auch funktionelle
Gele zur Proteinimmobilisierung herstellen.[118] Eine weitere Moglichkeit ist die Nutzung
von Chloressigsaure zur Herstellung von Carboxymethylagarose, analog zur bekannten und
industriell verwendeten Carboxymethylcellulose.[116] Mit zunehmendem Substitutionsgrad
nimmt allerdings die Fahigkeit Gele zu bilden drastisch ab. Auch kationische funktionelle

Gruppen lassen sich iiber Epoxide an Agarose anbringen, wie Prado et al. zeigten, in dem sie
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Abbildung 2.6: Verschiedene Moglichkeiten der Oxyalkylierung von Agarose basierend auf Lite-
raturbeispielen. Die Kugel stellt das Agarosertiickgrat dar. A: Darstellung Carboxymethylagarose
[116], B: Reaktionen mit Epichlorhydrin [112, 113], C: Reaktionen mit Epoxiden [111, 117], D,E:
anschlieBende Thiolfunktionalisierung und Disulfidbindung von Peptiden[112-114], F-H: Hydrolyse,
Oxidation zur Aldehydgruppe und Reduktion zum Amin[112, 115].

2,3- Epoxypropyltrimethylammoniumchlorid in situ aus 3-Chlor-2-hydroxypropyltrimethylam-
moniumchlorid herstellten und an Agarose ankniipften.[117]

Den grofiten Anteil der Synthesen bilden allerdings Umsetzungen zu Estern, Amiden und
Carbamaten in zahlreichen Varianten. Dabei kdnnen Agarose und die gewiinschte Funktiona-
lisierung direkt umgesetzt werden, es kann iiber eine aktive Zwischenstufe geschehen, oder
das Produkt der Synthese ist Ausgangsstoff fiir die eigentlich gewiinschte Funktionalisierung.
Eine Ubersicht iiber verschiedene Reaktionswege ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Direkte
Veresterungen werden in der Regel mit Sdureanhydriden oder Séurechloriden durchgefiihrt.
Garcia et al. nutzten Essigsaureanhydrid zur Darstellung von acetylierter Agarose[119], wiahrend
De Paepe et al. mit Methacrylsdureanhydrid Agarosemethacrylat herstellten, welches sich
mittels UV-Licht vernetzen lieB und so deutlich stabilere Gele entstanden sind.[120] Xiao
et al. nutzen diverse Fettsdurechloride, um mit Agarose die entsprechenden Fettsédureester als
Emulgatoren herzustellen.[121] Die gleiche Arbeitsgruppe nutzte zu diesem Anwendungszweck
aufferdem Bernsteinsdureanhydridderivate fiir die Veresterung von Agarose.[121, 122] In einer
Studie von Trivedi et al. wurden Essigsdureanhydrid zur Acetylierung und Phenylisocyanat zur
Bildung eines Carbamats in der ionischen Flissigkeit 1-Butyl-3-methylimidazoliumacetat an
der G6-Position der Agarose verwendet.[123] Gele dieses Carbamats in der ionischen Flissigkeit
zeigten selbstheilende Eigenschaften.

Auflerdem finden Veresterungen oder Amidbildungen oft unter Zuhilfenahme von Aktivie-
rungsreagenzien wie DCC/DMAP (N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid /4-Dimethylaminopyridin)
oder CDI (Carbonyldiimidazol) statt. Kondaveeti et al. verkniipften Agarose iber DCC/DMAP
mit Tryptophan, welches in einem weiteren Schritt mit Genipin funktionalisiert wurde, um

ein fluorezierendes Hydrogel zu erzeugen.[129] Zur kovalenten Verkniipfung von Agarose mit
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Abbildung 2.7: Ausgewahlte Moglichkeiten der Funktionalisierung von Agarose basierend auf
Literaturbeispielen. Die Kugel stellt das Agaroseriickgrat dar, R und R’ bezeichnen organische
Reste. A: Veresterung mit Sdureanhydriden oder Sdurechloriden [119, 121], B: Carbamatsynthese
aus Isocyanat [123], C: Sulfatierung mit SO3-Pyridin-Komplex[124], D: Aktivierung mit CDI[125],
E: Aktivierung mit Phenylchlorformiat[126], F: anschlieBende Aminolyse zum Carbamat[125, 126],
G-H: Aktivierung mit Tosylchlorid mit anschliefender Umsetzung zu Azidoagarose und Reduktion
zu Aminoagarose.[127, 128]

Gelatine wurde zunédchst Agarose mit CDI aktiviert, bevor Gelatine {iber eine Carbamatbindung
angebunden wurde.[125] Die resultierenden Gele zeigten erheblich verbesserte Zelladhésionen
und -morphologien als reine Agarosegele oder eine einfach Mischung aus Agarose und Gelatine.
Auch Zhang et al. nutzen CDI zur Aktivierung von Agarose, bevor Ethylendiamin als
Vernetzer eingestezt wurde.[130] Ahnlich ist der Syntheseweg zum Carbamat iiber eine
Carbonatzwischenstufe. Seidi et al. stellten Agarosephenylcarbonat in DMAc/Pyridin mit
einem DS von 0,5 her und wandelten dies anschlieend mit N, N-Dimethylaminopropylamin
(DMAPA) zum entsprechenden Carbamat um.[126] Dieses wurde dann in Polyethersulfon-
Membranen zur Gaspermeation eingesetzt. Auch die Aktivierung von Agarose mit Tosylchlorid
ist eine Moglichkeit, um andere funktionelle Gruppen an das Polysaccharid zu kniipfen.[127]
Hier haben Gericke et al. umfangreiche Studien zu Reaktionsbedingungen der Tosylierung und
anschliefender Reaktion mit Aziden und Ethylendiamin angestellt. Den gleichen Reaktionsweg
iiber Toyslagarose und Azidoagarose nutzten Heuko et al. zur Darstellung von Aminoagarose,
welche auf ihre antimikrobielle Eignung hin untersucht wurde.[128] Eine andere Moglichkeit
zur Darstellung von Aminoagarose ist die Reaktion von Phthalimid mit anschlieBender
Hydrazinolyse.[131] Diese Aminoagarose lassen sich dann mit Carbonséduren zu Amiden
umsetzen. Anstelle der Reduktion der Azidgruppe ist auch eine Anwendung in der , Click-
Chemie® denkbar, bei der Azidgruppen und Alkine in einer Cycloadditionsreaktion miteinander
gekoppelt werden.[132] Aktivierte Tosylagarose und anschlieende Kopplung von Ethylendiamin

nutzten Kim et al. um dort tber eine Amidbindung Monosuccinyl-3-Cyclodextrin zur
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Freisetzung hydrophober Wirkstoffe zu koppeln.[133] Rahman et al. stellten verschiedene
Agarosederivate mit Floureszenztags und immobilisierten Wachstumsfaktoren nach CDI-
Aktivierung von Agarose her.[134] Dafiir nutzten sie Ethylendiamin (Aminofunktionalisie-
rung), Mercaptoessigsidure (Carboxylfunktionalisierung) und Coumarinsulfid (geschiitzte
Thiolgruppe), bevor die EDC/N-Hydroxysulfosuccinimid-aktivierten Proteine iiber diese
Funktionalisierungen gekoppelt wurden. Chhatbar et al. nutzten ein Zwischenprodukt aus
Iodoagarose zur Synthese von Agarosesaccharat[135], wahrend Oza et al. Kaliumpersulfat als
Radikalbildner zur Verkniipfung von Agarose mit Adenin und Guanin einsetzten.[136, 137] Als
weitere Option ist auch die Sulfatierung der G6-Position anzusehen. Dies kann entweder tiber die
Reaktion mit DCC und Schwefelséure geschehen,[138] oder iiber den Schwefeltrioxid/Pyridin-
Komplex, meist durchgefithrt in DMF und Pyridin[124, 139] oder durch in situ Erzeugung des
Komplexes durch Eintropfen von Chlorsulfonséure in Pyridin bei 0°C.[140]
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2.4 Wirkstofffreisetzung und kinetische Modelle

Die kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen, z. B. Antibiotika, Entziindungshemmer oder
Wachstumsfaktoren fiir Zellen, steht zunehmend im Fokus der regenerativen Medizin. Die
Integration in das Tragermaterial hat den Vorteil, dass die Wirkstoffe direkt an Ort und Stelle
gelangen, ohne zuvor den Metabolismus des Korpers zu durchlaufen. Sie kénnen somit schneller
wirken und werden im Idealfall iiber einen ldngeren Zeitraum freigesetzt, ohne durch hohe
Dosierungen den Blutspiegel zu belasten. Die gréfite Herausforderung ist aktuell die kontrollierte
Freisetzung leicht wasserloslicher Wirkstoffe iiber einen liangeren Zeitraum. Dieses Kapitel
beleuchtet Anwendungen und Herausforderungen in der kontrollierten Wirkstofffreisetzung
und geht auf die verschiedenen mathematischen Kinetikmodelle ein, mit denen die Freisetzung

charakterisiert und evaluiert werden konnen.

2.4.1 Mechanismen der Wirkstofffreisetzung

Grundsétzlich gibt es verschiedene Mechanismen, mit denen eine kontrollierte oder verzogerte
Wirkstofffreisetzung beschrieben werden kann. Diese Mechanismen koénnen einzeln oder
gemeinsam, aber auch nacheinander in verschiedenen zeitlichen Phasen einer Freisetzung
geschwindigkeitsbestimmend sein. Zu den géngigsten Mechanismen gehoren Diffusion, das
Auflosungsverhalten des Wirkstoffs, sowie Quellung und Erosion der Matrix.[3] Der Voll-
stdndigkeit halber seien auch weitere Mechanismen wie Osmose, Verteilung des Wirkstoffs
in hydrophiler und hydrophober Phase und das sogenannte ,drug targeting®, bei dem der
Wirkstoff mit modifizierten Trager im Korper gezielt in bestimmte Bereiche gebracht wird,
genannt. Diese spielen fiir die vorliegende Arbeit allerdings keine Rolle. Zusédtzlich muss
zwischen dem tatséchlichen Freisetzungsmechanismus, dies ist der Prozess, durch den der
Wirkstoff freigesetzt wird, und den geschwindigkeitsbestimmenden Prozessen, das meint alle
Prozesse, welche die Freisetzungsrate beeinflussen, unterschieden werden.[141] Allerdings wird
in der Literatur diese zum Teil feine Unterscheidung haufig nicht getroffen oder ist je nach
Freisetzungssystem nicht abschlieSend aufklarbar.

In den meisten Féllen der Wirkstofffreisetzung und vor allem bei Nutzung von Hydrogelen
als Freisetzungssystem, ist der tatséchliche Freisetzungsmechanismus die Diffusion durch
offene, wassergefiillte Poren. Diffusion beschreibt Bewegung von Teilchen in Losungen, die
nicht durch Konvektion, sondern allein durch Konzentrationsgradienten hervorgerufen wird.
Zur Beschreibung der Diffusion und Herleitung diffusionsbasierter Kinetikmodelle werden die
FICK’SCHEN Gesetze verwendet.[3, 142] Das erste FICK’SCHE Gesetz (Gleichung 2.1) beschreibt
die Proportionalitéit des Teilchenstroms J zur Anderung der Konzentration ¢ entlang einer

Strecke x. Diese Proportionalitdt wird durch den Diffusionskoeffizienten D beschrieben.

de

J=-D. .—
dx

(2.1)
Uber den Grundsatz der Massenerhaltung ergibt sich die Diffusionsgleichung (Zweites

FICK’SCHES Gesetz, Gleichung 2.2), womit Konzentrationsunterschiede abhéngig von der Zeit ¢

beschrieben werden konnen.
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dc D 0%

=P o2 (22)

Allerdings gelten diese Gleichungen nur fiir konstante Diffusionskoeffizienten in symmetri-
schen und isotropen Medien mit planen Diffusionsoberflichen. Somit wird die mathematische
Beschreibung der Diffusion aus realen, dreidimensionalen Systemen bereits bei einfachen
Trégern ohne Reservoir sehr komplex. Der Diffusionskoeffizient D beschreibt die Mobilitét
des Wirkstoffs im Medium und ist daher abhéngig von Temperatur, Druck, Losemittel sowie
Form des Wirkstoffs und im Falle von Hydrogelen auch von der Porengrofie.[3, 143] Diese
Komplexitat hat dazu gefithrt, dass bei der Beschreibung der Freisetzungskinetik (siehe
Kapitel 2.4.3) mathematische (Teil-)Losungen der Diffusionsgleichung im dreidimensionalen
Raum und empirische Formeln genutzt werden.

Die Geschwindigkeit der Diffusion oder die Diffusionsrate wird in den meisten Féllen von
weiteren Prozessen beeinflusst. So kann das Aufquellen eines polymeren Trégers die Diffusion
begiinstigen, wenn dadurch Poren vergréflert oder durch Eindringen des Wassers die Hydrolyse
der Matrix und damit deren Erosion beginnt.[3, 143] Ebenso kénnen Wechselwirkungen zwischen
dem an sich ungebundenen Wirkstoff und der Trigermatrix die Diffusion verlangsamen, zum
Beispiel elektrostatische Wechselwirkungen in Polyelektrolytsystemen, aber auch hydrophobe
Wechselwirkungen mit Cyclodextrinen oder aliphatischen Bereichen der Tragermatrix. Feste
Wirkstoffe, die bei Kontakt mit Wasser beginnen sich darin zu 16sen, kdnnen ebenfalls zur
kontrollierten Freisetzung verwendet werden, vor allem dann, wenn sich der Wirkstoff nur sehr
langsam 16st. Alternativ kann der Wirkstoff beschichtet oder verkapselt werden, sodass erst nach
Aufquellen oder Erosion der Schicht der Losungsvorgang und damit die Freisetzung beginnt.
Erosion kann auch direkt der Freisetzungsmechanismus sein, wenn ein im Polymer verteilter
Wirkstoff nur durch Abbau der Matrix freigesetzt wird. In diesen Féllen ist die Abbaurate des
Polymers gleich der Freisetzungsrate des Wirkstoffs. In den meisten Fallen ist die Matrixerosion
allerdings eher ein geschwindigkeits-bestimmender Schritt, da das Eindringen von Wasser in
die Matrix Poren schafft und anschliefend Diffusion durch diese Poren stattfindet.[141] All
diese Prozesse treten meist gemeinsam auf: oft findet eine schnelle Freisetzung via Diffusion
aus den Randbereichen des Tragers statt, gefolgt von einer langsameren Phase, in der Quellung

und Erosion oder Wirkstoff-Matrix-Wechselwirkungen die Diffusion stark beeinflussen.[143]

2.4.2 Moglichkeiten der Wirkstofffreisetzung

Da die meisten Freisetzungssysteme im Bereich der regenerativen Forschung letztlich auf
dem Prinzip der Diffusion basieren, konnen verschiedene Kategorien an Freisetzungssystemen
identifiziert werden.[144] Zum einen Reservoirsysteme mit und ohne konstanter Freisetzungs-
aktivitdt und zum anderen Matrixsysteme (im Englischen auch ,,monolithic systems*) mit
und ohne konstanter Aktivitdt. Zudem werden verschiedene Geometrien unterschieden, da
diese jeweils andere Annahmen und Randbedingungen fiir die Modellierung der Freisetzung
erfordern. Abbildung 2.8 zeigt beispielhaft die verschiedenen Moglichkeiten zur Einstufung der

Diffusionssysteme.
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Abbildung 2.8: Kategorisierung diffusionsbasierter Freisetzungssysteme. Es wird zwi-
schen Reservoirsystemen und Matrixsystemen, sowie zwischen Systemen mit konstanter und
nicht-konstanter Aktivitdt unterschieden. Zudem sind die grundséitzlichen Geometrien Platte,
Zylinder und Kugel dargestellt. Eigene Darstellung nach [144].

Unter Reservoirsysteme fallen alle Systeme, die den Wirkstoff in einem Bereich vorliegen
haben und dann eine Art Barriereschicht aufweisen, sodass der Wirkstoff nicht direkt freigesetzt
wird, sondern erst nach Quellung oder Erosion der Barriere oder nach Diffusion durch
die Barriere selbst. Am anschaulichsten sind hydrophob beschichtete Kapselsysteme, aus
denen ein hydrophiler Wirkstoff erst nach einer gewissen Zeit freigesetzt wird. Je nach
Vorliegen des Wirkstoffs unterscheidet man zwischen konstanter und nicht konstanter Aktivitét.
Ist der Wirkstoff im Reservoir bereits gelost, wird er mit Beginn der Freisetzung durch
Diffusion aus diesem transportiert. Dies geschieht zu Beginn schneller und mit abnehmender
Wirkstoffkonzentration im Reservoir immer langsamer. Hier spricht man von nicht-konstanter
Aktivitat. Liegt der Wirkstoff hingegen ungeldst und in héherer Konzentration als der Loslichkeit
vor, wird so lange eine konstante Menge Wirkstoff freigesetzt wie die Sattigungskonzentration
im Reservoir iiberschritten ist. Durch Kenntnis des Losungsverhalten kann so iiber lange
Zeit eine gleichbleibende Freisetzungsaktivitdat gewéhrleistet werden. Erst zum Ende hin,
wenn die Sattigungskonzentraion unterschritten wird, geht das System in eine nicht-konstante
Freisetzungsaktivitiat iiber. Im Gegensatz zu den Reservoirsystemen ist der Wirkstoff in
Matrixsystemen im gesamten Tréger homogen verteilt. Dabei kann der Wirkstoff geldst oder
suspendiert vorliegen und je nach Wirkstoffkonzentration (tiber /unter Séttigungskonzentration)
kann auch hier zwischen einer konstanten oder nicht-konstanten Aktivitdt unterschieden werden.
Bezogen auf die Geometrie unterscheidet man in der Regel zwischen Platten (Filme), Zylindern
und Kugeln (Sphéren).[144] Fiir all diesen Geometrien gibt es Losungen der Diffusionsgleichung,
wobei einige Annahmen getroffen werden miissen. Bei Filmen oder &hnlichen planen Fldchen
mit nicht zu grofier Dicke geht man bei der Betrachtung der Diffusion davon aus, dass diese nur
iiber die grofien Flachen und nicht etwa iiber die Seitenflichen stattfindet. Somit berticksichtigt

man bidirektionale, bzw. je nach Modell sogar nur unidirektionale Diffusion. Ein Reservoir
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befindet sich bei Platten in der Modellierung genau mittig in der Platte und erstreckt sich bis zu
den Seitenflichen. Bei Zylindern geht man von lediglich radialer Freisetzung aus, ein Reservoir
befindet sich axial in der Mitte und erstreckt sich iiber die gesamte Hohe des Zylinders. Bei
Sphéren findet die Freisetzung iiber die gesamte Oberfliche gleichméfig statt, ein Reservoir
befindet sich genau mittig in der Kugel. In der Praxis werden sphérische Systeme sowohl als
Matrixsysteme[145-147] als auch als Reservoirsysteme[148] eingesetzt. Der Wirkstoff kann
sowohl gelost als auch in fester Form vorliegen, teilweise ist der ungeloste Wirkstoff auch
gleichzeitig Trager fiir eine Beschichtung. In aller Regel werden aber diverse Polymer- oder
Kompositsysteme als Tragermaterial eingesetzt. Neben Sphéren finden in der regenerativen
Forschung wegen der einfachen Herstellung auch Zylinder sowie Matten und Quader meist als
Matrixsysteme Anwendung[81, 85, 149]. Dartiber hinaus gibt es injizierbare Hydrogele, die
an Ort und Stelle vernetzen[150-152] und so die (komplexe) Geometrie der Implantatstelle
annehmen sowie individuell angepasste, 3D-gedruckte Geometrien.[153-155] Die Freisetzung
aus diesen Systemen ist allerdings in aller Regel nur qualitativ und nicht mathematisch

beschrieben.

2.4.3 Modelle zur kinetischen Beschreibung von Freisetzungskurven

Um die Wirkstofffreisetzung einerseits objektiv mathematisch zu beschreiben und die
Freisetzung zu einem gewissen Grad vorhersagen zu konnen, wurden iiber die Jahrzehnte diverse
kinetische Modelle entwickelt. Diese reichen von einer rein mathematischen Beschreibung von
Teilen der Freisetzungskurve iiber Modelle, die Aufschluss iiber den Mechanismus geben, bis
hin zu komplexen nicht-linearen Modellen, mit denen auch eine Abschétzung der Freisetzung

iiber den beobachteten Zeitraum hinaus maoglich ist.

Zero-Order-Modell

Das einfachste Modell ist das Modell nullter Ordnung (Gleichung 2.3), eine konstante
Freisetzung des Wirkstoffs. Hierbei hingt die freigesetzte Stoffmenge des Wirkstoffs lediglich
von der Zeit ¢t ab. Im einfachsten Fall ist die Stoffmenge zu Beginn ny = 0, Ky beschreibt die
Freisetzungskonstante. Diese gleichméflige Freisetzung ist oft bei transdermalen Reserviorsy-

stemen, die iiber lange Zeit konstant den Wirkstoff abgeben, anzutreffen.[3]

n(t) =ng+ Kp-t (2.3)

First-Order-Modell (FO)

Das ,,First Order“-Modell kennzeichnet eine Freisetzung mit Kinetik erster Ordnung, die
sich bei gleichbleibender Oberfliche des Freisetzungssystems nach Gleichung 2.4 beschreiben
lasst.[3]

f) =My =My —B-e ™ (2.4)
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2.4 Wirkstofffreisetzung und kinetische Modelle

Hierbei entspricht M; dem Anteil freigesetztem Wirkstoff zum Probenahmezeitpunkt,
My dem maximal freizusetzenden Wirkstoffanteil und k der Freisetzungsrate. Es gilt zudem
B = My, — My, wobei My dem zum Zeitpunkt ¢ = 0 bereits freigesetzten Anteil entspricht.
Wenn sich zu Beginn der Freisetzungsversuche noch kein Wirkstoff im Medium befindet,

vereinfacht sich die Formel zu:
f(t)=M; = My - (1 — ek (2.5)

Higuchi-Modell

Ein sehr bekanntes und oft angewendetes Freisetzungsmodell ist das HiGUCHI-Modell, welches
eines der ersten empirischen Freisetzungsmodelle ist und an der Wirkstofffreisetzung aus Salben
entwickelt wurde.[142, 156]

ft)=Kpg -Vt (2.6)

Das Modell (Gleichung 2.6) beschreibt die Freisetzung als proportional zur Wurzel der Zeit t.
In der Higuchi-Konstante K sind diverse Faktoren wie Loslichkeit und Diffusionskoeffizient
des Wirkstoffs in der Matrix, Anfangsgehalt des Wirkstoffs in der Matrix sowie Matrixporositét
und Matrixtortuositit (,,Grad der Gewundenheit“) enthalten. Allerdings setzt das HIGUCHI-
Modell einige Punkte voraus: In der Matrix liegt der Wirkstoff in hoherer Konzentration als
der Loslichkeit vor, die Dicke der Matrix ist deutlich grofier als die Wirkstoffmolekiile, die
Diffusion hat einen konstanten Diffusionskoeffizienten und findet zudem nur in eine Richtung
statt, die Endkonzentration im Medium liegt deutlich unterhalb der Léoslichkeit und die Matrix
unterliegt weder Quellung noch Erosion.[142, 157, 158] Diese Einschriankungen zeigen, dass
das Modell fiir dreidimensionale Freisetzungssysteme nicht geeignet ist, noch dazu, wenn es

sich um Hydrogele oder aufquellende oder erodierende Polymersysteme handelt.

Korsmeyer-Peppas-Modell (KP)

Das KORSMEYER-PEPPAS-Modell beschreibt eine empirisch ermittelte exponentielle Freiset-
zungskinetik aus polymeren Matrices.[159, 160]

M;
Moy

f(t) = =K-t" (2.7)

Hierbei entspricht M., wieder dem maximal freizusetzenden Stoffmengenanteil, K be-
schreibt die Freisetzungskonstante und umfasst auch strukturelle und geometrische Eigenheiten
des Systems und der Exponent n beschreibt die Art der Diffusion. So lassen sich {iber den Wert
n FICK’SCHE und Nicht-F1ck’SCHE Diffusion (Anomaler Transport und Relaxationseffekte)
identifizieren. Ein Wert von n = 0,5 (fir diinne Filme; fiir Zylinder gilt n = 0,45, fiir Sphéren
n = 0,43) beschreibt FI1ck’sCHE Diffusion, dariiber findet Anomaler Transport statt, bei
dem die Relaxation des Polymers bereits deutlichen Einfluss hat. Fiir das KORSMEYER-
PEPPAS-Modell gilt die Einschrinkung, dass es nur fiir die ersten 60% der jeweiligen
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2.4 Wirkstofffreisetzung und kinetische Modelle

Freisetzungskurve anwendbar ist und Breite und Hohe der Matrix sich maximal um den
Faktor 10 unterscheiden.[159]

Peppas-Sahlin-Modell (PS)

Das PEPPAS-SAHLIN-Modell ist eine Erweiterung des KORSMEYER-PEPPAS-Modells und bein-
haltet einen weiteren Term, um Beitrdge von Diffusion und Relaxation beim Wirkstofftransport

differenzieren zu koénnen.[161]

M;

=Ky -t" 4+ Ky - 2™ 2.8
Mo 1 + Ko (2.8)

ft) =

K1 und Ky beschreiben dabei die Geschwindigkeitskonstanten der Diffusion, bzw. der
Relaxation, wiahrend der Exponent m dem Wert von n fiir FICK’SCHE Diffusion aus dem

KORSMEYER-PEPPAS-Modell entspricht und ebenfalls konstant ist.

Weibull-Modell (WB)

Das WEIBULL-Modell liefert keine Informationen iiber Transportmechanismen sondern dient
hauptsachlich der mathematischen Beschreibung und dem direkten Vergleich verschiedener
Freisetzungskurven.

M;

f(t)IMOO =1—eXpl

—(t—T)b] (2.9)

a

Dabei beschreibt T' einen Zeitversatz, der bei Systemen mit burst release allerdings in der
Regel Null betragt.[3, 162] Die Parameter a und b beschreiben Skalierungs- und Formfaktoren.
Genauer gesagt ldasst sich mit b die Form der Kurve beschreiben: bei b = 1 verlduft sie
exponentiell, bei b > 1 sigmoidal und bei b < 1 als Hyperbel mit steilerem Beginn und flacherem
Ende als der exponentielle Verlauf. Der Parameter a gibt Auskunft {iber den zeitlichen Verlauf,
allerdings ist es an dieser Stelle praktikabler, den Wert der Freisetzungszeit (urspr. ,time
of dissolution®) ty = ¥/a anzugeben. Dieser ergibt sich aus der Linearisierung der WEIBULL-
Gleichung und beschreibt den Zeitpunkt, an dem 63,2 % der jeweiligen Freisetzungskurve
erreicht sind, womit sich die Freisetzungskurven gut untereinander vergleichen lassen.[162]

Dariiber hinaus gibt es noch viele weitere mathematische Modelle, die fiir spezielle
Anwendungen, Matrixtypen oder -geometrien entwickelt wurden, allerdings nicht zu den in
dieser Arbeit verwendeten Freisetzungssystemen passen. Fir mehrphasige Freisetzungsprofile
wie ein schneller burst release mit anschlieBender verzogerten Phase werden oft die einzelnen
Phasen getrennt mit verschiedenen Modellen ausgewertet.[141] Dies kann zur Ermittlung der
(Teil-)Mechanismen fithren, erlaubt allerdings keine Vorhersage des weiteren Freisetzungsver-

laufs, falls diese noch nicht abgeschlossen sein sollte.

Objektive Bewertung der Kurvenanpassung

Zur objektiven Bewertung der Kurvenanpassung bietet sich die Anpassungsgiite der Funktion an
die experimentellen Daten an. Hiufig wird das Bestimmtheitsmaf8 R? als einfaches Ma$ fiir die

Anpassungsgiite betrachtet. Bei nicht-linearen Kurvenanpassungen verliert R? allerdings seine
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2.4 Wirkstofffreisetzung und kinetische Modelle

Aussagekraft, da mehrere Modelle mit unterschiedlicher Anzahl Parameter verglichen werden
und so die Grundvorausetzungen fiir die Anwendung von R? nicht mehr gegeben sind.[163, 164]
So liegen die Unterschiede in R? bei nicht-linearen Anpassungen von Modellen mit mehreren
Parametern selbst bei hoherer Varianz oft erst in der vierten Nachkommastelle.[164] Fiir solche
Bewertungen kénnen Informationskriterien wie AKAIKE'’S Information Criterion (AIC) oder
das Bayessche Informationskriterium (Bayesian Information Criterion, BIC') genutzt werden,
welche die Reststandardabweichung (RSS) der Anpassung mit der Zahl der Datenpunkte
N und der Zahl der Parameter P kombinieren und mittels Strafterm das weniger komplexe
Modell bevorzugen.[165-167]

AIC:N-lnRTSS—i—QP (2.10)
BIC':N~lnRSS+P-lnN (2.11)

Beide Modelle sind sich mathematisch sehr &hnlich und unterscheiden sich lediglich in der
Strenge des Strafterms. Das BIC eignet sich eher fir grofie Stichproben (Datenpunkte), da
dort der Strafterm logarithmisch mit der Anzahl Datenpunkte wéchst, wihrend beim AIC' der
Strafterm nur von der Zahl der Parameter abhéngt. Bei beiden Modellen gilt, dass ein kleinerer
Wert zu bevorzugen ist. Fiir das AIC' existiert noch eine korrigierte Variante AIC, fiir kleine
Stichprobengrofien (Gleichung 2.12) mit V/p < 40, um das Problem des ,,Overfittings®, der

Auswahl eines Modells mit zu vielen Parametern, zu minimieren.[168]

RSS 2P%? + 2P
op4+ T 2.12
N TN (2.12)

AIC.= N -In

Um die verschiedenen getesteten Modelle zu vergleichen, kénnen die ermittelten AIC,
normiert und als Wichtungen w ausgedriickt werden. Dazu wird fiir jedes AIC,, die Differenz
A; zum niedrigsten Wert AIC,, . ermittelt.

A; = AIC, — AIC

Cmin

(2.13)

Mit den A;-Werten lassen sich die Modelle aufsteigend ordnen und die Wichtungen w;,
sowie letztlich die Wahrscheinlichkeiten berechnet werden, dass das jeweilige Modell unter den

untersuchten das geniigsamste, also bei guter Restvarianz das einfachste, Modell ist.[167, 169]

exp (—A;/2)

T R
> exp(~A,/2)
r=1

(2.14)

%

Das AIC., liefert eine Aussage dariiber, welches von den ausgewdhlten Modellen am Besten
zu den experimentellen Daten passt. Es bewertet allerdings nicht, ob es das beste Modell unter
allen moglichen Modellen ist.[3, 170, 171]
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3.1 Synthese ionischer Agarosederivate

3.1 Synthese ionischer Agarosederivate

Agarose bietet die Eigenschaft, thermoreversible Hydrogele zu bilden und kommt im Gegensatz
zu Alginat und Carrageen ohne ionische Gelbildner aus. Dafiir weisen Tragermaterialien aus Aga-
rose zwar Biokompatibilitdt und Zellvertraglichkeit, allerdings keine Zelladhédsion auf. Zudem
bietet Agarose als neutrales Molekiil kaum Méglichkeiten fiir elektrostatische Wechselwirkung
mit Wirkstoffmolekiilen. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, ionische Agarosederivate zu
synthetisieren und charakterisieren, die nach Moglichkeit die Eigenschaft der thermoreversiblen
Gelbildung behalten, oder als Polyelektrolyte einsetzbar sind. Dafiir wurden als anionisches
Derivat Agarosesulfate und als kationisches Derivat Agaroseammoniumcarbamate hergestellt.
Deren Eignung als Materialkomponente fiir die verzogerte Wirkstofffreisetzung wird im

Anschluss in Kapitel 3.3 untersucht.

3.1.1 Synthese und Charakterisierung von Agarosesulfat

Die Veresterung von Polysacchariden mittels eines aktiven Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplexes
ist eine gingige Moglichkeit zur Darstellung von Schwefelsdurehalbestern (im Folgenden
Polysaccharidsulfate).[6, 172] Typischerweise wird die Reaktion (Abbildung 3.1) in aprotisch-
polaren Losemitteln wie DMF, DMAc oder organischen Basen wie Pyridin durchgefiihrt.
Basierend auf eigenen Vorarbeiten in DMAc und DMF wurde die Veresterung von Agarose nun
mit einem SO3-Pyridin-Komplex in der ionischen Fliissigkeit 1-Butyl-3-methylimidazolium-
chlorid ([BMIM]CI) mit DMF als Co-Solvens durchgefiihrt. Durch den Einsatz von ionischer
Fliissigkeit konnen schonendere Bedingungen wahrend des Losungsvorgangs und der Reaktion
gewéhlt werden. Durch Variation des Molverhéltnisses zwischen Reagenz und AGE sollten

verschiedene durchschnittliche Substitutionsgrade (DS) erreicht werden.

OH OH o) SO,/Pyridin OR ,OR o
o RT, 2 h o .
~~~~ — ==
) ([BMIM]CI / DMF) .
OH OH OR OR
R = H oder SO;Na (je nach DS)

Abbildung 3.1: Reaktionsschema der Synthese von Agarosesulfat.

Durch Féllen und Waschen wurden zunéchst [BMIM]C], DMF und Pyridin entfernt, durch
Losen in wiassriger NaCl-Losung und Neutralisierung mit NaHCO3 tauschten dann noch
verbleibende [BMIM]-Kationen aus und fiihrten zur Natriumform des Agarosesulfats, welches
durch erneutes Fillen und Waschen gereinigt wurde. In Tabelle 3.1 ist ein Uberblick iiber die
verschiedenen Synthesen, ihre Parameter sowie die resultierenden DS und das Lésungsverhalten

der Produkte in verschiedenen Losemitteln dargestellt.
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Tabelle 3.1: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Synthesen von Agarosesulfaten
durch Umsetzung von Agarose mit SO3-Pyridin-Komplex in Mischungen von 1-Butyl-
3-imidazoliumchlorid und N, N-Dimethylformamid bei Raumtemperatur.

Nr. Moldq. DSP Ausbeute Loslichkeit®
SO3/Py? % H-O H;O DMSO DMSO
RT 80°C RT 80°C

AGS01 0,5 0,18 93 — g + +
AGS02 1 0,49 80 — g + +
AGS03 2 0,57 86 — g + +
AGS04 3 0,65 91 + + + +
AGS05 5 0,91 95 + + + +

#S03/Py: Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplex

® DS: durchschnittlicher Substitutionsgrad

¢ 4 l6slich; — nicht 16slich; g 16slich mit Gelbildung beim Abkiihlen; DMSO: Dimethylsulfoxid;
RT: Raumtemperatur.

Grundsétzlich ldsst sich mit steigendem Einsatz an Reaktionsédquivalenten des SO3-Pyridin-
Komplexes auch eine Zunahme des DS beobachten. Die Ausbeuten betragen dabei durchweg
iiber 80 %. Durch Variation des Molverhéltnisses der Reaktanden konnten DS zwischen 0,18
(AGSO01, 0,5 Aq.) und etwa 0,91 (AGS05, 5 Aq.) erreicht werden. Auffallend ist dabei, dass
die DS bei 1, 2 und 3 Aquivalenten mit 0,49, 0,57 und 0,67 sehr nah beieinander liegen.

Vogl et al. zeigten bei der Sulfatierung von (1—4)-3-D-Galactan in DMF einen linearen
Zusammenhang zwischen eingesetztem Reagenz und resultierendem DS.[124] Auch eigene
Vorarbeiten, bei denen Agarose bei 140 °C in DMAc geldst und anschliefend bei Raumtem-
peratur mit SO3/Pyridin umgesetzt wurde, zeigten diesen Trend. Bei der Verwendung von
[BMIM]CI als Losemittel war dieser Trend nicht tiber alle Reaktionséquivalente zu beobachten.
Die Verdopplung des Molverhéltnisses von 0,5 auf 1 fithrte zu einem deutlichen Anstieg des
DS von 0,18 auf 0,49. Die Zugabe von 2, 3 und 5 Aquivalenten erhéhte den DS dann nur noch
langsamer, allerdings in ebenfalls linearer Abhéngigkeit bis auf einen Wert von 0,91. Wéhrend
alle hergestellten Agarosesulfate in DMSO 16slich waren, zeigte sich bei der Loslichkeit in
Wasser (10mgmL~!) eine Abhingigkeit vom durchschnittlichen Substitutionsgrad. Bis zu
einem DS von etwa 0,6 waren die Agarosesulfate genau wie native Agarose bei Raumtemperatur
nicht wasserloslich. Sie 16sten sich zwar nach Erwarmen auf 80 °C, bildeten aber beim Abkiihlen
wieder ein Gel. Dieses wurde mit zunehmendem DS allerdings instabiler. Ab einem DS von
0,65 16sten sich die Agarosesulfate bereits bei Raumtemperatur in Wasser und bildeten kein
Gel mehr aus. Eine Zugabe von 1M CaCly- oder KCI-Losung fiihrte zu keiner Vernetzung
oder Fallung des Polymers. Agarosesulfat unterscheidet sich somit stark von Alginat oder den
ebenfalls sulfatierten Carrageenen, welche ionotrope Gelierung mit Ca?* bzw. KT aufweisen.

Ein FT-IR Spektrum des synthetisierten Agarosesulfats (AGS04) im Vergleich zu nativer
Agarose ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Die Zuordnung der Banden erfolgte durch Vergleich
mit entsprechender Literatur.[173-175] Die grundlegenden Banden der Agarose finden sich
auch im Agarosesulfat wieder. Besonders prominent sind dabei die Streck-, Schaukel- und
Drehschwingungen der Methylengruppe (v: um 2900, T: 930, p: 773 cm™!) sowie die Banden
der Hydroxylgruppen, letztere als Streckschwingung (v) bei 3400 cm~! und Biegeschwingung

(8) bei 1401 cm™!. Daneben sind noch die asymmetrische Streckschwingung der Acetalstruktur
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(C-0O-C) bei 1160cm~! und die Streckschwingung der C-O-Bindung bei 1070cm~! gut
zuzuordnen. Fir das Agarosesulfat finden sich zusétzlich die asymmetrische und symmetrische
Streckschwingung der Sulfatgruppe selbst bei 1250 und 1073 cm ™! sowie die asymmetrische
und symmetrische Streckschwingung der S—O —C-Struktur bei 1006 und 817 cm~!. Dariiber
hinaus finden sich keine unerwarteten Banden wieder, welche auf Verunreinigungen der Probe

schlieflen lassen wiirden.

oOH

(Wasser)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl / cm”™

Abbildung 3.2: FT-IR Spektrum von Agarosesulfat. Vergleich mit nativer Agarose (AGA)
und zugeordneten Schwingungen. Bei Agarosesulfat (AGS) sind nur die zusétzlichen Banden der
Sulfatgruppe markiert. Zuordnung entsprechend der Literatur.[173-175]

Das 3C-NMR-Spektrum des Agarosesulfats (Abb. 3.3) zeigt grundsétzlich noch dhnliche
Signale wie unsubstituierte Agarose, deren Signale entsprechend der Literatur zugeordnet
wurden.[127] Das auffillige Signal der G6-Position bei 60 ppm nimmt mit zunehmendem DS
ab und fehlt bei AGS05 (DS = 0,91) komplett. Stattdessen finden sich zwei neue markante
Signale bei 65 ppm und 73 ppm, welche von den Kohlenstoffatomen G6 und G5 nach der
Sulfatierung an G6 zuzuordnen sind. Dies deutet darauf hin, dass zunéchst selektiv die primére
Hydroxylgruppe an G6 sulfatiert wird. Die Aufspaltung des LA1-Signals bei 98 ppm, welche
ab einem DS von 0,66 sichtbar wird, stammt von einer partiellen Substitution am LA2-
Kohlenstoffatom, welches selbst allerdings kein eindeutig identifizierbares Signal erzeugt, aber
die chemische Umgebung der Atome veréndert.

Die Reaktion von Polysacchariden mit SO3/Pyridin-Komplex zu Sulfathalbestern ist eine
in der Literatur weit verbreitete Methode zur gezielten Sulfatierung von Polysacchariden.[6]
Auch zur Sulfatierung von Agarose gibt es einige Studien, welche die Reaktion meist in
DMF oder DMAc durchfithren. Allerdings gibt es nur wenige systematische Daten, in denen
Reaktionsbedingungen und resultierender DS untersucht wurden. Liang et al. deren Hauptfokus
auf Carrageen lag, berichteten einen DS von 1,81 und eine Sulfatierung der Agarose an G6
und LA2; allerdings ohne Angabe genauer Mengen eingesetzter Chlorsulfonséure.[140] Die
zugrundeliegende Préparationsmethode von Jie et al. berichtete einen DS von 0,17 bei Einsatz

von etwa 4,5 Aq. Chlorsulfonséiure, bzw. einen DS von 0,43 bei etwa 9 Aq. und Reaktionen an
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Abbildung 3.3: *C-NMR-Spektren von Agarosesulfat. Dargestellt sind AGS05 (DS =

0,91), AGS04 (DS = 0,66) und AGS03 (DS = 0,57) mit zugeordneten Signalen im Verleich

zu unsubstituierter Agarose. Ein Apostroph bezeichnet das jeweilige Atom bei Substitution an
Position G6, bzw. LA2. Gemessen in DMSO bei 333 K.

G6 und LA3.[176] Wie bereits erwéhnt, zeigten vergleichbare Studien an 1,4-f-D-Galactan|[124]
und eigene Vorarbeiten zur Sulfatierung[177] von Agarose in DMAc und DMAc/LiCl eine
fast lineare Abhéngigkeit von DS und eingesetzten Reaktonsdquivalenten bei regioselektiver
Sulfatierung der G6-Position und erst anschlieBender Sulfatierung der LA2-Position. Bei
Nutzung von [BMIM]CI als Losemittel sind mildere Reaktionsbedingungen méglich und es
findet ebenfalls eine regioselektive Sulfatierung an G6 und LA2 statt.
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3.1 Synthese ionischer Agarosederivate

3.1.2 Synthese und Charakterisierung von Agarosephenylcarbonat

Neben anionischen Agarosederivaten sind auch kationische Derivate fiir den Einsatz in
der verzogerten Wirkstofffreisetzung interessant. Damit lielen sich anionische Wirkstoffe
iiber elektrostatische Wechselwirkungen besser zuriickhalten. Um derartige Derivate zu
synthetisieren, wurde ein zweistufiger Ansatz gewéhlt. Zunichst wurde Agarose zu einem
Phenylcarbonatderivat umgesetzt, welches anschliefend durch Umsetzung mit verschiedenen
ionischen Aminen zu den entsprechenden funktionalen Agarosecarbamaten weiter reagierten.
Die Synthesen erfolgten in Anlehnung an zuvor beschriebene Umsetzungen von Cellulose[178]
und Xylan[179]. Das Carbamat ist hydrolysebestdndiger als der Ester, aber dennoch
besser spaltbar als ein Amid. Im ersten Schritt erfolgte die Umsetzung von Agarose mit
Phenylchlorformiat in [BMIM]CI mit Pyridin als Co-Solvens (siehe Schema in Abbildung 3.4).

o
OH OH o ol )LOO OR OR o
o RT, 3 h .
oo fg e oty
rO (IBMIMICI / Pyridin) o

OH OH o

OR SR
)
R=Hoder J| /@ (ie nach DS)
Pad 0

Abbildung 3.4: Reaktionsschema der Synthese von Agarosephenylcarbonat.

Pyridin erfiillte an dieser Stelle zwei Funktionen: zum einen verdiinnt es die Reaktionsmi-
schung und setzt die Viskositat herab, was zu einer besseren Durchmischung der Reaktanden
fithrt. Zum anderen fungiert es als Base und fangt so entstehendes HCI wéhrend der Reaktion
ab. Durch den Einsatz von ionischer Fliissigkeit sind zudem milde Reaktionsbedingungen
fir die Veresterung moglich und es finden im Vergleich zu Reaktionen in DMF oder DMAc
weniger Nebenreaktionen mit dem Losemittel statt.[180, 181] Die entstandenen Produkte sind
unléslich in Wasser und wurden durch Féllen in Eiswasser und anschliefenden Waschen und
Umfillen isoliert. Dabei entstand ein lockerer, weifler Feststoff. Durch Variation der Menge an
eingesetztem Reagenz sollten verschiedene durchschnittliche Substitutionsgrade erzielt werden,
die Ergebnisse der Synthesen sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Synthesen von

Agarosephenylcarbonaten durch Umsetzung von Agarose mit Phenylchlor-
formiat in Mischungen von 1-Butyl-3-imidazoliumchlorid und Pyridin bei

Raumtemperatur.

Nr. Moliiq. PCF2 DSP Ausbeute
%

APCO1 1 0,12 96

APCO02 2 0,24 96

APCO03 3 0,52 93

APC04 4 1,01 95

APCO05 ) 0,98 93

# PCF: Phenylchlorformiat
> DS: durchschittlicher Substitutionsgrad
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3.1 Synthese ionischer Agarosederivate

An den Derivaten APCO01 bis APCO05 wird deutlich, dass sich durch Zugabe von mehr
Reagenz auch der durchschnittliche Substitutionsgrad erhéht. So fithrte ein Reaktionsdquivalent
zu einem DS von 0,12, zwei Aquivalente zu einem DS von 0,24 und drei Aquivalente zu einem
DS von 0,52. Mit vier Aquivalenten Phenylchlorformiat wurde ein DS von 1,01 erreicht, der
durch Einsatz von fiinf Aquivalenten nicht weiter erhéht wurde.

Das FT-IR-Spektrum (siche Abb. 3.9) zeigte die fiir ein Phenylcarbonat erwarteten Banden,
die genauen Lagen werden in Kapitel 3.1.3 beschrieben und erldutert, da dort auch der Vergleich
mit dem Agarosecarbamat getroffen wird. Das *C-NMR-Spektrum (Abb. 3.5) zeigt APC04,

welches einen durchschnittlichen Substitutionsgrad von DS = 1,01 aufweist.

entsprechend DS:
10 OH OR o R : H oder

G4 o il 2 - o "
“to o 2}(7
OH OH "7

8

7 l
APC04

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
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Abbildung 3.5: BC-NMR-Spektrum von Agarosephenylcarbonat. Dargestellt ist APCO04
mit einem durchschnittlichen Substitutionsgrad von DS = 1,01 und zugeordneten Signalen.
Gemessen in DMSO bei 333 K und 100 MHz.

Neben den Signalen des Agarosegeriists (AGE) finden sich im Tieffeld die markanten
Signale des Phenylsubstituenten bei 120-130 ppm und 150 ppm und auch das Signal des
Carbonylkohlenstoffatoms bei 152 ppm. Ausgehend von der Aufspaltung des LA1- und des
Carbonyl-Signals und der Tatsache, dass das Signal der G6-Position auch bei DS = 1,01 noch
deutlich vorhanden ist, diirfte die Reaktion bei héheren Mengen Reagenz nicht regioselektiv
an G6 ablaufen, sondern sowohl die G6- als auch die LA2-Position der Agarose verestert
werden. Dies wird auch durch einen Vergleich der 3C-NMR-Spektren verschiedender DS (siche
Abb. 3.6) deutlich. Bei niedrigen DS bis 0,52 spalten sich weder das LA1-Signal noch das
Signal des Carbonylkohlenstoffs auf, was zunéchst fiir die regioselektive Reaktion an G6 spricht.
Bei den beiden Derivaten mit einem DS von 1 hingegen ist in beiden Féllen die Aufspaltung
der Signale des zu beobachten, wiahrend das Signal des unsubstituierten G6-Kohlenstoffatoms
noch vorhanden ist.

In der Studie von Seidi et al., in dem ebenfalls Agarose zunéchst zum Phenylcarbonat
und anschliefend zum Carbamat umgesetzt wurde, nutzten die Autoren DMAc/Pyridin als
Losemittel und fithrten die Reaktion nur mit einem stochiometrischen Verhéltnis von 2 zu 1
durch und erhielten ein Produkt mit einem DS von 0,5.[126] Die Autoren geben allerdings keine
Information dariiber, an welchen Positionen der Agarose die Reaktion ablief. Im Gegensatz
dazu konnte mit der in dieser Arbeit verwendeten Reaktionsfithrung eine gezielte Einstellung
des DS bei hohen Ausbeuten erreicht werden. Bei niedrigeren Reaktionséquivalenten lauft
die Reaktion zudem bevorzugt an der priméren Hydroxylgruppe am G6-Kohlenstoff ab. Die

gute Reproduzierbarkeit deckt sich mit den Ergebnissen von Gabriel et al. an Reaktionen
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3.1 Synthese ionischer Agarosederivate

mit Xylan.[179] Die dort erreichten Substitutionsgrade liegen zudem deutlich niedriger als die

bei Reaktion von Cellulose in DMAc/LiCl[182] und erlauben so eine gezielte Einstellung des

Substitutionsgrades und somit der Eigenschaften des finalen Produkts.
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Abbildung 3.6: Vergleich der '*C-NMR-Spektren von Agarosephenylcarbonaten.
Dargestellt sind die verschiedenen APC im Vergleich mit unsubstituierter Agarose und zugeordneten
Signalen des Substituenten. Bei htheren DS wird neben der G6-Position auch die LA2-Position
substituiert, was zur Aufspaltung der Signale LA1 und 7 fiihrt. Gemessen in DMSO bei 333 K und
100 MHz. TFA: Trifluoressigsaure
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3.1 Synthese ionischer Agarosederivate

3.1.3 Synthese und Charakterisierung von Agarosecarbamat

Fiir die Umsetzung des Agarosephenylcarbonats zum kationischen Carbamat sind grund-
satzlich zwei Synthesewege denkbar. In Variante Eins wiirde zunéchst das Carbonat mit
3-(Dimethylamino)propylamin (DMAPA) zum Carbamat umgesetzt und anschlieflend an der
tertidren Aminogruppe methyliert. In Variante Zwei wird zundchst DMAPA zum quartiren
Ammoniumsalz methyliert und anschlieBend mit dem Carbonat zum Carbamat umgesetzt. In
dieser Arbeit wurde Variante Zwei angewendet. Diese hat den Vorteil, in einem Schritt grofiere
Mengen des Amins herzustellen und nur eine Reaktion am Polysaccharid durchzufiihren,
sodass weniger Abbau und Verlust bei Reaktion und Aufarbeitung zu erwarten sind. Fiir
die Synthese des Reagenzes wurde die Methylierung von DMAPA mit ITodmethan (CHj3I)
gewéahlt. Durch die Zugabe etwa dquimolarer Mengen CH3I zu DMAPA soll dabei zunéchst
selektiv das tertidre Amin erschopfend methyliert werden, bevor die Methylierung der priméren
Aminogruppe beginnt.[179, 183] Sofort nach Zugabe von DMAPA zum vorgelegten CH3l fiel
ein sehr feiner, weifler Feststoff aus. Nach Filtration, Abrotieren von restlichem THF und
anschlieBendem Trocknen am Vakuum blieb mit einer Ausbeute von rund 76 % ein gelbes,
hygroskopisches Produkt zuriick, das weiter unter Stickstoffatmosphére aufbewahrt wurde.
Die Elementaranalyse ergab eine Methylierung von 1,06 pro mol DMAPA. Die Zugabe von 1,1
Molédquivalenten CHgsl fithrte demnach zu einer fast vollstdndigen Umsetzung des Methyliodids.
Die Charakterisierung erfolgte mittels NMR.

A B

13 s ) 4
HZN/\/\N/
2| 3
4 1 2
DMAPA | I l .3 )
A

5 7

TMAPA 8 6
7 %% 5
THF l " ' i :l " THE[ [
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 35 30 25 20 15
3/ ppm 8/ ppm

Abbildung 3.7: *3C- und 'H-NMR-Spektren von DMAPA und TMAPA. A: *C-NMR-
Spektren (100 MHz) mit Zuordnung der wichtigsten Kohlenstoffsignale. B: '"H-NMR-Spektren
(400 MHz) mit Zuordnung der Protonensignale an den nummerierten Kohlenstoffen. Die Spektren
von TMAPA enthalten Signale von nicht umgesetztem Edukt (*) und Signale von Produkten mit
methylierter primérer Aminogruppe (**). Gemessen in DO bei Raumtemperatur.

Im 3C-NMR-Spektrum (Abb. 3.7A) zeigen sich bei DMAPA nur die vier zu erwartenden
Signale der Propylenkohlenstoffe (29,3, 38,8 und 56,0 ppm) und Methylkohlenstoffe (43,8 ppm).
Fiir das methylierte Produkt TMAPA finden sich die drei Signale der Propylengruppe (25,5,
38,1 und 65,2 ppm) sowie das intensive Signal der drei stickstoffgebundenen Methylgruppen
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3.1 Synthese ionischer Agarosederivate

(54,0 ppm). Im Vergleich zu DMAPA sind die Signale der Methylgruppen und der Methylen-
gruppe nahe der quartidren Stickstoffs durch den ionischen Charakter der Ammoniumgruppe
um rund 10 ppm ins Tieffeld verschoben, wiahrend die iibrigen beiden Methylengruppen leicht
ins Hochfeld verschoben sind. Durch den Einsatz von 1,1 Moldquivalenten CHsl finden sich
neben den vier Hauptsignalen allerdings noch weitere Signale aus nicht umgesetztem DMAPA.
Zudem ist das Signal bei 35,0 ppm ein Hinweis darauf, dass zu einem kleinen Teil auch die
primére Aminogruppe methyliert wurde, da es in einem Bereich liegt, in dem typischerweise die
Methylgruppe sekundérer Amine liegen.[174] Vergleichbare Aussagen lassen sich auch beim Blick
in das '"H-NMR-Spektrum (Abb. 3.7B) treffen. Das Spektrum von DMAPA besteht aus dem
Singulett der sechs Methylprotonen bei 2,36 ppm, den beiden Tripletts (2,51 und 2,77 ppm) und
dem Quintett (1,77 ppm) der drei Methylengruppen. Auch das 'H-NMR-Spektrum von TMAPA
zeigt die vier erwarteten Signale: Das Singulett der neun Methylprotonen bei 3,23 ppm sowie die
drei Signale der Propylengruppe. Allerdings sind ebenfalls zusétzliche Signale sichtbar: Signale
des Edukts DMAPA (2,36 ppm und 2,51 ppm) und die Methylierung der freien Aminogruppe
bei 3,32 ppm. Durch Integration der Singuletts bei 3,23 ppm (9H, Trimethylammonium) und
3,32ppm (3H, Methylamin) kann ein Verhéltnis von etwa 9 zu 0,61 festgestellt werden,
wonach etwa 6,8 % der priméaren Aminogruppen methyliert wurden. Dies korreliert gut mit
dem berechneten Methylierungsgrad von 1,06, welcher bei 100 % Methylierung der tertiiren
Aminogruppe zuséitzlich eine Teilmethylierung von etwa 6 % der priméiren Aminogruppe

suggeriert.

Die Aminolyse des Agarosephenylcarbonats (APC) mit (3-Aminopropyl)trimethylammo-
niumiodid (TMAPA) (Reaktionsschema in Abbildung 3.8) erfolgte analog zu Arbeiten an
Cellulose und Xylan.[178, 179] Der durch Féllung in Ethanol isolierte Feststoff war sehr fein
und von hellbrauner Farbe. Wahrend der Dialyse entfirbte sich das Produkt weitestgehend

und resultierte nach der Trocknung in einem hellgelben, hygroskopischen Produkt.
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Abbildung 3.8: Reaktionsschema der Synthese von Agarosecarbamat.

Die Ergebnisse der Carbamatsynthesen sind in Tabelle 3.3 dargestellt. Sie zeigen,
dass sowohl der durchschnittliche Substitutionsgrad, als auch die Effizienz (Umsatz der
Phenylcarbonatgruppen in Carbamatgruppen je Moldquivalent) abhéngig vom eingesetzten
Molverhéltnis an TMAPA sind. So fiihrt 1 Aquivalent zu einer Umsetzung von etwa 35 % der
jeweiligen Phenylcarbonatgruppen, 3 Aquivalente zu einer Umsetzung von etwa 60-70 % und
5 Aquivalente zu einer Umsetzung von etwa 90 %, wobei die Effizienz der Aminolyse auf 18 bis
24 % sinkt. Die erzielten Ausbeuten liegen mit 80-90 % in einem akzeptablen Rahmen. Alle

Derivate 16sen sich bei 80 °C in Wasser, die Proben mit einem niedrigen Substitutionsgrad bis
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Tabelle 3.3: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Synthesen von Agarosecarbamaten durch
Umsetzung von Agarosephenylcarbonat mit (3-Aminopropyl)trimethylammoniumiodid in N, N-
Dimethylformamid bei 80 °C.

Nr. Edukt DSpc? Moliq. DSca? Ausbeute Effizienz® Loslichkeitd
TMAPAP % % H,O
RT 80°C
ACA01 APC02 0,24 1 0,07 88 33 — g
ACA02 APCO3 0,52 1 0,20 83 38 — g
ACA03 APCO03 0,52 3 0,31 90 20 — g
ACA04 APCO5 0,97 1 0,36 81 37 + +
ACAO05 APCO5 0,97 3 0,69 88 24 + +
ACA06 APCO5 0,97 5 0,86 91 18 + +
ACA07 APC04 1,01 1 0,40 81 38 + +

# DS: durchschnittlicher Substitutionsgrad; PC: Phenylcarbonat; CA: Carbamat;

> TMAPA: (3-Aminopropyl)trimethylammoniumiodid, Aquivalente bezogen auf DSpc

¢ Anteil des in Carbamat umgewandelten Phenylcarbonats pro Reaktionsiquivalent PSca/(DSpe - Molaq.) -
100 %

4 4+ 1oslich; — nicht 1oslich; g 1oslich mit Gelbildung beim Abkiihlen. RT: Raumtemperatur

etwa 0,3 bilden beim Abkiihlen wie Agarose ein Gel. Die Proben mit héherem DS (ACA04-07)
l6sen sich bereits bei Raumtemperatur in Wasser und bilden kein Gel mehr aus.

In Abbildung 3.9 ist ein Vergleich der F'T-IR-Spektren von nativer Agarose, Agarosephenyl-
carbonat (APCO05) und kationischem Agarosecarbamat (ACAO06) dargestellt. Dabei wurden
die markantesten Banden der jeweiligen Spektren entsprechend der Literatur zugeordnet.[173,

174] Die detaillierte Beschreibung der Banden nativer Agarose findet sich in Kapitel 3.1.1.

v(l)H,v NH 5 cH
Lot TRy o-coN
5NT v,, O-CO-N
ACA06
v,, 0-CO-0

v C=C (carbonat) ~ _
v C=0 (aﬁ)srﬁsl)y VSy O-CO-0

(carbonat) | /\

(carbonat)

v CH-OH
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vOH 5, OH wC-H
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Abbildung 3.9: FT-IR Spektrum von Agarosephenylcarbonat und Agarosecarbamat.
Vergleich mit nativer Agarose (AGA) und zugeordneten Schwingungen. Bei den Syntheseprodukten
Agarosephenylcarbonat (APC) und Agarosecarbamat (ACA) sind nur die zusétzlichen Banden der
funktionellen Gruppen markiert. Zuordnung entsprechend der Literatur.[173, 174]
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Erginzend zu den Banden nativer Agarose sind im Spektrum des Agarosephenylcar-
bonats die Streckschwingungen der Carbonatgruppe bei 1258, 1210 und 1022cm™! und
die Carbonylbande bei 1764cm™! (vC=0) sichtbar. Die asymmetrische und symmetrische
Streckschwingung der Phenylgruppe liegt bei 1590 und 1490 cm~!. Das aus dem Phenylcarbonat
hergestellt Agarosecarbamat zeigt zunéchst die zusétzlichen Schwingungen der N—H-Bindung
(v: 3400, auch O-H, &: 1536cm~!) auf. Ebenfalls deutlich sichtbar ist die asymmetrische
Biegeschwingung der Methylgruppen bei 1480 cm ™. Die Streckschwingungen der O —~CO —N-
Struktur (vas: 12568 und vgy: 967 cm~!) zeigen das Vorhandensein der Carbamatgruppe auf.
Zudem zeigen die Carbonylbande der Carbamatgruppe bei 1706 cm~! und die fehlende
Carbonatcarbonylbande und Aromatenbanden deutlich, dass keine Phenylcarbonatgruppen
mehr in der ACA-Probe vorhanden ist.

Auch im ¥*C-NMR-Spektrum (Abb. 3.10) zeigte keine Probe restliche Phenylcarbonat-
gruppen (deutliche Aromatensignale im Bereich 120-130 ppm), sodass davon ausgegangen
werden kann, dass aufgrund der langen Reaktionszeit alle Phenylcarbonatgruppen entweder
unter Abspaltung von Phenol zum Carbamat umgesetzt werden oder mit Wasser aus
Losemittel und Luft hydrolysieren. Im '3C-NMR-Spektrum zeigen sich deutlich das Signal
des Carbonylkohlenstoffs bei 156 ppm, sowie die Signale der Methylengruppen (22, 37 und
63 ppm) und Methylgruppen (52 ppm). Im Gegensatz zu den Agarosephenylcarbonaten zeigt
das Agarosecarbamat keine Aufspaltung des Signals des Carbonylkohlenstoffs oder des LA1-
Signals, sodass davon ausgegangen werden kann, dass lediglich die Phenylcarbonate an der
G6-Position bei der Aminolyse in ein Carbamat umgewandelt wurden, wiahrend eventuelle

Phenylcarbonate an der LLA2-Position mit Wasser zu einer Hydroxylgruppe hydrolysierten.
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Abbildung 3.10: '®*C-NMR-Spektren von Agarosecarbamat. Dargestellt sind ausgewéhlte
Proben verschiedener DS mit zugeordneten Signalen. Gemessen in DMSO bei 333 K.
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Der in dieser Arbeit genutzte Reaktionsweg ist in exakt dieser Form fiir Agarose
in der Literatur bislang noch nicht beschrieben. Seidi et al. fiihrten die Aminolyse von
Agarosephenylcarbonat (DSpc = 0,5) mit DMAPA in THF fiir 15h bei Raumtemperatur
durch und erreichten bei Einsatz von 3 Aq. einen DS von 0,48 und damit unter anderen
Reaktionsbedingungen und mit anderem Reagenz eine etwas bessere Effizienz als die Aminolyse
in der vorliegenden Arbeit.[126] Bei analogen Reaktionen mit TMAPA an Xylan zeigten
sich ebenfalls hohe Umwandlungsraten von Carbonat zu Carbamat bereits bei 2 Aq. mit
Reaktionseffizienzen zwischen 34-47 %.[179] Insofern sind die in dieser Arbeit hergestellten
Agarosecarbamate damit gut vergleichbar und bestitigen die grundséitzliche Eignung des

Reaktionswegs zur Synthese kationischer Agarosederivate.
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3.2 Tragermaterialien und beschichtete Alginatmikrokapseln

Dieses Kapitel befasst sich mit der Herstellung und Charakterisierung agarosebasierter
Tragermaterialien sowie der Herstellung und Charakterisierung der polyelektrolytbeschichteter
Alginatmikrokapseln. Der Einsatz der Tragermaterialien und Kapseln fiir die verzogerte

Wirkstofffreisetzung wird im Anschluss in Kapitel 3.3 untersucht.

3.2.1 Herstellung und Charakterisierung von Trigermaterialien auf Agaro-
sebasis!

Die funktionellen Tragermaterialien fiir die Wirkstofffreisetzung wurden im Gelgie3verfahren
hergestellt. Dazu wurde Agarose in Losung gebracht und anschliefend in eine zylindrische
Form gegossen und erkalten gelassen. Durch in situ Fallung von Hydroxyapatit und Beimischen
der ionischen Agarosederivate wurden Komposite hergestellt (siche Kapitel 4.4), die durch ihre
Bestandteile die Wirkstofffreisetzung verzogern sollten. Die genauen Zusammensetzungen der
Gele finden sich in Tabelle 4.2. Bei Abkiihlen unter 35 °C bildete die Agarose ein formstabiles
Gel, welches anschlieend entformt, geschnitten und je nach Anwendung getrocknet werden
konnte. Reine Agarosegele (A) bildeten ein farbloses, transparentes Hydrogel. Durch in situ
Féllung von Hydroxyapatit (AH, AH2) bildeten sich weifle, opake Hydrogele. Die Zugabe von
Agarosesulfat (AH2S) fiihrte zu keiner Farbverdnderung gegeniiber den AH2-Gelen, wihrend
Zugabe von Agarosecarbamat (AH2C) in einem Gel mit gelblicher Farbe resultierte (Abb. 3.11).
Die so erhaltenen Gele wurden mit verschiedenen Techniken hinsichtlich ihrer Zusammensetzung
und Eigenschaften charakterisiert. Fiir die Freisetzungsexperimente wurde ein definiertes
Volumen der jeweiligen Wirkstoflosung auf die gefriergetrockneten Gele aufgebracht und

anschlieend erneut lyophilisiert.

Abbildung 3.11: Beispiele der gefertigten Hydrogele (obere Reihe) und lyophilisierten Gele
(mittlere Reihe). Lyophilisierte Gele mit ionischen Agarosederivaten (untere Reihe). A: native
Agarose, AH und AH2: Kompositgele aus Agarose mit in situ gefalltem Hydroxyapatit, AH2S
und AH2C: Kompositgele mit zugesetztem Agarosesulfat bzw. Agarosecarbamat. Durchmesser
der Gele: 16 mm

!Dieses Kapitel basiert in Teilen auf der Publikation M. Witzler et al., “Non-cytotoxic agarose/hydroxyapatite
composite scaffolds for drug release”, International Journal of Molecular Sciences 2019, 20, 3565, DOI
10.3390/1jms20143565.
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Zur Bestétigung der Identitit des Hydroxyapatits wurden Rontgendiffraktogramme (XRD)
der gefriergetrockneten und gemorserten Gele A und AH2 verglichen (Abb. 3.12). Als
Vergleich wurde eine Hydroxyapatitprobe in Wasser anstelle der Agaroselésung bei ansonsten
gleichen Bedingungen hergestellt, getrocknet und fiir zwei Stunden bei 500 °C behandelt.
Die Diffraktogramme wurden geméfl Datenbankreferenz fiir Hydroxyapatit (JCPDS PDF

No. 09-432) und nach Literaturwerten [185] indiziert und ausgewertet.
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Abbildung 3.12: Rontgendiffraktogramme der Triagermaterialien. Das Komposit AH2
im Vergleich zu nativer Agarose (A) und Hydroxyapatit (HA). Indizierung der HA-Reflexe erfolgte
geméf Literatur, in AH2 sind die wesentlichen Reflexe des HA ohne Signale von Fremdphasen

erkennbar.

Agarose (A) zeigte hauptséichlich einen amorphen Bereich bei niedrigen Reflexionswinkeln
und einen schwachen Reflex bei etwa 25°, der von den wenigen teilkristallinen Bereichen im
Gel stammt. Eine Indizierung erfolgte mangels Gitterparameter und Referenzdaten nicht. Die
Signale des Hybridtragermaterials AH2 waren durch das Agarosenetzwerk und die fehlende
Temperaturbehandlung deutlich breiter als bei Hydroxyapatit, dennoch konnten alle Signale
der Referenz zugeordnet werden. Ebenso konnten keine Fremdphasen im Kompositmaterial fest-
gestellt werden. Eine Temperaturbehandlung des Hybridmaterials ergab an dieser Stelle wenig
Sinn, da dabei die Agarose zerstort wiirde. Neben der Identitdt wurden zudem Kristallitgrofien
und Kristallinitdtsgrad bestimmt. Die Kristallitgréen wurden iiber die Halbwertsbreite des
(002)-Reflexes bestimmt und ergaben 1,04 nm fiir reinen Hydroxyapatit und 0,55 nm fiir AH2.
Der Kristallinitdtsgrad, ermittelt iiber die Signalschérfe zwischen den (112)- und (300)-Signalen
(Gleichung 4.5, [186]), betrug 92,1 %, bzw. 37,8 %. Durch die hinzugefiigte amorphe Agarose
ist das AH2-System weniger kristallin und auch die Kristallite bleiben grundsétzlich kleiner.
AuBerdem ist eine leichte Verschiebung der Signale im Tragermaterial zu erkennen, was auf eine
préiferierte Kristallitbildung entlang des Agarosenetzwerks zuriickzufiihren ist. Dies stimmt mit

dhnlichen literaturbekannten Kompositmaterialien aus Agarose und Hydroxyapatit tiberein,
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auch dort lag der Kristallinitidtsgrad im Bereich von 24-47 %.[93] Diese Komposite beinhalteten
zwar auch in situ gefallten HA, allerdings wurden sie auf eine andere Art und Weise hergestellt.
Die Infrarotspektren der Kompositmaterialien sind in Abbildung 3.13 dargestellt. Dabei
zeigt das Kompositmaterial AH2 Signale von sowohl Agarose (A) als auch Hydroxyapatit
(HA).
v, C-0-C
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Abbildung 3.13: Infrarotsprektren der Trigermaterialien. Vergleich der FT-IR-Spektren
von Agarose (A), Hydoxyapatit (HA) und den Kompositsystemen mit und ohne ionische

Agarosederivate (AH2, AH2C und AH2S) mit zugeordneten Schwingungen. Die Symbole o n
und U bezeichnen Schwingungen funktioneller Gruppen der ionischen Agarosederivate.

Im Bereich zwischen 3000-3600 cm ™! liegen die breiten Valenzschwingungen der Hydro-
xylgruppen, sowie als Schulter bei 3572cm ™! die Valenzschwingung der Hydroxylgruppe. Bei
2925 cm~! kann die aliphatische asymmetrische C—H-Valenzschwingung der Methylengruppen
in Agarose identifiziert werden. Die Deformationsschwingung der Hydroxylgruppen (6(OH))
liegt bei 1636 cm~!, wird aber auch von adsorbiertem Wasser iiberlagert. [173, 187] Bei
1406 cm ™! und 893 cm™! finden sich die O-H-Deformationsschwingung sowie die C-H-
Kippschwingung der Agarose, bzw. die Valenzschwingung vs des carbonatsubstituierten
Hydroxyapatits. [173, 187, 188] Das Carbonat stammt dabei aus der im Wasser gelosten
Kohlensadure und wird zu einem geringen Teil bei der Fallung anstelle von Phosphat in das
Hydroxyapatit-Kristallgitter eingebaut. Auch der im Kérper in vivo gebildete Hydroxyapatit
ist zum Teil carbonatsubstituiert.[33] Die schwache Acetalschwingung (C—O—C) findet sich
bei etwa 1160 cm ™! sowohl bei Agarose als auch bei den Kompositen. Auch die schwache CH,-
Schwingung bei 930 cm~! kann dem Agarosegeriist zugeordnet werden. Aus dem Hydroxyapatit
findet sich die sehr prominente dreifache asymmetrische v, .(P—0)-Streckschwingung bei
1087, 1046 und 1032cm™!, sehr schwach die Carbonatvalenzschwingungen ve und vy
bei 873 und 668cm~! sowie aus den Phosphatgruppen die vi(P—O)-Valenzschwingung
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(962cm™!) und die v4(O—P-0)-Biegeschwingungen bei 602 und 561 cm~1.[185, 188] Die
Spektren der Trégermaterialien mit ionischen Agarose (AH2S und AH2C) sehen dem
Spektrum von AH2 sehr dhnlich. Die in Kapitel 3.1 beschriebenen Banden der ionischen
Agarosederivate werden von den starken Signalen des Hydroxyapatits tiberlagert, sodass
nur noch wenige charakteristische Banden erkennbar sind. Fiir AH2C ist das die v(C=0)-
Valenzschwingung der Carbamatgruppe bei 1704 cm ™! (.) und fir die AH2S die intensive
Bande der asymmetrischen Valenzschwingung vas(SO4) der Sulfatgruppe bei 1250 cm™! (H),
Die symmetrische Valenzschwingung vsy(SO4) bei 1077 cm ™! (00) ist durch die veréinderte
Bandenform ebenfalls erkennbar. Der Hydroxyapatit ist durch die zwei intensiven Banden um
600cm ™~ in allen Kompositproben gut identifizierbar.

Zu Bestimmung und Vergleich der Porositét der Komposite wurden Proben der Systeme
A und AH2 auf verschiedene Arten getrocknet und anschliefend mit unterschiedlichen
Methoden untersucht. Besonderer Fokus wurde dabei auf den Vergleich von zwei verschiedenen
Einfriermethoden mit anschliefender Lyophilisierung gelegt. Zum einen wurde ein normaler
Tiefkiihler mit —32 °C fiir 24 h verwendet, zum anderen wurde das Material fiir 5 min in Fliissig-
stickstoff getaucht, was fiir kleine Proben eine Alternative zur Trocknung mit superkritischem
COg darstellen kann.[189] Die offene Porositat wurde iiber die Aufnahme von Ethanol der
getrockneten Materialien bestimmt. Zusétzlich wurden mittels Rasterelektronenmikroskopie
(REM) und anschlieBender Bildanalyse mit ImageJ die Porendurchmesser ermittelt. Die
spezifische Oberfliche der Trégermaterialien wurde iiber die Gasadsorption der BET-Methode
bestimmt. Die Ergebnisse fiir die beiden untersuchten Systeme sich in Tabelle 3.4, die
Mikroskopaufnahmen befinden sich in Abbildung 3.14.

Tabelle 3.4: Ergebnisse der Porositdtsmessungen von A und AH2 mittels Ethanolintrusion,
Porendurchmesser mittels REM und Bildanalyse und spezifischer Oberflache A,, ermittelt mit BET.
Vergleich der Einfriermethoden mit anschlieSender Gefriertrocknung: LYO bezeichnet normales
Einfrieren bei —32°C, NsL bezeichnet fiinf-miniitiges Eintauchen in fliisssigem Stickstoff.

LYO N.L
Probe Porositdt Porengrofle Agp Porositat Porengrofle Agp
%o pm m? g1 % pm m2 g1
A 64 + 2 10-500 24+ 4 85+ 3 0,1-2,5 142 + 8
AH2 79+5 10-500 32+4 95+ 3 0,14 108 £ 6

Die konventionell lyophilisierten Gele weisen eine geringere Porositét, geringere spezifi-
sche Oberfliche und insgesamt groflere Poren auf. In den REM-Aufnahmen erkennt man
deutlich die groflen Poren, die durch das langsame Einfrieren entstanden sind. In hoherer
Vergroflerung erkennt man zudem die durch die wachsenden Eiskristalle aufeinander gepressten
Polymerschichten. Bei den Kompositen AH2 sind zudem die Partikel des Hydroxyapatits
deutlich erkennbar. Bei den schnell in Fliissigstickstoff eingefrorenen Proben ist sowohl bei
reiner Agarose als auch bei AH2 eine feine Netzstruktur erkennbar. Die Porengréfien liegen im
Bereich von 0,1-4 pm und damit deutlich unter denen der konventionell lyophilisierten Proben.
Auch die Porositit und spezifische Oberflache sind deutlich hoher und sind vergleichbar mit
Proben, die durch Trocknung mit superkritischem COg hergestellt wurden.[184] Durch das

schnelle Einfrieren konnten hochporése Proben hergestellt werden, die in der Struktur dem
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urspringlichen Hydrogel dhneln, wie es auch fiir Polysaccharid-Aerogele bekannt ist.[190, 191]
Fiir eine dreidimensionale Zellbesiedelung waren diese Poren allerdings zu klein, da diese

Porendurchmesser von mehreren hundert Mikrometern benotigen.[192]
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Abbildung 3.14: REM-Aufnahmen der Trigermaterialien. Vergleich der inneren Struktur
von Agarose (A) und dem Kompositsystem (AH2) bei verschiedenen Vergrofierungsstufen. a-c und
g-1 zeigen normal gefrorene und lyophilisierte Proben (LYO), d-f und j-1 zeigen in Flissigstickstoff
gefrorene und anschlieffend lyophilisierte Proben (N3L). Der Maf3stabsbalken zeigt 10 pm, 1 pm
und 200 nm bei den entsprechenden Vergroflerungsstufen 1000, 10000 und 30000.

Die Zellvertraglichkeit der Trigermaterialien wurde mittels MTT-Test sowohl an MSC als
auch an mononukleédren Zellen des peripheren Bluts (PBMC, Vorlduferzellen von Osteoklasten)
untersucht. Die Ergebnisse (Abb. 3.15) zeigen Zellviabilitdten von tiber 90 % fiir alle getesteten
Materialien. Reine Agarose A und das mineralisierte Tragermaterial AH2 zeigen fiir beide
Zelllinien leicht erhohte, bzw. unverdnderte Zellviabilitdten im Vergleich zur positiven Kontrolle.
Dies bedeutet, dass im inkubierten Testmedium in der Zellkultur mindestens genauso
viele Zellen iiberleben wie in der Positivkontrolle. Die Ergebnisse decken sich mit bereits

publizierten Biokompatibilitdtstests an diesen Materialien fiir MSC und Préosteoblasten.[184]
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Die Tragermaterialien mit den ionischen Agarosederivaten AH2S und AH2C schneiden
ebenfalls gut ab und erreichen ebenfalls mindestens 75 % Zellviabilitit. Die Ergebnisse zeigen,
dass von den hergestellten Tragermaterialien keine direkten negativen Einfliisse auf die

Zellviabilitat zu erwarten sind.
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Abbildung 3.15: Biokompatibilitit der Trigermaterialien. Uberblick iiber die Ergebnisse
des MTT-Tests der Tréagermaterialien A, AH2, AH2S und AH2C im Vergleich zu positiver
und negativer Kontrollmessungen. Getestet wurden hMSC und PBMC mit 20000 Zellen/Well.
Mittelwert + Standardabweichung, n = 9.

3.2.2 Herstellung und Charakterisierung der polyelektrolyt-beschichteten

Alginatmikrokapseln?

Die Alginatmikrokapseln wurden iiber ein Sprithverfahren hergestellt und anschliefend
abwechselnd mit Agarosecarbamat und Agarosesulfat beschichtet (siehe Kapitel 4.4.3). Die
Kapseln wurden hinsichtlich ihrer Gréflenverteilung, der Oberflichenladung nach jedem
Beschichtungsvorgang und der Beladung mit Wirkstoff, bzw. der Verkapselungseffizienz
untersucht.

Die Groenverteilung der Mikrokapseln wurde mithilfe von statischer Lichtstreuung (SLS)
gemessen (Abb. 3.16). Dabei zeigte sich bei den unbeschichteten Alginatkapseln eine Verteilung
von etwa 700-1100 pm und einer mittleren Gréfle von 870 pm. Die beschichteten Mikrokapseln
liegen im gleichen Gréflenbereich, die mittlere Grofie wurde mit etwa 890 pm gemessen. Da die
Groflenverteilungen eine grofie Spannweite von rund 400 pm aufweist, ist die Auftragung von
Schichten im Nanometerbereich mit Hilfe der SLS nicht festzustellen.

Optische Digitalmikroskopaufnahmen (Abb. 3.17) bestétigen die Auftragung der Polyelek-
trolytschichten, da die beschichteten Kapseln eine leicht gelbliche Farbung aufweisen, was durch
die Agarosecarbamatschichten (ACA) zu erkldren ist. Das ACA hat selbst eine gelbliche Farbe
und auch die Kompositgele bestehend aus Agarose, Hydroxyapatit und ACA (vgl. Abb. 3.11)
ist gelb geférbt. Die Grole der Kapseln im Bereich von etwa 700-1200 pm konnte mithilfe der
Digitalmikroskopie ebenfalls bestétigt werden.

2Dieses Kapitel basiert in Teilen auf der Publikation M. Witzler et al., “Evaluating release kinetics from
alginate beads coated with polyelectrolyte layers for sustained drug delivery”, ACS Applied Bio Materials 2021,
4, 6719-6731, DOI 10.1021/acsabm.1c00417.
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Abbildung 3.16: Groflenverteilung der hergestellten Mikrokapseln, bestimmt mit statischer
Lichtstreuung. Unbeschichtete Alginatkapseln (A, [193]) und mit fiinf Doppelschichten Agarosecar-
bamat/Agarosesulfat (ACA/AGS) beschichtete Alginatmikrokapseln (B). Absolute Haufigkeiten
und kumulativer Anteil.

Abbildung 3.17: Digitalmikroskopaufnahme der Alginatkapseln Alg (links, entnommen aus
[193]) und mit fiinf Doppelschichten Agarosecarbamat/Agarosesulfat (ACA/AGS) beschichteten
Alginatmikrokapseln cap (rechts). Mafstab: 250 pm.

Um das Aufbringen der einzelnen Polyelektrolytschichten zu {iberpriifen, wurde das
(-Potential der Mikrokapseln nach jeder Auftragung gemessen (Abbildung 3.18). Zwar
beschreibt das (-Potential nicht direkt die Oberflichenladung der Mikrokapseln, sondern
das Potential der diffusen Ladungsschicht eines Partikels, dennoch kann iiber die Anderung
des Potentials die Aufbringung unterschiedlich geladener Polyelektrolytschichten tiberpriift
werden. Schicht Nummer 0 bezeichnet dabei die unbeschichtete Alginatkapsel, dort betréigt
das (-Potential etwa —10mV. Das Aufbringen der kationischen Schicht aus ACA (ungerade
Schichtnummer) fithrt jeweils zu einem Potential von etwa 16 mV, die alternierenden Schichten
aus AGS (gerade Nummern) liefern ein (-Potential von etwa —17mV. Die gleichméBigen
Werte nach den einzelnen Auftragungen lassen darauf schliefen, dass die jeweiligen Schichten
vollstdndig und vergleichbar stark aufgebracht wurden. Die Art der Auftragung und die
Ergebnisse decken sich mit anderen Layer-by-layer-Systemen, wie beispielsweise Alginatkapseln
beschichtet mit Chitosan, Lignosulfonat oder Polyallylamin [193] oder polymeren Nanopartikeln

beschichtet mit Aminocellulose und Hyaluronséure.[194]
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Abbildung 3.18: Verlauf der Oberflichenladung (gemessen als (-Potential) der Mikrokapseln
nach Auftragung der einzelnen Polyelektrolytschichten. Schicht Nummer 0 ist die unbeschichtete
Alginatkapsel, eine ungerade Nummer bezeichnet eine Schicht aus Agarosecarbamat (ACA), eine
gerade Nummer eine Schicht aus Agarosesulfat (AGS). Mittelwert + Standardabweichung, n = 5.

Um die Freisetzung von Wirkstoffen aus den Kapselsystemen korrekt beurteilen zu kénnen,
muss zunédchst bestimmt werden, wie viel der einzelnen Wirkstoffe nach Abschluss aller Her-
stellungsschritte (siehe Abb. 4.1) tatsdchlich in den Kapseln verblieben ist. Gerade bei den drei
leicht wasserloslichen Substanzen ATP, Suramin und Methylenblau ist durch die Waschschritte
ein gewisser Verlust zu erwarten. Die Verkapselungseffizienz fiir die einzelnen Wirkstoffe wurde
durch Auflésen der Kapselsysteme in Natriumcarbonatlésung und anschlieender Messung
der Wirkstoffkonzentration bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.19 dargestellt.
Generell sind keine signifikanten Unterschiede in der Effizienz zwischen unbeschichteten
und beschichteten Systemen festzustellen. Die Verkapselungseffizienz fiir die Wirkstoffe ATP,
Suramin und Methylenblau liegt zwischen 60-70 %. Das schlecht wasserlosliche A740003 erreicht
hingegen eine Verkapselungseffizienz von 90 %. Die ermittelten und im experimentellen Teil
in Tabelle 4.3 zusammengefassten Werte wurden als Korrekturfaktoren fiir die anschlieSende

Wirkstofffreisetzung verwendet, um die maximal freisetzbare Wirkstoffmenge zu ermitteln.
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Abbildung 3.19: Vergleich der Verkapselungseffizienz bzw. Wirkstoffbeladung fiir die verschiede-
nen Wirkstoffe ATP, Suramin (SUR), Methylenblau (MeB) und A740003 (A74) in beschichteten
Mikrokapseln (cap) und unbeschichteten Alginatmikrokapseln (Alg, Daten fiir ATP, SUR und
A74 entnommen aus [193]). Mittelwert £ Standardabweichung, n = 3.
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Die Verkapselungseffizienzen fiir die beschichteten Kapseln liegen im Bereich von anderen,
dhnlichen literaturbekannten Systemen. Die Verkapselungseffizienz leicht wasserloslicher
Substanzen liegt in der Regel zwischen 40 und 70 %, bei schwerer wasserloslichen Substanzen
kénnen deutlich hohere Werte von 95-100 % erreicht werden.[59, 193, 195]

3.2.3 Kombination von Tragermaterial und beschichteten Mikrokapseln

Die in Kapitel 3.2.2 hergestellten und untersuchten Mikrokapseln wurden neben ihrer direkten
Anwendung auch in Kombination mit Trigermaterialien aus Kapitel 3.2.1 untersucht. Dazu
wurden die beladenen und beschichteten Mikrokapseln zum Ende der Riihrzeit der Suspension
zugegeben, in Form gegossen und erkalten und gelieren gelassen. Die in Form geschnittenen

Gele wurden dann fiir die Wirkstofffreisetzung verwendet.
IB

Abbildung 3.20: p-CT-Rekonstruktion von in Trigermaterial eingebetteten Mikrokap-
seln. A: Mikrokapseln (griin) in Agarosegel (blau) (Acap). B: Mikrokapseln (rot) in mineralisiertem
Agarosegel (blau) (AH2cap). Falschfarbeneinfiarbung fir erhthten Kontrast. Durchmesser der
Proben: 12 mm.

Von je einem Probenkdrper bestehend aus Mikrokapseln in reinem Agarosegel (Acap) und
mineralisiertem Agarosegel (AH2cap) wurde zudem eine Rekonstruktion aus p-Computer-
tomographiescans erstellt, um die grundséatzliche Verteilung der Kapseln in den festen Gelen
zu evaluieren. Die Aufnahmen der Probenkorper (Durchmesser: 12mm) ist in Abbildung 3.20
dargestellt. Zur Kontrastverbesserung wurde eine Falschfarbendarstellung gewéhlt, in der das
Agarosegel blau und Kapseln griin eingefarbt sind (Abb. 3.20A). Der Réntgenkontrast wird
durch die hohere Atommasse des Calciums in den Calciumalginatkapseln verursacht. Wéhrend
die organischen Strukturen praktisch transparent bleiben, heben sich die Kapseln dagegen
ab und die gleichméfige Verteilung der Kapseln im Gel wird sichtbar. Im mineralisierten
Agarosegel (Abb. 3.20B) entsteht der Kontrast durch die geringere Menge an Calcium in den
Kapseln (rot) im Vergleich zum mit Calciumphosphat mineralisierten Agarosehydrogel (blau).
Die feine Netzstruktur des Agarosegels wird in der p-CT nicht sichtbar, da diese unter der

Auflésungsgrenze von 1-5 pm des Computertomographen liegt.
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

In diesem Kapitel werden zunéchst die beiden entwickelten LANGMUIR-basierten Modelle
beschrieben und erlédutert, anschlieBend werden die zuvor hergestellten Trigermaterialien
und beschichteten Mikrokapseln auf ihre Eignung fiir die verzogerte Wirkstofffreisetzung
hin untersucht. Da sich die verschiedenen Modellsubstanzen durch ihre Wasserloslichkeit
unterschiedlich verhalten, werden sie hinsichtlich der Freisetzungskinetik zunéchst individuell

ausgewertet und am Ende des Kapitels zusammenfassend verglichen und bewertet.

3.3.1 Entwicklung des ,,One-Stage*- und ,, Two-Stage*“-Modells

Das ,, Two-Stage“-Modell basiert auf einem zweiphasigen LANGMUIR-dhnlichen Modell. Zur
Herleitung wird zunéchst das einphasige Modell (,,One-Stage*“-Modell, OSL) analog zur
LANGMUIR-Adsorptionsisotherme beschrieben. Ein von Lu und ten Hagen beschriebenes
und entwickeltes Modell[196] entspricht mathematisch dem OSL-Modell, allerdings definieren
die Autoren die Parameter dort auf andere Weise und beriicksichtigen die Ahnlichkeit zum
LANGMUIR-Modell nicht.

Fir die hier beschriebenen OSL- und TSL-Modelle gilt: Np,q.: maximale Stoffmenge im
System, bzw. Endwert der Freisetzung; N;,: Stoffmenge im System, noch nicht freigesetzt;
Ngyy: freigesetzte Stoffmenge. Das gesamte System hat folgende Grenzwerte: Zum Start der
Freisetzung bei t = 0 ist Ny = 0; bei unendlich langer Freisetzung ¢ — oo ist Ny =
Nmaz = 1. Neben der Wirkstofffreisetzung, welche neben der Diffusion auch durch andere
Transportmechanismen geschehen kann, wird auch immer ein Teil des bereits freigesetzten

Wirkstoffes zuriick in das System diffundieren. Es gilt also:

kout
Nz’n ~ Nout

in

Die Freisetzungsrate uq,: ist dabei proportional zu Zeit und der noch nicht freigesetzten
Stoffmenge im System, die Riickdiffusionsrate u;, ist dagegen nur proportional zur bereits

freigesetzten Stoffmenge:

Uout = Kout -t - Nip (31)
Uin = Kin - Nout (32)

Im Gleichgewicht gilt zudem u;;, = Ugyt:
kin : Nout = kout -t Nin (33)

Experimentell wird nur die freigesetzte Stoffmenge bestimmt, die im System verbleibende
Stoffmenge lédsst sich wie folgt ausdriicken: N;;, = Nypaz — Nowt- Damit lésst sich die Formel

3.3 schlussendlich nach N,,; umformen:
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

kin : Nout - kout -t (Nmax - Nout)

Nmax -t
kin

kout

Nout =

+1

Da die beiden einzelnen Konstanten k;, und k,,; nicht direkt bekannt und bestimmbar sind,

werden sie in einer Konstante T mit der Dimension der Zeit zusammengefasst.

Nmaa: -t

f(t) = Nout = T4

(3.4)

T entspricht dabei der Zeit t5g, bis genau die Hélfte von Ny, freigesetzt wurde:

Nmax . t50
t = N = -
f( 50) out T T t50
mit: T = t59
Nmax

Nout =

Dieses einphasige Modell in Gleichung 3.4 kann nun um einen weiteren Term erweitert werden,
was im ,, Two-Stage“-Modell resultiert. Dies gilt fiir den Fall, dass es zwei Phasen der Freisetzung
mit deutlich unterschiedlichen Geschwindigkeiten gibt. Ein Beispiel ist ein burst release , gefolgt

von einer deutlich verzogerten Freisetzung. Es gilt:

B-t n St
T+t Tg—+t

f(t) = Nowt = (3.5)

Hierbei beschreibt B den Anteil des burst release und S den Anteil des verzogert freigesetzten
Wirkstoffs. Die Summe der beiden ergibt die insgesamt freigesetzte Stoffmenge Np,0 = B+ S.
Analog zu Gleichung 3.4 sind Tz und T die Zeiten, bis entsprechend 50 % des jeweiligen Anteils
freigesetzt wurden und koénnen als Indikator fiir die Geschwindigkeit des jeweiligen Prozesses
angesehen werden: Je kleiner 7', desto schneller lauft der Prozess ab. Diese Halbwertszeiten T’
kénnen zudem dazu genutzt werden, um analog zu Li et al. Riickschliisse auf Wirkstoff-Matrix-

Interaktionen und den Transportmechanismus zu ziehen.[143]
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

3.3.2 Freisetzung von ATP

In Abbildung 3.21 sind die kumulativen Freisetzungskurven von ATP aus den Trigermateriali-
en (a) und den Kapselsystemen (b) tiber einen Zeitraum von 14 Tagen dargestellt. Die Linien
dienen hierbei lediglich zur Visualisierung der groben Kurvenverldufe. Fiir das Agarosegel
A und das Kompositgel AH ist eine starke Freisetzung innerhalb der ersten Stunden (burst
release) feststellbar. Fir die iibrigen Kompositsysteme mit hoherem Anteil Hydroxyapatit
und beigemischten ionischen Agarosederivaten ist eine deutliche Verzogerung der Freisetzung
zu erkennen. Dabei ist der burst release auf die Hélfte (AH2 und AH2S), bzw. ein Viertel
(AH2C) reduziert worden und es folgt jeweils eine Phase, in welcher der Wirkstoff nahezu
konstant freigesetzt wurde. Die Zugabe von anionischem AGS hat im Gegensatz zu kationischem
ACA auf die Freisetzung des ebenfalls anionischen ATP keinen stiarkeren Einfluss als das
AH2-Komposit allein.
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Abbildung 3.21: Freisetzung von ATP. a: Freisetzung aus Tragermaterialien auf Agarosebasis
(A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten ionischen Agarosederivaten (S - anionisch, C -
kationisch). b: Freisetzung aus Kapselsystemen (cap), bzw. in Trigermaterialien eingebetteten
Kapselystemen. Alg* bezeichnet Vergleichsdaten aus unbeschichteten Alginatkapseln (publiziert in
Witzler et al. [193]). Die Linien dienen zur Veranschaulichung des Kurvenverlaufs. Mittelwert +
Standardabweichung, n = 3

Die Freisetzung aus den Kapselsystemen (Alginatkern mit fiinf Doppelschichten aus
ACA und AGS) erfolgt im Vergleich zu unbeschichteten Alginatmikrokapseln (Alg*, Daten
publiziert in: Witzler et al. [193]) ebenfalls verzogert. Die Mikrokapseln allein (cap) weisen
bereits nur noch einen burst release von etwa 40 % mit anschlieBender konstanter Freisetzung
auf, der Kurvenverlauf dhnelt dabei stark dem Kompositgel. Werden die Mikrokapseln den
Tragermaterialien beigemischt, dndert sich die Form der Freisetzungskurven kaum, allerdings
wird die Freisetzung weiter verzogert. Rein qualitativ lasst sich an dieser Stelle festhalten,
dass bereits die Zugabe von Hydroxyapatit zu Agarosegelen einen merklichen Einfluss auf

die Freisetzung von ATP hat und diese durch ionische Wechselwirkung verzogert. Wird
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

diesem System noch ein kationisches Agarosederivat hinzugegeben, lésst sich die Freisetzung
stark verzogern. Die beschichteten Mikrokapseln wirken durch ihre abwechselnd anionischen
und kationischen Schichten ebenfalls verzogernd, die Kombination aus Mikrokapseln und
Kompositgel hat dabei den stiarksten Effekt auf die Freisetzung.

Fiir eine detailliertere Betrachtung der Wirkstofffreisetzung sollen im Folgenden verschiede-
ne kinetische Modelle verwendet werden, mit denen sich die verschiedenen Freisetzungsphasen
klassifizieren und quantifizieren lassen sowie Aussagen zu Freisetzungsmechanismen getroffen
werden konnen. Wie eingangs in Kapitel 2.4.3 erwahnt, eignen sich verschiedenen Modelle zur
Untersuchung unterschiedlicher Aspekte. So ist das erste untersuchte Modell nach RITGER,
KORSMEYER und PEPPAS (KORSMEYER-PEPPAS-Modell, KP, Gleichung 2.7, [159, 160])
nur fir die ersten 60 % der Freisetzungskurve anwendbar. Das Modell liefert neben einer
Geschwindigkeitskonstante K mit dem Exponenten n auch einen Parameter, iiber den der

Freisetzungsmechanismus abgeschétzt werden kann (siehe Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Anpassungswerte des KORSMEYER-PEPPAS-Modells (KP) und des PEPPAS-
SAHLIN-Modells (PS) fur die Freisetzung von ATP. Werte gerundet.

Material® KP PS

K n Ky K, K1 /K |
A 0,61+0,03 0,38+0,04 0,78+0,04 —0,17+0,02 4,6+0,4
AH 0,53+0,01 0,24+0,02 0,71+0,03 —0,17+0,02 4,2+04
AH2 0,18+ 0,08 0,33+0,09 0,14+0,02 —-0,01+0,00 20+£9
AH2C 0,08+0,01 0,37+0,03 0,06+0,00 —0,00+0,00 45+11
AH2S 0,18+0,08 0,32+0,09 0,15+0,02 —0,01+0,00 19+£5
cap 0,13+0,05 0,33+0,08 0,11+0,01 —0,01+£0,00 22+£8
Acap 0,10+0,04 0,36+0,09 0,084+0,01 —0,00+0,00 33426
AH2cap 0,04 +0,01 0,40+0,06 0,04+0,00 —0,00+0,00 135+29

& A: Agarose, H: Hydroxyapatit, S: Agarosesulfat, C: Agarosecarbamat, cap: Alginatmikrokapseln
mit 5 Doppelschichten S und C.
K: Geschwindigkeitskonstante, n: Exponent, K: Beitrag der Diffusion, K2: Beitrag der Relaxation.

Systeme, die bereits visuell eine stérkere Verzogerung der Freisetzung aufweisen, haben auch
niedrigere Geschwindigkeitskonstanten K im KP-Modell. Fiir alle untersuchten Materialsysteme
liefert das KORSMEYER-PEPPAS-Modell Werte fiir den Exponenten n zwischen 0,24 und 0, 4.
Liegt dieser bei zylindrischen Tragermaterialien bei n = 0,45 (fiir sphérische Proben gilt
n = 0,43), so ist von einem rein F1CK’schen Diffusionsverhalten auszugehen. Niedrigere Werte
ebenfalls noch auf Diffusion hin, allerdings treten hier weitere Effekte in Erscheinung, welche
die Freisetzung beeinflussen, wie beispielsweise eine inhomogene Porengréflenverteilung im
Gel, inhomogene Wirkstoffverteilung im Gel oder auch unterschiedliche Partikelgréfien und
Schichtdicken bei sphérischen Proben.[147] Aber auch Abweichungen von den Annahmen des
Modells fithren zu anderen als den idealen Werten. Dies kann ein sehr starker burst release
sein oder allgemein die Tatsache, dass es sich um eine dreidimensionale Freisetzung handelt,
wahrend das Modell von einer eindimensionalen Freisetzung ausgeht.[197] Hohere Werte fiir
den Exponenten, welche auf Quellung und Relaxation des Polymers hindeuten, wurden fiir die
vorliegenden Systeme nicht ermittelt. Um diese Vermutung zu untermauern, kann das PEPPAS-

SAHLIN-Modell verwendet werden.[161] Es ist dem urspriinglichen KORSMEYER-PEPPAS-Modell
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

recht dhnlich, erweitert dessen Diffusionsterm allerdings noch um einen Term, der die Quellung
und Relaxation des Systems miteinbezieht (Gleichung 2.8). Bei Verwendung des entsprechenden
Exponents des KP-Modells kann aus dem Quotient der beiden Geschwindigkeitskonstanten K4
und Ky der Beitrag von Diffusion (/) und Relaxation (K3) an der Freisetzung abgeschétzt
werden. Die Parameter der Anpassungen fiir das PEPPAS-SAHLIN-Modell sind ebenfalls in
Tabelle 3.5 aufgelistet. Neben den bereits erwiahnten Werten fiir den Exponenten n < 0,45
bestétigen die Quotienten K1/k,, deren Absolutwerte alle deutlich tiiber 1 liegen, das tiberwiegend
diffusionsgesteuerte Freisetzungsverhalten.

Tabelle 3.6: Anpassungswerte des Modells erster Ordnung (FO), des WEIBULL-Modells (WB) und der
langmuir-basierten One-Stage- (OSL) und Two-Stage-Modelle (TSL) fiir die Freisetzung von ATP.

Material® FO WB
M k M a b td = \*76

[L/h] [h]
A 0,94+0,01 1,09+£0,10 0,95+0,01 097+£0,06 0,6140,7 0,95 4+ 0,09
AH 0,92+0,02 0,77 £0,12 0,97 +0,01 1,20£0,05 0,404+0,03 1,59+0,15
AH2 0,79+0,05 0,044 £0,011 1,00£0,15 8+2 0,52 + 0,09 60 + 4
AH2C 0,69+ 0,07 0,012+0,004 1,00+0,06 22+9 0,55+0,13 291 +54
AH2S 0,77+0,04 0,0564+0,011 0,874+0,07 7T+2 0,55 + 0,09 37+15
cap 0,68 £0,06 0,037 +0,010 1,0040,03 10+ 3 0,474+0,10 144 +£20
Acap 0,59 +0,04 0,033+£0,008 0,834+0,24 12+3 0,561 4+0,10 133+14
AH2cap 0,43 +0,04 0,011+£0,003 1,0040,09 35+3 0,52+0,09 952+ 228

OSL TSL
M T B S T Ts

0 0 0
A 0,97 +0,01 0,54+0,04 0,93+0,02 0,09+0,06 0,484+0,05 100+ 30
AH 0,95+0,01 0,79+0,08 0,60+0,19 0,38+0,19 0,2540,08 444+0,3
AH2 0,88 £+ 0,05 16 +4 0,54+0,12 096=+0,07 554+0,2 418 + 66
AH2C 0,80 £ 0,09 67 £ 23 0,22+0,03 1,4+0,5 3,94+0,1 600 + 35
AH2S 0,83 £ 0,04 14+3 0,60+0,08 1,240,2 6,84+0,2 1000 =4 297
cap 0,76 £ 0,05 22+6 0,41 +0,07 128£0,13 574+0,2 748 £ 117
Acap 0,674+ 0,04 26 + 6 0,39 +0,07 1,4+0,2 914+0,3 1191 £296
AH2cap 0,52 4+ 0,06 78 + 25 0,13+0,02 1,1+0,3 404+0,1 760 + 37

& A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, cap: Alginatmikrokapseln mit 5 Doppel-
schichten S und C.

M: maximal freigesetzte Wirkstoffmenge, k: Freisetzungsrate, a,b: Kurvenparameter, tq4: Zeit bis 63,2 % Freisetzung,
T Zeit bis 50 % Freisetzung, B und S: Anteile von burst release und verzogerter Phase, T und Ts: Zeit bis 50 %
Freisetzung der entsprechenden Phase.

Weitere literaturbekannte Modelle sind die Freisetzung Erster Ordnung (,,First Order“—
Modell (FO), Gleichung 2.5) und das WEIBULL-Modell (WB, Gleichung 2.9), die weniger
kinetische oder mechanistische Informationen liefern, dafiir aber beispielsweise eine Abschatzung
der maximal freigesetzten Wirkstoffmenge erlauben und zur mathematischen Beschreibung des
Freisetzungsverhaltens genutzt werden kénnen. Fiir Systeme mit zur Zeit invers proportionaler
Wirkstofffreisetzung (mit zunehmender Zeit wird immer weniger Wirkstoff freigesetzt) bieten

sich zur Auswertung vor allem Modelle mit exponentiellem, sigmoidalem oder hyperbolischem
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

Verlauf[3] und somit neben den bereits genannten auch die beiden LANGMUIR-basierten
, One-Stage“~und ,, Two-Stage*“-Modelle an. Dabei kénnen neben der rein mathematischen
Beschreibung der Daten bei letzterem auch wertvolle Informationen zu den Anteilen
an burst release und verzogerter Freisetzung, sowie Informationen iiber die jeweiligen
Geschwindigkeiten erhalten werden. Aus diesen lassen sich dann wiederum Riickschliisse
auf mogliche Freisetzungsmechanismen ziehen. In Tabelle 3.6 sind die Anpassungswerte der

Modelle aufgefiihrt, Abbildung 3.22 zeigt die entsprechenden Kurvenanpassungen.
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Abbildung 3.22: Kurvenanpassung an die Freisetzungsdaten ATP. a: Modell erster
Ordnung (FO), b: ,, One-Stage“-Modell (OSL), ¢: WEIBULL-Modell (WB), d: ,, Two-Stage“-Modell
(TSL). Triagersysteme aus Agarose (A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten ionischen
Agarosederivaten (S - anionisch, C - kationisch). Beschichtete Kapselsysteme (cap), bzw. in
Tréagermaterialien eingebettete Kapselysteme. Mittelwert + Standardabweichung, n = 3

Die Freisetzung erster Ordnung (FO-Modell) ist eines der einfachsten Freisetzungsmodelle,
allerdings limitiert in der Anwendung. Durch den streng exponentiellen Charakter der
Anpassungsfunktion werden in der Regel der burst release und das Ende der Freisetzungsphase
nicht korrekt abgebildet. Dies wird auch bei den Freisetzungskurven fiir ATP (Abb. 3.22a)
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

deutlich. Fiir keines der Systeme entspricht das FO-Modell visuell den experimentellen Daten.
Die maximal freigesetzten Wirkstoffmengen werden konsequent unterschitzt und auch im
Bereich des burst release zeigt das Modell mit einem konstanten Freisetzungsfaktor Schwéchen.
Das OSL-Modell, welches mathematisch dem Verlauf der LANGMUIR-Adsorptionsisotherme
entspricht, zeigt visuell eine verbesserte Anpassung (Abb. 3.22b), wobei auch hier vor allem
die maximale Wirkstoffmenge systematisch unterschétzt wird. Einzig fiir die Systeme A
und AH, die bereits nach vier Tagen den Maximalwert erreicht haben, passt das Modell
sehr gut zu den experimentellen Daten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein Modell mit
einem konstanten Freisetzungsfaktor zur Beschreibung nicht ausreicht, da die tatsédchlichen
Freisetzungsmechanismen komplexer sind und sich an dieser Stelle mehrere Effekte iiberlagern.
Das WEIBULL-Modell (Abb. 3.22¢) ist in der Lage, solche komplexeren Freisetzungsverldufe
mathematisch zu beschreiben, allerdings liefert es keine kinetischen oder mechanistischen
Informationen. Die maximal freigesetzte Wirkstoffmenge wird fiir alle Systeme gut abgeschétzt
und auch die Kurvenverldufe entsprechen visuell den experimentellen Daten. Aus den
Parametern a und b lasst sich zudem eine Freisetzungszeit t4 bestimmen, bei der etwa 63 % der
Maximalmenge freigesetzt ist. Uber diesen Wert lassen sich die Freisetzungsgeschwindigkeiten
der einzelnen Systeme vergleichen. Auffillig ist, dass ein hoher Anteil Hydroxyapatit bereits zu
einer deutlichen Freisetzungsverzogerung fiithrt. Die Freisetzungszeit t; erhoht sich von etwa
einer Stunde auf mehr als zwei Tage und mit zugesetztem kationischen Agarosederivat erreicht
ty einen Wert von etwa 12 Tagen. Das anionische Derivat als Zusatz hat keinen weiteren
verzogernden Effekt, die Freisetzung liegt im Bereich des AH2-Systems. Die Kapselsysteme
alleine sind ebenfalls sehr effektiv, die starkste Wirkung hat aber die Kombination AH2cap
aus Kompositmaterial und Kapseln, bei der eine Freisetzungszeit t4 von tiber vier Wochen
erreicht wird. Das ,, Two-Stage*“-Modell (Abb. 3.22d) bildet die Freisetzungsverlaufe visuell
am akkuratesten ab, auch wenn die Abschitzung zum Ende der Messreihe ungenauer wird.
Das Modell kann den burst release (B-Term) und die verzogerte Freisetzungsphase (S-Term)
separat abbilden und liefert so wertvolle Informationen zu den Freisetzungsmechanismen. Die
maximal freigesetzte Wirkstoffmenge ergibt sich aus der Summe der in den einzelnen Phasen
freigesetzten Menge B und S. Wéahrend der Anteil des burst release B sehr gut mit den
experimentellen Daten iibereinstimmt, wird die freigesetzte Menge in der verzogerten Phase
S mit relativ grofler Unsicherheit oft {iberbestimmt, weswegen auch die maximale Menge in
Summe iiber dem Wert von 1 liegt. Fiir eine genauere Bestimmung wéiren Messdaten tiber
einen noch lédngeren Zeitraum notwendig, damit das Abflachen der Freisetzungskurve besser
modelliert werden kann. Neben den Anteilen von B und S sind die Freisetzungshalbwertszeiten
Tp und T sehr interessant. Fiir alle AH2- und Kapselsysteme liegen die Zeiten fiir Tg zwischen
4 und 9h, was daraufhin deutet, dass die diffusionsgesteuerte Freisetzung fiir alle Systeme
zu Beginn sehr dhnlich ist. Lediglich die Menge an Wirkstoff, die wihrend des burst release
freigesetzt wird, unterscheidet sich stark und nimmt mit zugesetztem kationischen Derivat oder
Kapselsystemen ab. Die T's-Werte, die im Bereich von 20 bis 40 Tagen liegen, deuten dann bei
den AH2- und Kapselsystemen auf starke Wirkstoff-Matrix-Wechselwirkungen hin.[143] Diese
diirften aufgrund der eingesetzten Materialien und den nach 14 Tagen noch intakten Trigern
vor allem elektrostatischer Natur sein. Fiir die Systeme mit starkem burst release (A und AH)
ermittelt das ,, Two-Stage“-Modell hohe Werte fiir B und sehr kurze Halbwertszeiten 1. So
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

ist nach einer halben Stunde bereits die Hélfte des ATP freigesetzt. Auch die Ts-Werte sind
deutlich geringer als bei den AH2-Systemen, was die schnelle Freisetzung bestétigt.

Durch die Vielzahl der Anpassungsfunktionen mit ihren Vor- und Nachteilen sowie
den individuellen Aussagen und Einschrinkungen, ist es schwierig zu beurteilen, welches
Modell am besten geeignet ist. Zum Finen muss die Frage beantwortet werden, welche
Aussagen iiberhaupt mit den Modell getroffen werden sollen. Dies kdnnen beispielsweise
die Ermittlung von mechanistischen Daten in einzelnen Phasen aber auch eine mathematische
Beschreibung zur Abschétzung des weiteren Freisetzungsverlaufs sein. Zum Anderen soll
moglichst objektiv bewertet werden, welches Modell die experimentellen Daten am besten
beschreibt. Hierzu kénnen so genannte Informationskriterien eingesetzt werden, welche neben
der Restunsicherheit der Anpassung auch die Anzahl der Datenpunkte und die Zahl der
Parameter des Modells miteinbeziehen. Dabei wird in der Bewertung ein einfaches Modell
mit weniger Parametern gegeniiber einem komplexen Modell bevorzugt. In dieser Arbeit wird
dazu AKAIKES Informationskriterium (AIC,, Gleichung 2.12 [165, 168]) verwendet, welches
auch bei wenigen Datenpunkten anwendbar ist. Dabei gilt, je kleiner der Wert fiir AIC,, desto
besser passt das untersuchte Modell zu den experimentellen Daten. In Tabelle 3.7 sind die

entsprechenden Kennwerte fiir die Freisetzung von ATP dargestellt.

Tabelle 3.7: AIC. und Wichtungen w der verschiedenen Anpassungsmodelle fir ATP.

Modell? TSL WB OSL FO KP
AIC, w AIC, w AIC, w AIC, w AlIC, w

A -105,3 0,469 —-96,1 0,005 -105,6 0,526 -87,3 0,000 -7,8 0,000
AH —-101,2 0,173 -104,3 0,825 —92,0 0,002 -71,2 0,000 —15,9 0,000
AH2 —-83,2 0925 —-77,8 0,063 —-744 0,012 —-64,3 0,000 —42,3 0,000
AH2C -71,3 0998 —57,2 0,001 —52,5 0,000 —486 0,000 —582 0,001
AH2S —58,2 0,668 —52,2 0,033 —56,6 0,295 —47,6 0,003 —22,0 0,000
cap —-60,0 0932 —544 0,055 —51,3 0,012 —450 0,001 —281 0,000
Acap —-66,2 0943 —-59.0 0,025 —59,3 0,030 -52,1 0,001 -30,1 0,000
AH2cap -876 0992 779 0,008 —655 0,000 -61,7 0,000 -—52,6 0,000

@ A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, cap: Alginatmikrokapseln mit 5
Doppelschichten S und C. TSL: ,, Two-Stage“-Modell, WB: WEIBULL-Modell, OSL: ,, One-Stage“-Modell,
FO: ,First Order“-Modell, KP: KORSMEYER-PEPPAS-Modell

Die Kennwerte zeigen, dass das ,, Two-Stage“-Modell auler in zwei Féllen (A und AH) als
das von den untersuchten Modellen am besten passendste angesehen werden kann, da es die
niedrigsten Werte fiir das AIC, liefert. Die Wichtungen w, welche sich aus den Abstinden
der einzelnen AIC,. zueinander berechnen und eine Art Wahrscheinlichkeit dafiir darstellen,
dass das jeweilige Modell das geniigsamste ist, bestdtigen diese Aussage. In den meisten
Fallen liegt w bei iiber 90 %, der Unterschied zu den iibrigen untersuchten Modellen ist also
sehr deutlich. Lediglich fiir AH2S passt auch das ,,One-Stage“-Modell noch zu etwa 30 %.
Fiir das reine Agarosegel (A) erweisen sich TSL und OSL als etwa gleich stark, mit leichter
Tendenz zum ,, One-Stage“-Modell. Fiir AH ist mit iber 80 % das WEIBULL-Modell dasjenige,

welches am besten zu den experimentellen Daten passt. Sowohl das Modell erster Ordnung als
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

auch das KORSMEYER-PEPPAS-Modell eignen sich trotz ihrer Einfachheit aufgrund der hohen
Reststandardabweichungen nicht zur Beschreibung der experimentellen Freisetzungskurven.
In der Literatur ist die Freisetzung von ATP nicht besonders dezidiert untersucht, da es in
der Regel nicht fiir praktische Behandlungen eingesetzt wird. Auch in dieser Arbeit wurde ATP
lediglich als Modellsubstanz eingesetzt, da es vielen kommerziell verfiigharen Rezeptorliganden
strukturell sehr &hnlich ist.[23] Nichtsdestotrotz lassen sich die Ergebnisse des leicht
wasserloslichen ATPs mit anderen kleinen und gut wasserléslichen Stoffen vergleichen. Als gut
untersuchte Beispiele dienen das Schmerzmittel Paracetamol, das Antibiotikum Ciprofloxacin
und das Zytostatikum Doxorubicin. Zu diesen drei Stoffen gibt es vergleichbare Literaturdaten
zur Freisetzung aus Alginatkapseln oder Polyelektrolytkapselsystemen. Paracetamol und
Doxorubicin weisen unter physiologischen Bedingungen sehr schnelle Freisetzungsraten auf.
Innerhalb von 6 bis 8 Stunden wurde nahezu der gesamte Wirkstoff freigesetzt, angestrebte
Verzogerungen in der Freisetzung lagen oft im Zeitraum von Stunden und nicht wie in der
vorliegenden Arbeit im Bereich von Tagen. Dennoch konnten fiir beide Stoffe Alginatsysteme
mit Vernetzern oder Polyelektrolyten entwickelt werden, welche die sehr schnelle Freisetzung
auf iber einen Tag verlangsamten.[198, 199] Anandhakumar und Kollegen verkapselten
Ciprofloxacin in Polyallylamin/Polymethacrylsédure-Systemen und bewirkten so eine Abnahme
des burst release von 70 % auf etwa 40 % in den ersten zwolf Stunden.[195] Im Vergleich hierzu
leisten die hergestellten Kompositmaterialien AH2 eine dhnliche Verzogerung bei ATP, mit
zugesetztem kationischem ACA (AH2C) verringert sich der burst release sogar auf etwa
20 %. Die Polyelektrolytkapselsysteme bewirken fiir ATP in etwa die gleiche Verzogerung
wie das System aus der Literatur, in Verbindung mit dem Kompositmaterial wird der burst
release auf etwa 10 % gesenkt und die weitere Freisetzung stark verlangsamt. Als weiteres
Beispiel sei noch eine Studie von Wang et al. angefiihrt, in der Alginatmikrokapseln beschichtet
mit Polyallylamin und Polystyrolsulfonat zur verzégerten Freisetzung der kleinen und leicht
wasserloslichen Stoffe Natriumbenzoat und 4-Sulfooxyzimtséure verwendet wurden.[59] Vier
solcher Doppelschichten fiithrten zu einer Reduktion des burst release von iiber 95 % auf etwa
60 % und einer deutlichen Verlangsamung der restlichen Freisetzung auf drei, bzw. fiinf Tage.
Im Vergleich dazu sind die AH2-Komposite dhnlich effektiv und auch die Kapselsysteme fiithren
zu einer stirkeren Verzogerung in der Wirkstofffreisetzung. Als weitere Vergleichssysteme
dienen die in der eigenen Arbeitsgruppe entstandenen Alginatkapseln, welche mit kommerziell
erhéltlichen Polyelektrolyten beschichtet wurden.? Die vergleichbar hergestellten Alginatkapseln
wurden mit 5 Doppelschichten bestehend aus Lignosulfonat oder Alginat (anionisch) und
Chitosan oder Polyallylamin (kationisch) beschichtet und waren mit den Wirkstoffen ATP,
Suramin oder A740003 beladen.[193] Insofern konnen die Systeme durch ihren gleichartigen
Aufbau und dieselben Wirkstoffe sehr gut miteinander verglichen werden. Fiir ATP hat sich
das System aus Polyallylamin und Alginat als effektivstes herausgestellt. Mit den Kennwerten
tqg = 87h (Weibull) und B = 0,5; Tg = 0,8h; Tg = 1348 h (TSL) liegt das System im
Bereich der hier priasentierten Kapselsysteme. Allerdings ist der burst release bei cap mit etwa
40 % etwas niedriger. Noch stérker ist die Verzogerung (B = 0,13) bei der Kombination aus

Kapseln und mineralisiertem Tragermaterial (AH2cap). Interessant ist an der Stelle auch

3Diese Systeme sind im Rahmen einer Masterthese und eines Austauschstipendienprogramms unter meiner
fachlichen Begleitung entstanden, in Witzler et al. [193] veroffentlicht worden und dienen an dieser Stelle als
Referenzsysteme. [Anm. des Autors]
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

die Freisetzung in Zellkulturmedium, da die in Nahrlésung enthaltenen Ionen die Freisetzung
beeinflussen kénnten. Das System aus Polyallylamin und Lignosulfonat zeigte bei Verwendung
von Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS), einer Néahrlosung, die NaCl, KCl, CaCly, MgSQOy,
NaH2PO,4 und NaHCO3 enthilt, fiir ATP eine vergleichbar schnelle Freisetzung wie in reinem
Wasser.[193]

3.3.3 Freisetzung von Suramin

Die kumulativen Freisetzungskurven von Suramin aus Triagermaterialien (a) und
Kapselsystemen (b) sind in Abbildung 3.23 dargestellt. Die Freisetzung wurde iiber einen
Zeitraum von 14 Tagen untersucht, die Linien dienen lediglich zur Visualisierung des
groben Kurvenverlaufs. Fiir Tragermaterialien aus reiner Agarose (A) und beigemischtem

Hydroxyapatit (AH und AH2) zeigt sich zu Beginn ein sehr starker burst release.
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Abbildung 3.23: Freisetzung von Suramin. a: Freisetzung aus Tragermaterialien auf
Agarosebasis (A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten ionischen Agarosederivaten (S -
anionisch, C - kationisch). b: Freisetzung aus Kapselsystemen (cap), bzw. in Trigermaterialien
eingebetteten Kapselystemen. Alg* bezeichnet Vergleichsdaten aus unbeschichteten Alginatkapseln
(publiziert in Witzler et al. [193]). Die Linien dienen zur Veranschaulichung des Kurvenverlaufs.
Mittelwert + Standardabweichung, n = 3

Innerhalb der ersten acht Stunden werden 70-90% des Suramins freigesetzt. Die
Beimischung von Agarosesulfat (AH2S) verringert den burst release auf etwa 30 %, mit einer
relativ gleichméfigen Freisetzung im weiteren Verlauf bis zu einer Gesamtmenge von etwa 80 %
nach zwei Wochen, wobei nach dem Kurvenverlauf die Freisetzung noch nicht abgeschlossen ist.
Sehr effektiv verzogert das Trégermaterial mit beigemischtem Agarosecarbamat (AH2C) die
Freisetzung von Suramin. Hier betriagt der burst release etwa 20 % am ersten Tag, iiber den
weiteren Verlauf der zwei Wochen werden dann nur weitere 15 % Suramin freigesetzt. Bei den

Kapselsystemen (b) ist die Freisetzung aus den Polyelektrolytkapseln (cap) etwas langsamer
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

als aus unbeschichteten Alginatkapseln Alg*.[193] Das Einbetten in Tragermaterial zeigt nur
bei AH2cap eine deutliche Reduzierung der Freisetzung, in Agarose (Acap) verzogert sich
die Freisetzung nur wenig. Qualitativ gesehen bewirken vor allem zugesetztes kationisches
Agarosecarbamat (AH2C) und die Kombination aus Tragermaterial und Polyelektrolytkapseln
(AH2cap) eine deutliche Verzogerung der Suraminfreisetzung. Aber auch das AH2S-System
fiihrt zu einem verzégerten Verlauf, wenn auch schwécher als beim AH2C-System. Fiir eine
quantitative Betrachtung werden die bereits in Kapitel 3.3.2 verwendeten Freisetzungsmodelle
an die experimentell bestimmten Daten angepasst. Die Anpassungswerte fiir die beiden PEPPAS-
Modelle (KP und PS) finden sich in Tabelle 3.8. Beide Modelle sind nur bis etwa 60 % der
jeweiligen Freisetzung giiltig und spiegeln somit nur den Beginn der Freisetzungsphase wieder.

Tabelle 3.8: Anpassungswerte des KORSMEYER-PEPPAS-Modells (KP) und des PEPPAS-
SAHLIN-Modells (PS) fiir die Freisetzung von Suramin. Werte gerundet.

Material? KP PS

K n K, Ky |K1/K2|
A 0,64 +0,10 045+0,15 0,84 +0,08 —0,194+0,04 4,5+0,6
AH 0,55+0,02 0,21+0,04 0,75+0,06 —0,20+0,03 3,7+0,3
AH2 0,57+0,00 0,26+0,01 0,73+0,02 —-0,16+0,01 4,5+0,2
AH2C 0,074+0,04 0,39+0,11 0,024+0,15 0,01+0,13 2,1+4
AH2S 0,124+0,04 0,34+0,06 0,07+0,10 0,01+0,13 13+31
cap 0,154+0,08 0,37+0,11 0,04+0,24 0,02+0,22 18+29
Acap 0,144+0,0r 0,32+0,09 0,03+0,17 0,02+0,14 1,3+1,8
AH2cap 0,0604+0,03 040+0,11 0,01£0,06 0,01+0,0565 0,7+1,0

& A: Agarose, H: Hydroxyapatit, S: Agarosesulfat, C: Agarosecarbamat, cap: Alginatmikrokapseln
mit 5 Doppelschichten S und C.

K: Geschwindigkeitskonstante, n: Exponent, Ki: Beitrag der Diffusion, K»>: Beitrag der
Relaxation.

Fir Tragermaterialien aus Agarose (A) liefert das KORSMEYER-PEPPAS-Modell fir den
Exponenten n genau den Wert von n = 0,45, der fiir zylindrische Proben zu erwarten ist,
wenn die Freisetzung ausschlielich auf Diffusion beruht. Fiir alle iibrigen Systeme liegt der
Exponent zwischen 0,21 und 0, 40, sodass primér von Diffusion als Freisetzungsmechanismus
ausgegangen werden kann. Die Geschwindigkeitskonstante K nimmt wie erwartet mit den
bereits visuell langsamer verlaufenden Freisetzungssystemen ab, besonders auffallig sind AH2C
und AH2cap, die beide deutlich niedrigere Werte fiir die Freisetzungsgeschwindigkeit aufweisen.
Das PEPPAS-SAHLIN-Modell, welches die Anteile an Diffusion K7 und Relaxation Ko bestimmt,
weist in allen Féllen K1 /K, > 1 und somit einen tiberwiegenden Anteil an Diffusion aus. Lediglich
fiir die in mineralisierten Tragern eingebetteten Kapselsysteme wurde ein £1/k, < 1 bestimmt,
was darauf hindeutet, dass hier neben der Diffusion noch andere Mechanismen wie Quellung,
Relaxation oder Wirkstoff-Matrix-Interaktionen entscheidend zur Freisetzung in den ersten
Stunden beitragen.

Um den vollstédndigen Freisetzungsverlauf zu beriicksichtigen, werden erneut das Modell
erster Ordnung (FO), das WEIBULL-Modell (WB) sowie die beiden langmuir-basierten ,, One-
Stage“- und ,, Two-Stage“-Modelle (OSL und TSL) an die experimentellen Daten angepasst.
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

Die Anpassungswerte sind in Tabelle 3.9 aufgelistet, die angepassten Kurven sind in Abbildung
3.24 dargestellt.

Tabelle 3.9: Anpassungswerte des Modells erster Ordnung (FO), des WEIBULL-Modells (WB) und der
langmuir-basierten One-Stage- (OSL) und Two-Stage-Modelle (TSL) fiir die Freisetzung von Suramin.

Material? FO WB

M k M a b tq = Va

(/4] [h]
A 1,00 £0,01 1,10 £0,08 1,00£0,01 0,96+0,06 0,74+0,08 0,95+ 0,07
AH 0,79+0,02 1,35+0,27 0,95+0,06 1,15+0,11 0,1940,03 2,0+1,2
AH2 0,92+0,02 0,94+0,15 0,97+0,01 1,12+0,02 0,414+0,01 1,314+0,05
AH2C 0,41 +£0,02 0,038 +£0,006 0,44 +0,02 14+5 0,73 +£0,12 35+8
AH2S 0,71 £0,05 0,028 £0,007 1,00 40,24 12+2 0,51 £0,08 138+12
cap 0,76 £0,03 0,047 £0,007 0,78 0,03 13+5 0,81 £0,13 25 +4
Acap 0,65 +0,03 0,045+0,007 0,67=+0,03 14+6 0,80 £ 0,14 26 £5
AH2cap 0,31 £0,02 0,030 £0,006 0,37 40,06 14+4 0,62 £0,12 74+ 4
OSL TSL
M T B S T Ts
[h] [h] [h]

A 1,03£0,01  0,55+0,04 1,06 20,04 0,00+0,06 0,5+0,1 4046
AH 0,82+0,02 0,48 £0,09 0,83+ 0,01 0,24£0,02 0,24 40,02 73 +£20
AH2 0,96 £0,01 0,68 £0,06 0,85+ 0,04 0,14£0,03 0,47 40,06 26 £+ 2
AH2C 0,46 + 0,02 22+3 0,38+ 0,10 0,94 +0,16 15+7 3014 + 586
AH2S 0,81+ 0,05 20+ 7 0,43+ 0,07 1,5+0,2 8+ 2 902 + 135
cap 0,84 £+ 0,03 17+ 2 0,62+0,16 0,8+0,4 8+4 942 + 67
Acap 0,72 £ 0,03 18+ 3 0,61+0,15 1,4+0,3 14+6 3302 £+ 799
AH2cap 0,36 £ 0,02 302 0,24+0,07 1,8£0,2 14+7 4281 4+ 599

# A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, cap: Alginatmikrokapseln mit 5 Doppel-
schichten S und C.
M: maximal freigesetzte Wirkstoffmenge, k: Freisetzungsrate, a,b: Kurvenparameter, t4: Zeit bis 63,2 % Freisetzung,
T': Zeit bis 50 % Freisetzung, B und S: Anteile von burst release und verzogerter Phase, T und Ts: Zeit bis 50 %
Freisetzung der entsprechenden Phase.

Das Modell erster Ordnung (Abb. 3.24a) passt bereits rein visuell schlecht zu den

experimentell bestimmten Daten. Lediglich der erste Bereich des burst release wird annahernd

gut erfasst, dann aber ist der weitere Verlauf der Kurve zunéchst zu steil und bei langeren

Freisetzungszeiten deutlich zu flach. Auch die maximal freigesetzte Menge Suramin wird

konsequent unterbestimmt. Einzig bei reiner Agarose (A) liefert das Modell M = 1 und

somit eine vollstdndige Freisetzung des Suramins. Die Geschwindigkeitskonstanten k nehmen

grundsétzlich wie erwartet ab. Auffillig ist aber, dass das System AG2S die niedrigste

Geschwindigkeitskonstante aufweist, obwohl es nach einem kurzen burst release eine relativ

gleichméfige Freisetzung tber die 14 Tage zeigt und andere Modelle visuell eine langsamere

Freisetzung zeigen. Das Modell erster Ordnung (FO) ist daher zur Beschreibung der Suramin-

Daten ungeeignet.
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

Wie schon bei ATP erfasst das ,,One-Stage“-Modell hingegen besonders die schnellen
Freisetzungen, die nur von burst release gekennzeichnet sind, sehr gut. Fiir A und AH2 stimmt
das Modell praktisch mit den experimentellen Daten tberein und liefert gute Kenndaten.
Fir AH wird der burst release etwas iiberschatzt und die maximale Menge unterschétzt,
grundséatzlich wird der Kurvenverlauf aber zufriedenstellend dargestellt. Bei den iibrigen
Systemen, bei denen deutlicher zwei Phasen der Freisetzung zu erkennen sind, stofit das
einphasige Modell an seine Grenzen. Obwohl es die nach 14 Tagen insgesamt freigesetzte
Menge annahernd korrekt bestimmt, wird die Freisetzung im mittleren Bereich zwischen etwa
zwei und zehn Tagen deutlich {iberbestimmt. Daraus resultiert eine anfangs zu steile und gegen
Ende zu flache Freisetzungskurve. Das Modell ist somit nicht fiir die universelle Beschreibung
der Daten geeignet, liefert aber gute Ergebnisse fiir die Félle, die einer einphasigen Freisetzung
entsprechen.

Das WEIBULL-Modell (Abb. 3.24c¢) passt subjektiv besser zu den experimentellen Daten.
Fiir die Tragermaterialien aus Agarose und Hydroxyapatit (A, AH und AH2) sowie das
System mit beigemischtem Agarosesulfat (AH2S) stimmen die modellierten Kurven mit den
experimentellen Daten iiberein. Auch die ermittelten Parameter fiir M und t4 sind plausibel.
Als maximal freigesetzte Menge wird in allen vier Féallen etwa M = 1 erreicht und auch die
Zeit, bis 63 % Suramin freigesetzt sind, passt zu den experimentellen Daten. Bei den drei
Systemen mit sehr starkem burst release liegt t4 bei maximal 2h, bei AH2S betragt t; = 138 h.
Dieser Wert ldsst sich auch direkt aus dem Diagramm ablesen und ist somit gut verifizierbar.
Visuell schlechter passt das WEIBULL-Modell zu den iibrigen Modellen, die zwei deutlichere
Freisetzungsphasen zeigen. Hier zeigt sich, dhnlich zum ,, One-Stage“-Modell, zwar eine gute
Anpassung in der frithen Freisetzungsphase, dann aber wird die Freisetzung zunéchst tiber-
und zum Ende hin unterbestimmt. Die zeigt sich auch in den Maximalmengen M. Diese liegen
zwischen M = 0,78 und M = 0,37 und damit sogar jeweils unter dem letzten aufgenommenen
Datenpunkt. Das WEIBULL-Modell ist an dieser Stelle nicht in der Lage, die nur noch leicht
ansteigende Kurve korrekt abzubilden. Dies spiegelt sich auch in den Freisetzungszeiten t,4
wider. Durch die errechnete Maximalmenge von M < 1 bezieht sich t; nicht wie bei den erste
vier Systemen auf 63 % der Gesamtfreisetzung, sondern auf 63 % der jeweiligen Maximalmenge,
bei AH2cap zum Beispiel auf M = 0,37. Dies hat zur Folge, dass die Freisetzungszeiten t,4
aller vier Systeme mit ein bis drei Tagen viel zu niedrig angegeben sind. Da die Freisetzungen
nach 14 Tagen noch nicht abgeschlossen sind, was an der noch steigenden Kurve erkennbar ist,
ist das WEIBULL-Modell fir diese Systeme nicht geeignet. Zuletzt soll das ,, Two-Stage*-Modell
betrachtet werden, welches visuell am besten mit den experimentellen Daten tibereinstimmt.
Eine Ausnahme bildet das System aus Agarose (A), dessen Freisetzung nach dem schnellen
burst release leicht iiberbestimmt wurde. Die Anpassungswerte in Tabelle 3.9 zeigen fiir die
Agarose-Hydroxyapatit-Systeme (A, AH, AH2) sehr plausible Werte. Eine akkurat bestimmte
burst release-Phase B mit sehr kurzen Halbwertszeiten Tz, gefolgt von einer verzogerten Phase
S, die allerdings nur noch wenig Suramin freisetzt. Fiir die iibrigen Modelle ergeben sich
Anpassungswerte fir B und T, welche die jeweiligen burst release-Phasen gut abbilden. Fiir
die verzogerte Phase sind die Werte fiir S aber deutlich iiber der theoretischen Limitierung
M = B+ S = 1. Dies liegt daran, dass die Freisetzung in der verzogerten Phase auch nach

14 Tagen noch anndhernd linear steigt und sich noch nicht an das Maximum der Freisetzung
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Abbildung 3.24: Kurvenanpassung an die Freisetzungsdaten Suramin. a: Modell erster
Ordnung (FO), b: ,, One-Stage“-Modell (OSL), ¢: WEIBULL-Modell (WB), d: ,, Two-Stage“-Modell
(TSL). Tragersysteme aus Agarose (A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten ionischen
Agarosederivaten (S - anionisch, C - kationisch). Beschichtete Kapselsysteme (cap), bzw. in
Triagermaterialien eingebettete Kapselysteme. Mittelwert + Standardabweichung, n = 3

anndhert. Somit sind die Werte fiir S und Tg zwar fiir grobe Abschitzungen und Vergleiche
geeignet, sollten aber nicht als absolut angesehen werden. Als weiteren Prognosewert ldsst
sich noch der Zeitpunkt angeben, an dem die Freisetzungskurve 100 % erreichen wiirde. Dieser
ist nur eine Schéitzung, liefert aber einen anschaulichen Vergleichswert. So ist das System
AG2S nach etwa 3 Wochen (23 Tage), cap nach etwa 5 Wochen (37 Tage) und Acap nach
etwa 8 Wochen (54 Tage) vollstandig freigesetzt. AH2cap (131 Tage) und AH2C (244 Tage)
bendtigen nochmals deutlich ldnger, um eine vollstandige Freisetzung zu erreichen. Dies gilt
alles ausgehend von den an die experimentell bestimmten Daten angepassten Werte.

Zum Vergleich der Leistungsfahigkeit der verschiedenen Modelle wird auch fiir die Suramin-
freisetzung AKAIKES Informationskriterium (AIC.) genutzt. Die resultierenden Zahlenwerte

und Wichtungen sind in Tabelle 3.10 dargestellt. Durch hohe Reststandardabweichungen
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werden das KORSMEYER-PEPPAS-Modell und das Modell erster Ordnung (FO) als ungeeignet
zur Beschreibung der Daten bewertet. Dies passt auch zu den Beobachtungen bei Betrachtung
der Freisetzungskurven sowie der Kennwerte der Modelle. Das WEIBULL-Modell erweist sich
fiir AH2 als das geeignetste Modell, bei den {ibrigen Modellen wurden besser passende Modelle
ermittelt. Das ,, Two-Stage“-Modell kann fir AH und AH2S als das am besten zu den
Daten passende Modell ausgewédhlt werden, zu AH2cap passt es mit einer 30-prozentigen
Wahrscheinlichkeit am Besten. Das ,,One-Stage“-Modell kann in den iibrigen Féllen als das
bestpassendste Modell identifiziert werden, da es bei geringer Reststandardabweichung durch

wenig Parameter als das ,einfachere* Modell bevorzugt wird.

Tabelle 3.10: AIC. und Wichtungen w der verschiedenen Anpassungsmodelle fiir Suramin.

Material® TSL WB OSL FO KP
AIC, w AlC, w AlIC, w AIC, w AlIC, w

A —-76,7 0,000 —-87,4 0,038 —93,8 0,920 —-87,6 0,041 7,4 0,000
AH —-112,1 0,999 —-974 0,001 -76,5 0,000 —-65,0 0,000 —-9,8 0,000
AH2 -99.6 0,000 -—120,7 1,000 —-90,6 0,000 -66,1 0,000 —63,4 0,000
AH2C —-68,2 0,017 -66,1 0,006 -76,2 0,961 —-68,0 0,016 —31,4 0,000
AH2S —-64,9 0927 —-59.6 0,066 —55,1 0,007 —47,7 0,000 —-39,8 0,000
cap —-46,4 0,000 -53,2 0,008 —-64,6 0,975 -57,0 0,022 —-20,2 0,000
Acap -57,3 0,013 —-550 0,004 -658 0952 -59,0 0,031 -30,1 0,000
AH2cap -749 0,304 -70,2 0,029 -764 0,650 —-69,0 0,016 -37,8 0,000

@ A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, cap: Alginatmikrokapseln mit 5
Doppelschichten S und C. TSL: ,, Two-Stage“-Modell, WB: WEIBULL-Modell, OSL: ,, One-Stage“-Modell,
FO: ,First Order“-Modell, KP: KORSMEYER-PEPPAS-Modell

Dieses Ergebnis zeigt, dass die LANGMUIR-basierten Modelle grundsétzlich sehr stark
in der Beschreibung der Freisetzungskurven von leicht wasserldslichen Substanzen ist. Der
Widerspruch aus den AIC.-Werten und der inhaltlichen Beschreibung und Interpretation der
Modelle resultiert aus leicht unterschiedlichen Betrachtungsweisen. Das AIC,. beriicksichtigt
nur die Anpassung bis Tag 14, ganz so, als wenn die Freisetzung an diesem Punkt vollstandig
abgeschlossen wére. Inhaltlich wurde auch der prognostizierte weitere Verlauf der Freisetzung
diskutiert, dort ist das komplexere ,, Two-Stage“-Modell gegeniiber dem einfacheren ,,One-
Stage“-Modell besser geeignet, da es den weiteren Verlauf realistischer abbilden kann.

Die Freisetzung von Suramin aus Tragermaterialien oder Kapselsystemen ist in der Literatur
nicht weit verbreitet. Einige wenige Studien nutzten ,,core-shell* Mikrokapseln aus Polylactid
(PLA) und Polylactid-co-glycolid (PLGA).[200, 201] Bei Einbringen des Suramins in die Hiille
aus PLGA, wurde 70 % innerhalb von drei Tagen freigesetzt, das Beladen des Kerns aus PLA
verzogerte die Freisetzung auf 70 % in 15 Tagen. Hierbei muss allerdings bedacht werden,
dass die PLA /PLGA-Systeme nur bedingt mit den hier untersuchten Materialien vergleichbar
sind, da trotz gleichem Freisetzungsmechanismus (Diffusion) der geschwindigkeitsbestimmende
Prozess unterschiedlich ist. PLA und PLGA sind deutlich hydrophober als die verwendeten
Alginatkapseln, bauen sich aber bei Kontakt mit Wasser durch Esterhydrolyse langsam ab.
Dadurch gelangt das Wasser weiter in das Innere der Kapseln, welche dadurch quellen und

weiter hydrolysieren bis letztlich die freie Diffusion des Wirkstoffs durch wassergefiillte Poren

62



3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

stattfinden kann.[141, 202] So erklart sich auch die Verzogerung bei Beladung des Kerns,
da zunéchst die dulere PLGA-Schicht iiberwunden werden muss. Vergleichbar hergestellte
Kapselsysteme, welche mit kommerziell erhéltlichen Polyelektrolyten beschichtet sind, zeigen
vergleichbare Ergebnisse wie die hier vorgestellten Systeme mit ionischen Agarosederivaten.[193]
Fir die Verzogerung der Suraminfreisetzung erwiesen sich Alginatkapseln beschichtet mit
Chitosan/Lignosulfonat (CL) und Polyallylamin/Lignosulfonat (PL) als sehr effizient. Der burst
release ist auf etwa 30 % reduziert, anschliefend findet eine verzogerte Freisetzung statt, wobei
das PL-System tiber 13 Tage nur rund 15 % freisetzt. Verglichen dazu verzogert das cap-System
der vorliegenden Arbeit etwas schwécher, in Verbindung mit dem Agarosetriagermaterial (Acap)
etwa gleich gut und mit dem Kompositmaterial (AH2cap) deutlich stirker. Die Komposite
allein verzogern die Freisetzung kaum. Erst die Beimischung der ionischen Agarosederivate
fihrt zu einem deutlichen Effekt. Das AH2C-System verzogert in etwa gleich stark wie das
PL-System, was an der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den kationischen Gruppen
des Agarosecarbamats und den anionischen Sulfonsduregruppen des Suramins liegt. Aber
auch das AH2S-System zeigt eine deutliche Verzogerung der Freisetzung, obwohl im System
anionische Sulfatgruppen dominieren. Hier kénnten m — m-Wechselwirkungen der aromatischen
Suraminstrukturen und der Sulfatgruppen einen verzogernden Effekt verursachen. Dieser Effekt
ist von Sulfonséuren und aromatischen Strukturen aus dem Bereich der Chromatographie [203]
und Schadstoffadsorption [204, 205] bekannt und wurde auch als Ursache fiir die Verzogerung
durch Lignosulfonatbeschichtungen in Erwigung gezogen. Da sowohl Trégermaterialien
als auch Kapselsysteme nach 14 Tagen noch keine Abbauerscheinungen aufweisen, ist die
Freisetzung grundsétzlich auf Diffusion durch wassergefiillte Poren zuriickzufiihren, welche
durch elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Suramin und Matrix
verzogert wird.

An dieser Stelle soll abschlieffend fiir dieses Unterkapitel noch auf den Vergleich der
Freisetzungen von ATP und Suramin mit besonderem Fokus auf der Molekiilgréfie eingegangen
werden. Bei Betrachtung der Freisetzungskurven fiir ATP und Suramin aus reinen Alginat-
und Agarosegelen (Abb. 3.21 und 3.23) fillt auf, dass beide Stoffe dhnlich freigesetzt werden,
obwohl Suramin ein fast dreimal so hohes Molekulargewicht besitzt wie ATP und nach
der Strukturformel deutlich grofler ist. Fiir die Diffusion durch Poren ist allerdings der
Molekiildurchmesser in Losung (hydrodynamischer Durchmesser) entscheidend. Um eine
Abschatzung dieses Wertes zu bekomme, wurden Molekiilsimulationen vorgenommen. Fiir das
ATP-Molekiil wurde ein Streumassenradius von etwa r¢ = 4,3 A berechnet. Daraus folgen
etwa 59 Wassermolekiile in der ersten Hydratationsschicht und eine effektive Molekiiloberfliache
(CoNNOLLY-Oberfldche) von etwa 360 A®. Aus dieser lisst sich bei Annahme einer perfekten
Kugel ein hydrodynamischer Durchmesser von dg = 10,7 A errechnen. Fiir Suramin wurde ein
Streumassenradius von r¢ = 10,4 A errechnet. Suramin wird in der ersten Schicht von etwa 138
Wassermolekiilen umgeben, die CONNOLLY-Oberfliche betragt 990 A®. Hieraus ergibt sich bei
einer perfekten Kugel ein hydrodynamischer Durchmesser von etwa dy = 17,8 A.[206] Obwohl
dies nur grobe Naherungen sind, lasst sich festhalten, dass ein Suraminmolekiil in Losung etwa
1,7-mal grofer ist als ein ATP-Molekiil. Mit Durchmessern von unter 2 nm sind beide Molekiile
aber immer noch wesentlich kleiner als die Poren der Alginat- und Agarosegele. Alginat hat

typischerweise Porengréfien im Bereich von 5-10nm[207, 208], Agarose sogar im Bereich von
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50-200 nm[77]. Somit konnen die Molekiile weitestgehend ungehindert durch die Poren der

Gele diffundieren, was die sehr dhnlichen Freisetzungsprofile beider Substanzen erklért.

3.3.4 Freisetzung von Methylenblau

Nach den zwei anionischen wasserloslichen Wirkstoffen ATP und Suramin sollte auch ein
kationischer, leicht wasserloslicher Stoff untersucht werden. Die Wahl fiel auf die Modellsubstanz
Methylenblau, ein Phenothiazinderivat, welches vor allem als Farbstoff verwendet wird. Es
ist leicht zugénglich, nicht giftig und hat eine hohe Absorptionsempfindlichkeit bei 660 nm,
wodurch es einfach mittels Photometrie zu detektieren ist. Die kumulativen Freisetzungskurven
von Methylenblau aus Tragermaterialien (a) und Kapselsystemen (b) sind in Abbildung 3.25
dargestellt. Zuséatzlich wurden die Freisetzungsexperimente auch an unbeschichteten Algi-
natkapseln (Alg) durchgefiihrt, um Referenzwerte fiir die beschichteten Kapselsysteme zu
erhalten. Die Freisetzung wurde iiber einen Zeitraum von 14 Tagen untersucht, die Linien

dienen zur Visualisierung des groben Kurvenverlaufs.
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Abbildung 3.25: Freisetzung von Methylenblau. a: Freisetzung aus Tragermaterialien auf
Agarosebasis (A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten ionischen Agarosederivaten (S -
anionisch, C - kationisch). b: Freisetzung aus unbeschichteten Alginatkapseln (Alg), beschichteten
Kapselsystemen (cap), bzw. in Tragermaterialien eingebetteten Kapselystemen. Die Linien dienen
zur Veranschaulichung des Kurvenverlaufs. Mittelwert £+ Standardabweichung, n = 3

Auffillig ist bei den Freisetzungskurven von Methylenblau die grundsétzliche Ahnlichkeit
zu denen von ATP. Fiir die meisten Tragermaterialien ist eine sehr schnelle Freisetzung mit
starkem burst release zu beobachten, so wie es fiir ein kleines, leicht wasserlosliches Molekiil
zu erwarten ist. Auch die Freisetzung aus unbeschichteten Alginatkapseln verlauft mit einem
starken burst release sehr schnell. Eine leichte Verzogerung tritt bei AH2C auf, wo 90 %
nach etwa 7 Tagen freigesetzt sind. Eine starke Verzoégerung wird durch Beimischung des
anionischen Agarosederivats erreicht (AH2S): der burst release wird auf etwa 15 % reduziert

und nach 14 Tagen wurden insgesamt knapp 60 % freigesetzt. Ahnlich sieht es bei den
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beschichteten Kapselsystemen aus. Diese fithren ebenfalls zu einer deutlichen Verzégerung
der Freisetzung, am effektivsten ist auch hier die Kombination aus beschichteten Kapseln
und dem mineralisierten Tragermaterial (AH2cap). Die beiden PEPPAS-Modelle liefern
Einblicke in die Freisetzungsmechanismen der ersten Freisetzungsphase; die ermittelten Werte
sind in Tabelle 3.11 zusammengefasst. Das KORSMEYER-PEPPAS-Modell zeigt zum einen
sinkende Werte fiir die Geschwindigkeitskonstante K, was was mit den visuell flacheren
Kurven iibereinstimmt. Zum anderen korrelieren die Werte des Exponenten n mit der Art
des Freisetzungsmechanismus. Fir n < 0,45 herrscht klassische Fick’scHE Diffusion, fiir
Werte von 0,45 < n < 0,89 herrscht sogenannte ,,anormale Diffusion“, bei der zum Beispiel
auch Quellung und Relaxation des Matrixmaterials die Freisetzung beeinflussen. Uber die
Stéarke dieses Einflusses liefert das PEPPAS-SAHLIN-Modell weitere Informationen. Fiir alle
Systeme ist der Quotient K1/k, > 1, was bedeutet, dass der Diffusionsanteil (K7) gegeniiber
dem Relaxationsanteil (K32) tiberwiegt. Hierbei ist allerdings noch zu beachten, dass beide
Modelle nur bis 60 % der jeweiligen Freisetzungskurve anwendbar sind und somit bei den
Systemen mit starkem burst release nur dieser Ausschnitt mit relativ wenigen Datenpunkten
modelliert wurde.

Tabelle 3.11: Anpassungswerte des KORSMEYER-PEPPAS-Modells (KP) und des PEPPAS-
SAHLIN-Modells (PS) fur die Freisetzung von Methylenblau. Werte gerundet.

Material® KP PS

K n K1 K2 |K1/K2|
A 0,194+0,03 0,83+0,09 0474+0,08 —0,20+0,04 2,44+0,8
AH 0,10+0,03 0,63+0,09 0,06+0,03 0,02+0,03 2,34+0,3
AH2 0,124+0,04 0,49+0,08 0,10+0,06 0,01 +0,01 14+2
AH2C 0,084+0,02 049+0,05 0,070,001 0,01+0,01 22+£3
AH2S 0,04 4+0,01 047+0,04 0,04+0,01 0,00+0,00 422412
Alg 0,18+0,03 0,83+0,09 0,744+0,12 0,22+0,12 3,44+0,3
cap 0,144+0,056 0,32+0,06 0,114+0,03 —0,01 £0,01 2342
Acap 0,094+0,02 0,37+0,04 0,08+£0,02 0,00+0,00 39+3
AH2cap 0,034+0,01 041+0,06 0,024+0,00 0,00+0,00 4445

® A: Agarose, H: Hydroxyapatit, S: Agarosesulfat, C: Agarosecarbamat, cap: Alginatmikrokapseln
mit 5 Doppelschichten S und C.
K: Geschwindigkeitskonstante, n: Exponent, K: Beitrag der Diffusion, K: Beitrag der Relaxation.

Um den gesamten Freisetzungsverlauf besser abbilden zu kénnen, werden wie in den vorigen
Kapiteln vier verschiedene Freisetzungsmodelle an die experimentellen Daten angepasst. Die
Anpassungswerte der Modelle sind Tabelle 3.12 aufgelistet, die Freisetzungskurven sind in
Abbildung 3.26 dargestellt.

Das ,, First Order“-Modell (a) ist wie bei ATP vor allem fiir die Systeme mit schneller
Freisetzung und hohem burst release anwendbar. Die maximal freigesetzte Wirkstoffmenge M
wird korrekt modelliert und die Freisetzungsrate & nimmt mit zunehmender Verzogerung
wie erwartet ab. Allerdings passt die Modellierung nicht iiber den gesamten Verlauf
zu den experimentellen Daten, sondern wird gerade im ,Wechselbereich® zwischen burst
release und anschliefender Phase deutlich {iberbestimmt. Generell weniger passend ist das

Modell fir die Systeme mit wenig burst release und hdherer Verzogerung in der zweiten
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Tabelle 3.12: Anpassungswerte des Modells erster Ordnung (FO), des WEIBULL-Modells (WB) und der
langmuir-basierten One-Stage- (OSL) und Two-Stage-Modelle (TSL) fiir die Freisetzung von Methylenblau.

Material® FO WB

M k M a b td = \’/&

[L/h] [h]
A 1,01£0,01 0,22+£0,01 1,00£0,01 6,14+0,7 1,26+0,08 4,24+0,2
AH 0,994+ 0,02 0,060+£0,006 1,00£0,02 123+18 086+0,06 182+1,5
AH2 0,95+0,03 0,037 +£0,006 1,00+£0,02 11,.9+18 0,71 +0,05 33+4
AH2C 0,97+ 0,03 0,019+0,002 1,0040,03 25+4 0,78 £ 0,05 62+6
AH2S 0,54 +0,06 0,010+£0,003 1,0040,17 37+18 0,57+£0,10 535+ 94
Alg 0,98 +0,02 0,23 +0,02 0,97 0,01 6+1 1,27 +0,12 4,14+0,2
cap 0,70 £ 0,056 0,035+0,009 1,00+£0,30 11,0+25 0494+0,10 130+£15
Acap 0,70 £ 0,06 0,015+0,005 1,0040,35 18+7 0,53 +£0,13 238 +43
AH2cap 0,54 +0,14 0,004 £0,002 1,004+0,66 101+ 12 0,67 0,17 966 £ 327
OSL TSL
M T B S T Ts
[h] [h] [h]

A 1,06 0,02 3,4+0,4 1,06 £0,10 0,00+0,16 3,4+0,8 100£0
AH 1,08+0,02 12,7£1,0 1,08 +0,04 0,00 %+ 0,05 13+2 0,71 + 0,00
AH2 1,05 £ 0,02 19+2 0,51 +£0,28 0,60=+0,28 9+1 47+ 7
AH2C 1,14 0,02 47+ 3 0,20+0,21 1,01£0,17 894+0,9 78 £29
AH2S 0,66 £+ 0,07 90 £ 27 0,17+0,03 083+£0,13 894+0,9 1221 +118
Alg 1,02 + 0,02 3,4+0,4 0,72+ 0,08 0,30£0,07 3,40+0,12 3,41 4+0,64
cap 0,79 £+ 0,05 24+6 0,42+0,07 1,6+0,8 6+ 2 940 + 159
Acap 0,80 £ 0,08 49 + 17 0,26 +0,04 1,7+0,9 414+1,5 785 4+ 62
AH2cap 0,76 £ 0,21 306 £ 149 0,06 +0,02 1,8+0,6 2,6 £0,2 1546 + 164

# A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, cap: Alginatmikrokapseln mit 5 Doppel-
schichten S und C.
M': maximal freigesetzte Wirkstoffmenge, k: Freisetzungsrate, a,b: Kurvenparameter, t4: Zeit bis 63,2 % Freisetzung,
T: Zeit bis 50 % Freisetzung, B und S: Anteile von burst release und verzogerter Phase, Ts und Ts: Zeit bis 50 %
Freisetzung der entsprechenden Phase.

Freisetzungsphase. Zwar sind die Freisetzungsraten insgesamt niedrig, aber die maximal

freigesetzte Wirkstoffmenge wird deutlich unterbestimmt und der generelle Kurvenverlauf

entspricht visuell nicht den experimentellen Daten. Fiir das einphasige LANGMUIR-basierte

, One-Stage“-Modell (b) sieht es ganz dhnlich aus. Die Systeme mit schneller Freisetzung

werden sehr gut modelliert, Kurvenverlauf und maximale Wirkstoffmenge stimmen sehr gut

mit den experimentellen Daten iiberein. Bei den beschichteten Kapselsystemen, sowie dem

Tréagermaterial mit Agarosesulfat (AH2S) werden allerdings die maximal freizusetzenden

Wirkstoffmengen unterschétzt und auch der Kurvenverlauf passt nicht mehr gut zu den

Datenpunkten, da nahe dem burst release zunichst eine Uberbestimmung und dann eine

Unterbestimmung erfolgt. Diese Beobachtung ist konsistent mit denen bei ATP und Suramin,

bei denen die stiarker verzogernden Materialien dhnlich Kurven zeigten.
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Abbildung 3.26: Kurvenanpassung an die Freisetzungsdaten Methylenblau. a: Modell
erster Ordnung (FO), b: ,,One-Stage“-Modell (OSL), ¢: WEIBULL-Modell (WB), d: ,, Two-
Stage“-Modell (TSL). Triagersysteme aus Agarose (A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten
ionischen Agarosederivaten (S - anionisch, C - kationisch). Unbeschichtete Alginatkapseln (Alg),
beschichtete Kapselsysteme (cap), bzw. in Tragermaterialien eingebettete Kapselysteme. Mittelwert
+ Standardabweichung, n = 3

Das WEIBULL-Modell (c) hingegen liefert gute Ergebnisse fiir Kurvenverlauf und
Wirkstoffmenge, insbesondere fiir die Materialien, welche eine stéirkere Freisetzungsverzogerung
aufweisen. Es liefert fiir die beiden am starksten verzogernden System AH2S und AH2cap
Freisetzungszeiten t4 von drei bzw. knapp sechs Wochen, bis 63 % des Methylenblaus freigesetzt
wurden. Fiir die beiden sehr schnell freisetzenden reinen Polysaccharidsysteme (A, Alg)
ist das WEIBULL-Modell qualitativ nicht geeignet, da es zwar die Maximalmenge korrekt
abschétzt, aber den Kurvenverlauf falsch abbildet. Grundsétzlich verhélt sich das Modell bei
gleichméBigen Kurvenverldufen ohne deutliche Wechsel von burst release und verzogerter Phase
am besten. Das zweiphasige langmuir-basierte ,, Two-Stage“~-Modell (d) zeigt augenscheinlich
fir alle Systeme eine sehr gute Anpassung, da die Kurvenverldufe mit den experimentellen

Daten ubereinstimmen. Fiir die Tragermaterialien liefert das Modell sinnvolle Maximalmengen
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(M = B+ S) und Freisetzungszeiten bis 50 % der jeweiligen Phase, die im Bereich von Stunden
fiir den burst release und im Bereich von Tagen fir die verzogerte Phase (AH2, AH2C) liegen.
Fir AH2S, eines der am stirksten verzogernden Systeme, wird ein sehr geringer burst release
von etwa 17 % und eine verzogerte Freisetzung mit einer Halbwertszeit von mehr als sieben
Wochen ermittelt. Fir die Kapselsysteme sind die Werte B fir den burst release realistisch,
die fiir S allerdings deutlich zu hoch, wenn man bedenkt, dass B und S zusammen 1 (100 %
Freisetzung) ergeben sollten. Dies liegt vor allem im fast linearen Anstieg der verzogerten Phase
im untersuchten Zeitraum, woraus das Modell eine zu hohe Asymptote wahlt. Dementsprechend
sind auch die Halbwertszeiten Tg entsprechend hoch, wobei die GréB8enordnungen von mehreren
Wochen durchaus realistisch sind. Auch hier kann zusétzlich der Zeitpunkt angegeben werden,
an dem die Anpassungsfunktion die vollstandige Freisetzung von 100 % erreicht, mathematisch
also den Wert 1 annimmt. Fiir cap und Acap wird der Wert nach etwa dreieinhalb Wochen
erreicht, AH2cap kommt auf eine maximale Freisetzung nach zehn Wochen.

Die Auswertung des Informationskriteriums AIC, (Tabelle 3.13) bestéatigt grundsétzlich
die Eindricke aus der qualitativen Beschreibung der Anpassungsmodelle. Fiir die sehr
schnell freisetzenden Systeme A, AH und Alg ist das ,,First Order“-Modell das einfachste
Modell, welches am besten zu den experimentellen Daten passt. Fiir die beiden nativen
Polysaccharidsysteme Agarose und Alginat beschreibt auch das WEIBULL-Modell noch zu
etwa 25, bzw. 14 % die Daten noch annehmbar gut. Fiir die Gruppe der mineralisierten
Tragermaterialien AH2 und AH2C (sowie zu einem geringen Teil auch AH) schneidet das
, One-Stage“-Modell am besten ab. Fiir das Tragermaterial mit anionischer Agarose (AH2S)
sowie alle beschichteten Kapselsysteme zeigt sich das ,, Two-Stage*-Modell deutlich iiberlegen.

Mit tiber 90 % Wahrscheinlichkeit ist es fiir die stark verzogernden Systeme mit deutlichem
zweiphasigen Freisetzungsverlauf das Modell, welches am besten zu den Daten passt. Zu allen
AIC, ist erneut anzumerken, dass die Bewertungen nur auf Grundlage der experimentellen
Daten iiber den Zeitraum von zwei Wochen erfolgen und das Kriterium somit nicht bewerten

kann, welches Modell ganz allgemein die beste Beschreibung der Wirkstofffreisetzung liefert.

Tabelle 3.13: AIC. und Wichtungen w der verschiedenen Anpassungsmodelle fiir Methylenblau.

Modell? TSL WB OSL FO KP
AIC, w AlIC, w AlIC, w AIC, w AlIC, w

A —-58,7 0,000 —-864 0,256 —68,6 0,000 —88,5 0,744 3,0 0,000
AH -76,6 0,003 —-80,6 0,018 —86,6 0,368 —87,6 0,611 8,3 0,000
AH2 -778 0,070 -78,6 0,103 —82,7 0,817 -73,9 0,010 11,1 0,000
AH2C -74,0 0,170 -72,1 0,066 -77,0 0,763 —61,2 0,000 -—-37,2 0,000
AH2S -79,7 0987 -—-71,1 0,013 —-63,3 0,000 —59,4 0,000 -—53,9 0,000
Alg —-58,8 0,000 —-71,7 0,146 —68,7 0,034 -75,1 0,820 2,5 0,000
cap —60,7 0936 —54,7 0,047 —-52,6 0,016 —-458 0,001 —-26,2 0,000
Acap —-68,1 0999 —-54,5 0,001 —-50,4 0,000 -—45,7 0,000 —47,5 0,000
AH2cap -80,1 0,993 —-64,3 0,000 —-69,2 0,004 -684 0,003 -57,1 0,000

@ A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, Alg: unbeschichtete
Alginatmikrokapseln, cap: Alginatmikrokapseln mit 5 Doppelschichten S und C. TSL: ,, Two-Stage*“-Modell,
WB: WEIBULL-Modell, OSL: ,,One-Stage*“-Modell, FO: , First Order“-Modell, KP: KORSMEYER-PEPPAS-Modell
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Methylenblau wird in der Literatur haufig als leicht wasserlosliche Substanz fir Freisetzungs-
und Adsorptionsexperimente verwendet. Auch sind insbesondere Systeme mit Alginat und
anderen Polysacchariden diesbeziiglich gut untersucht. Tu et al. haben Alginatmikrokapseln
(aus 5 % Natriumalginatlosung) im Grofienbereich 100-500 pm hergestellt, mit Methylenblau
und 4-Phenylazoanilin beladen und anschlielend deren Freisetzung in Wasser und simulierter
Magenflissigkeit {iber einen Zeitraum von finf Stunden untersucht.[209] Methylenblau zeigte
dabei in Wasser eine Freisetzung iiber rein FicK’sche Diffusion, die vergleichbar mit den
in dieser Arbeit ermittelten Werten fiir A und cap sind. In einer anderen Verdéffentlichung
untersuchten Bajpai und Kirar die Freisetzung von Methylenblau aus Alginatkapseln und
quervernetzten Alginat/Polyacrylatkapseln und kamen zu dhnlichen Ergebnissen. Aus den
reinen Alginatkapseln wird Methylenblau binnen weniger Stunden fast vollstdndig freigesetzt,
erst die Vernetzung mit Polyacrylat fithrt zu einer deutlichen Verzogerung der Freisetzung.[210]
Voo et al. untersuchten den Zusammenhang der Konzentration der Alginatgele auf die
Freisetzung von Methylenblau in 0,1 M Phosphatpuffer. Wahrend der gesamte Wirkstoff
aus Alginatkapseln aus einer 2 %igen Alginatlosung in unter drei Stunden freigesetzt wurde,
verzogerte sich die komplette Freisetzung aus 10 %igen Kapseln auf iiber fiinf Stunden.[211]
Dies zeigt, dass die Alginatkonzentration zwar einen leichten Einfluss auf die Freisetzung
hat, aber fiir Zeitrdume iiber mehrere Tage keine entscheidende Rolle spielt. Zwei Studien, in
denen Objekttrager aus Glas mit zehn Doppelschichten aus Poly(diallyldimethylammonium
chlorid) /Polyacrylat[212] bzw. Chitosan/Polyacrylat[213] beschichtet wurden, untersuchten
anschlieflend die Freisetzung von Methylenblau in wéssriges Medium. Die Systeme zeigten eine
vollstdandige Freisetzung innerhalb einer Stunde in Wasser, mit zunehmender Konzentration
NaCl beschleunigte sich die Freisetzung allerdings stark. Auch ein pH-Wert von 3 sorgte fir
eine rapide Freisetzung von Methylenblau. Die zusédtzlichen Ionen im Medium sorgten fiir
eine stiarkere Quellung und somit lockerere Bindung der Polyelektrolytschichten, wahrend der
verdanderte pH-Wert ebenfalls das Schichtsystem und die Interaktion zwischen Wirkstoff und
Matrix abschwéchte.[212, 213]
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

3.3.5 Freisetzung von A740003

Als vierter und letzter Wirkstoff wird der selektive P2X; Rezeptorantagonist A740003
untersucht. Es handelt sich dabei um einen schlecht wasserloslichen Stoff (< 1mgmL™1),
der eine hohe Effektivitdt bei der Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen
(IC50=40 nM) aufweist. Die kumulativen Freisetzungskurven fiir A740003 aus Triagermaterialien

(a) und Kapselsystemen (b) iiber einen Zeitraum von 14 Tagen sind in Abbildung 3.27

dargestellt.
1004 A 100{ B —%— cap
—<— Acap
—&— AH2cap
801 80+ -+ Alg*

60+

o=
AN
=_|
I
-
el
l—\lﬂ—|
Fey

\
A

i

SR
d\\F
M
—]
—
L

40- 40-

kumulativ freigesetzter Wirkstoff / %

204 204
¥ "
B A AH &_{_‘ﬁﬁ——_ f
04 —A— AH2 —v— AH2C AH2S| O+ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit/ d Zeit/ d

Abbildung 3.27: Freisetzung von A740003. a: Freisetzung aus Trigermaterialien auf
Agarosebasis (A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten ionischen Agarosederivaten (S -
anionisch, C - kationisch). b: Freisetzung aus Kapselsystemen (cap), bzw. in Trigermaterialien
eingebetteten Kapselystemen. Alg* bezeichnet Vergleichsdaten aus unbeschichteten Alginatkapseln
(publiziert in Witzler et al. [193]). Die Linien dienen zur Veranschaulichung des Kurvenverlaufs.
Mittelwert + Standardabweichung, n = 3

Auffillig ist die im Vergleich zu den iibrigen Substanzen deutlich niedrigere Gesamtfrei-
setzung. Die Tréagermaterialien (a) weisen unabhéngig von ihrer Zusammensetzung ein sehr
ahnliches Freisetzungsprofil auf. Dies besteht aus einem schwachen burst release um 20 %
in den ersten 24 h, gefolgt von der Freisetzung von weiteren 30-40 % tiber die restlichen 13
Tage. Die Freisetzungskurven nach zwei Wochen enden bei einer insgesamt freigesetzten
Menge von etwa 50-60%. Auch bei den beschichteten Kapselsystemen (b) zeigen sich
kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Systemen. Insgesamt liegt die Freisetzung iiber
zwei Wochen bei 5-10 %, ein starker burst release ist nicht erkennbar. Bereits publizierte
Vergleichsdaten aus unbeschichteten Alginatkapseln [193] weisen einen anfinglichen burst
release um etwa 20 % und anschlieend eine schwache Freisetzung von weiteren 15 % auf. Trotz
der schlechteren Wasserloslichkeit des Wirkstoffs ist Diffusion durch die wassergefiillten Poren
der Tragermaterialien und Kapselsysteme der grundsétzliche Freisetzungsmechanismus. Die
Parameter der Anpassung des KORSMEYER-PEPPAS-und des PEPPAS-SAHLIN-Modells zur
analytischen Betrachtung der Diffusion sind in Tabelle 3.14 aufgelistet.
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

Tabelle 3.14: Anpassungswerte des KORSMEYER-PEPPAS-Modells (KP) und des PEPPAS-
SAHLIN-Modells (PS) fiir die Freisetzung von A740003. Werte gerundet.

Material? KP PS

K n K Ky |1 /i |
A 0,06 +0,01 0,51+0,03 0,06+0,01 0,00+0,01 12+2
AH 0,04 4+0,01 0,56+0,08 0,02+0,00 0,00+0,00 60+£8
AH2 0,07r+0,02 048+0,07 0,060£0,01 0,00£0,00 36=£5
AH2C 0,034+0,01 0,62+0,06 0,030,060 0,00 0,06 8+2
AH2S 0,064+0,01 045+0,06 0,044+0,01 0,00+£0,00 107414
cap 0,01 +0,01 048+0,20 0,014+£0,04 0,00+0,056 10+3
Acap 0,01 +0,00 048+0,10 0,01£+0,01 0,00+0,01 1244
AH2cap 0,01 +0,01 0,39+0,11 0,00+0,00 0,00+0,00 88+15

® A: Agarose, H: Hydroxyapatit, S: Agarosesulfat, C: Agarosecarbamat, cap: Alginatmikrokapseln
mit 5 Doppelschichten S und C.

K: Geschwindigkeitskonstante, n: Exponent, K;: Beitrag der Diffusion, K»: Beitrag der
Relaxation.

Die Geschwindigkeitskonstanten K des KORSMEYER-PEPPAS-Modells bestétigen, dass
die Trigermaterialien und Kapselsysteme unabhéngig von ihrer Zusammensetzung sehr
dhnliche Freisetzungen aufweisen. Die Konstanten sind zudem deutlich niedriger als bei
den iibrigen, leichter wasserloslichen Modellwirkstoffen. Die Exponenten des KORSMEYER-
PEPPAS-Modells liegen alle im Bereich des Wertes, der fiir eine diffusionsgesteuerte Freisetzung
erwartet wird. Auch das PEPPAS-SAHLIN-Modell liefert durchweg Werte grofier 1 fiir den
Quotienten aus Diffusion und Relaxation, sodass in allen Fillen die Diffusion als mafigeblicher
Freisetzungsmechanismus angesehen werden kann. Analog zu den vorherigen Kapiteln wurden
die vier verschiedenen Freisetzungsmodelle betrachtet, welche die gesamte Freisetzungskurve
miteinschlieflen. Die graphische Auftragung der an die experimentellen Daten angepassten
Funktionen findet sich in Abbildung 3.28, die einzelnen Anpassungswerte sind in Tabelle
3.15 aufgefithrt. Dadurch, dass die Freisetzung fiir die Systeme sehr dhnlich ist, ist eine
visuelle Unterscheidung deutlich schwieriger, sodass die Anpassungswerte stérker betrachtet
werden. Das ,, First Order“-Modell zeigt visuell die bereits von den anderen Substanzen
bekannte Uberbestimmung des mittleren Freisetzungsbereichs und die Unterbestimmung
der maximal freigesetzten Wirkstoffmenge, besonders fiir AH2, AH2C und AH2S. Die
Anpassungswerte liefern sehr dhnliche Werte fiir die Triagermaterialien, wobei AH2S von diesen
die langsamste Freisetzung aufweist. Die maximal freigesetzten Wirkstoffmengen bestimmt
das Modell auf etwa 50-60 %. Fiir die Kapselsysteme liegt dieser Wert bei unter 8 %, die
Geschwindigkeitskonstante zeigt allerdings eine etwas schnellere Freisetzung. Das ,, One-
Stage“-Modell (Abb.3.28b) passt visuell etwas besser zu den experimentellen Daten als das
FO-Modell. Die Maximalmengen liegen bei 55-65 % fiir die Tragermaterialien und 6-8 % fiir
die Kapselsysteme. Die Freisetzungshalbwertszeiten T' spiegeln den visuellen Trend wider, die
nicht eingebetteten Kapseln haben die schnellste Freisetzung, die iibrigen sind grundsétzlich

sehr &hnlich und liegen im Bereich von 20-44 h.
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Tabelle 3.15: Anpassungswerte des Modells erster Ordnung (FO), des WEIBULL-Modells (WB) und der
langmuir-basierten One-Stage- (OSL) und Two-Stage-Modelle (TSL) fir die Freisetzung von A740003. Werte
gerundet.

Material® FO WB

M k M a b td = {’/&

[1/1] [h]
A 0,57+0,02 0,021 20,003 0,64+0,02 149+13 0,6440,03 69 £ 8
AH 0,55+0,02 0,025 4+0,003 0,59 £ 0,02 17+ 3 0,72 + 0,05 53+ 7
AH2 0,58 £0,02 0,031 +0,006 0,62+£0,02 11,814 0,66 40,04 43 +5
AH2C 0,54 4+0,03 0,021 +£0,004 0,72 40,09 18 +2 0,59 +0,06 135+ 58
AH2S 0,47+0,02 0,0204+0,004 0,64 +£0,10 18+ 3 0,58 £0,07 142477
cap 0,078 £0,004 0,081 +0,016 0,081 4+0,004 764+2,6 0,74+0,14 16 £4
Acap 0,074 £ 0,004 0,039 + 0,007 0,085 +0,006 9,3+1,5 0,57+0,07 51 + 16
AH2cap 0,056 + 0,002 0,040 £ 0,006 0,058 4+ 0,002 15+5 0,79+ 0,12 30+6
OSL TSL
M T B S Tg Ts
[h] [h] [h]

A 0,65 £ 0,02 37+5 0,06 £0,01 0,63+0,01 05+£04 57+5
AH 0,63 £ 0,01 33+3 0,50£0,09 0,43 £0,07 22+5 775 4+ 230
AH2 0,64 £+ 0,02 23+ 3 0,29 +0,17 0,41+0,14 8+2 76 + 16
AH2C 0,63 £ 0,03 43 +7 0,350,056 1,00+0,48 15+4 919+ 114
AH2S 0,55 £ 0,03 44+ 7 0,31 £0,08 1,00+£0,61 16 =6 1130 4+ 272
cap 0,082 + 0,003 6,3+1,7 0,08+0,01 0,10£0,02 7,4+2,7 26647
Acap 0,082 4 0,003 20+ 3 0,05+0,01 0,07+£0,03 8,0%£2,3 343 + 38
AH2cap 0,063 £ 0,002 21+3 0,05 £0,01 0,00+ 0,00 167 37570

* A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, cap: Alginatmikrokapseln mit 5 Doppelschichten
S und C.

M: maximal freigesetzte Wirkstoffmenge, k: Freisetzungsrate, a,b: Kurvenparameter, tq: Zeit bis 63,2 % Freisetzung,
T: Zeit bis 50 % Freisetzung, B und S: Anteile von burst release und verzogerter Phase, Ts und Ts: Zeit bis 50 %
Freisetzung der entsprechenden Phase.

Die beiden zweiphasigen Modelle (WB und TSL) passen visuell gut zu den Daten. Das
5, Two-Stage*“-Modell weist allerdings eine weniger starke Abflachung der Kurven auf. Das
WEIBULL-Modell liefert Wirkstoffmengen, die mit denen des OSL iibereinstimmen und auch die
Freisetzungszeit bis 63,2 % Wirkstofffreisetzung folgt dem Trend des OSL-Modells. Das ,, Two-
Stage“-Modell liefert als einziges Wirkstoffmengen fiir den Endzeitpunkt der Freisetzung,
unterteilt in burst release-Phase und verzogerter Freisetzungsphase, sodass diese Werte
nicht unbedingt mit denen der {ibrigen Modelle iibereinstimmen. Fiir die Trégermaterialien
A und AH2 ergibt sich eine Maximalmenge von etwa 70 %, AH kommt auf etwa 90 %.
Die beiden Systeme mit ionischer Agarose AH2C und AH2S kommen jeweils auf etwa
135 %, da die Freisetzungskurven noch keine deutliche Abflachung zeigen und folglich den
asymptotischen Wert erst spét erreichen wiirden. Dadurch ergeben sich auch sehr hohe
Freisetzungshalbwertszeiten von etwa 1000 h fiir die verzogerte Phase. Nutzt man die Werte der
ermittelten Anpassungsfunktionen, um den Zeitpunkt zu berechnen, an dem die Freisetzung
100 % erreicht, so erhdlt man etwa 10,5 Wochen fir AH2C und etwa 15 Wochen fiir AH2S.
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3.3 Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

Fiir die Kapselsysteme ergeben sich fir den burst release in etwa die gleichen freigesetzten
Mengen wie bei den iibrigen Modellen, die verzogerte Phase kalkuliert allerdings noch bis zu
weitere 10 % Freisetzung, wenn auch iiber eine sehr, sehr lange Zeit. Das System AHZ2cap

zeigt keine nennenswerte Freisetzung nach der burst release-Phase.

a _ 704b
Pow

504

~
o
" 1

(o2}
o
a1

a1
o
1

40

N
o
" 1 "

304

w
o
1

N
o
M

204

=
o
M-

kumulativ freigesetzter Wirkstoff / %

o
1

N w B [ (o] ~
o o o o o o
M TR TR T T SR

=
o
1

kumulativ freigesetzter Wirkstoff / %

o
1

0'2'4'6'8'10'12'14' 0'2'4'6'8'10'12'14'
Zeit/ d Zeit/ d
[ = A AH + AH2 v AH2C AH2S cap <« Acap * AH2cap|

Abbildung 3.28: Kurvenanpassung an die Freisetzungsdaten A740003. a: Modell erster
Ordnung (FO), b: ,,One-Stage“-Modell (OSL), c¢: WEIBULL-Modell (WB), d: ,, Two-Stage*“-Modell
(TSL). Tragersysteme aus Agarose (A) mit Hydroxyapatit (H) und beigemischten ionischen
Agarosederivaten (S - anionisch, C - kationisch). Beschichtete Kapselsysteme (cap), bzw. in
Tragermaterialien eingebettete Kapselysteme. Mittelwert 4+ Standardabweichung, n = 3

Durch den grundsétzlich sehr &hnlichen Kurvenverlauf ist die Bewertung und Wichtung der
Modelle mithilfe des Informationskriteriums AIC, besonders interessant, da es eine objektive
Einschatzung dariiber trifft, welches der genutzten Modell die Daten am besten beschreibt. Die
Werte hierzu finden sich in Tabelle 3.16. Durch die sehr dhnlichen Kurvenverlaufe ist das ,, First
Order“-Modell dasjenige mit der hochsten Varianz und hat somit trotz seiner Einfachheit
sehr geringe Wichtungsfaktoren. Das ,, One-Stage“-Modell hat genauso viele Parameter (ist

also genauso einfach oder komplex) wie das FO-Modell, allerdings passt es durch die deutlich
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niedrigere Varianz besser zu den Daten. Fir cap und AH2cap ist es mit deutlichem Abstand
das stéarkste Modell, bei AH ist es vergleichbar mit dem ,, Two-Stage“-Modell. Dieses wiederum
ist grundsétzlich das stérkste Modell, obwohl es deutlich komplexer ist. Bis auf cap und
AH2cap liefert es bei allen anderen den hochsten Wichtungsfaktor, das WEIBULL-Modell folgt
etwas dahinter. Hier zeigt sich nun die Stérke des ,, Two-Stage“-Modells, dass es in vielen Fallen
seine Komplexitat mit einer deutlich verbesserten Kurvenanpassung neutralisiert. Zusatzlich
ist es in der Lage, auch zukiinftige Werte zu modellieren, sofern die experimentellen Daten

dies grundséatzlich erlauben.

Tabelle 3.16: AIC. und Wichtungen w der verschiedenen Anpassungsmodelle fiir A740003.

Material® TSL WB OSL FO KP
AIC,  w  AIC.  w  AIC.  w  AIC. w  AIC. w
A ~107,8 0,734 —1058 0266 —89,3 0,000 —81,3 0,000 —60,7 0,000
AH ~101,7 05531 —953 0,022 -101,3 0447 —843 0,000 —451 0,000
AH2 —96,4 0,595 —953 0,339 —92,0 0065 —77,1 0,000 -50,8 0,000
AH2C ~85,9 0,988 —77,0 0,012 —71,6 0001 —61,7 0,000 —39,9 0,000
AH2S —78,1 0,707 —759 0,238 —729 0,054 —64,2 0001 —453 0,000
cap —97,5 0,006 —97,9 0,008 —107,6 00963 —100,1 0,023 —10,1 0,000
Acap ~116,9 0,853 —112,2 0,081 —111,7 0,065 —101,7 0,000 —52,2 0,000
AH2cap ~111,8 0,007 —111,2 0,005 —121,7 0,960 —114,7 0,029 —63,0 0,000

@ A: Agarose, H: Hydroxyapatit, C: Agarosecarbamat, S: Agarosesulfat, cap: Alginatmikrokapseln mit 5
Doppelschichten S und C. TSL: ,, Two-Stage“-Modell, WB: WEIBULL-Modell, OSL: ,,One-Stage“-Modell,
FO: ,,First Order“-Modell, KP: KORSMEYER-PEPPAS-Modell

Obwohl A740003 in Zelldifferenzierungen eingesetzt wird und dort als selektiver P2X»;
Ligand identifiziert wurde, gibt es keine Freisetzungsstudien zu diesem Wirkstoff. Lediglich die
wahrend des Projektes in der Arbeitsgruppe entstandenen Ergebnisse an anderen polyelektrolyt-
beschichteten Alginatkapseln kénnen als Vergleich herangezogen werden.[193] Dort wurde die
Freisetzung aus Alginatkapseln untersucht, die mit kommerziell erhéltlichen Polyelektrolyten
beschichtet waren: jeweils fiinf Doppelschichten aus entweder Chitosan/Lignosulfonat (CL),
Polyallylamin/Lignosulfonat (PL) oder Polyallylamin/Alginat (PA) auf dem mit Wirkstoff
beladenen Alginatkern. Die Herstellung erfolgte identisch zu den in dieser Arbeit angefertigten
Kapselsystemen. Die Freisetzungen aus den Tragermaterialien verlduft etwas schneller als
die aus reinen Alginatkapseln (siehe auch Abb. 3.27, dort sind die Daten zum Vergleich
aufgetragen), aus den beschichteten Kapseln sind sie vergleichbar mit dem PL- und PA-
System. In Tragermaterial eingebettete Kapseln verhalten sich wiederum nicht anders als die
reinen Kapselsysteme, sodass davon auszugehen ist, dass die Freisetzung lediglich durch
die Polyelektrolytbeschichtung starker beeinflusst wird. Die Tragermaterialien mit ihren
grofleren, durchléssigen Poren zeigen ein langsames, diffusionsgesteuertes Verhalten, das
durch die schlechtere Loslichkeit oder eine grundsitzlich héhere nicht-ionische Wirkstoff-
Matrix-Wechselwirkung bestimmt wird. Bei den Kapselsystemen ist eine besonders starke
Verzogerung in der Wirkstofffreisetzung festzustellen. Ein kleiner Teil des Wirkstoffs wird
in den ersten Stunden freigesetzt, danach aber wird so gut wie kein weiterer Wirkstoff

freigesetzt. Dies legt den Schluss nahe, dass zundchst Wirkstoff von der Oberfliche oder aus
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oberflichennahen Schichten freigesetzt wird, der Rest aber in der Kapsel verbleibt und erst
bei Erosion der Kapseln freigesetzt wiirde. Dies deckt sich mit den Zusammenfassungen von Li
et al., nach denen wenig wasserlosliche Wirkstoffe in wéssrigen Medien hauptséchlich durch
Matrixerosion freigesetzt werden.[143] Da es keine dezidierten Freisetzungsstudien zu A740003
gibt, kénnen nur andere, schwer wasserlosliche Stoffe zum Vergleich herangezogen werden.
Ein Beispiel ist das Krebsmedikament Paclitaxel, dessen Freisetzung gut untersucht ist. Nie
et al. haben neben Suramin (vgl. Kap. 3.3.3) auch Paclitaxel in ihrer Kapselkombination
aus PLA/PLGA verwendet, die an sich bereits deutlich hydrophober ist als Alginat und
somit den Wirkstoff erst durch Matrixerosion freisetzt. Uber einen Zeitraum von zwei Wochen
wurden so lediglich 30-40 % Paclitaxel mit sehr geringen burst release freigesetzt.[201] Tu et al.
haben Alginatmikrokapseln mit dem schwer wasserloslichen Stoff 4-Phenylazoanilin beladen
und anschlieBend die Freisetzung in Wasser und bei simulierter oraler Aufnahme (Magen)
untersucht. In Wasser ergab sich eine Freisetzung von etwa 40 % innerhalb von vier Stunden.
Auch simulierter Magensaft ergab keine schnellere Freisetzung, erst der Wechsel zu einem
pH-Wert von 6,8 fithrte zu einer Freisetzung innerhalb einer Stunde, da durch den hoheren
pH-Wert und den Phosphatgehalt die Struktur des Calciumalginats zerstort und der Wirkstoff
freigesetzt wurde.[209] Ein anderes Beispiel fir eine schlecht wasserlosliche Modellsubstanz
ist ist Diflunisal, ein Schmerzmittel und Entziindungshemmer. Rochin-Wong et al.haben
Nanokapseln mit Chitosan und k-Carrageen beschichtet und anschlieBend die Freisetzung von
Diflunisal in saurem Medium (pH 1,2) und Phosphatpuffer (pH 7,4) untersucht.[214] Wahrend
im sauren Medium praktisch keine Freisetzung stattfand, zeigten die Freisetzungprofile bei
einem pH-Wert von 7,4 einen deutlichen verzogernden Einfluss der Polyelektrolytschichten
auf die Freisetzung des Wirkstoffs. So konnte durch Einsatz von zwei Doppelschichten die

Freisetzungsrate im Verlauf von acht Stunden halbiert werden.
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3.3.6 Vergleich der Freisetzungsversuche

Die untersuchten Freisetzungssysteme (Zylinder und Mikrokapseln) lassen sich nach Ab-
bildung 2.8 den Matrixsystemen mit nicht-konstanter Freisetzungsaktivitat zuordnen. Der
Wirkstoff ist gleichméBig iiber das gesamte System verteilt und die Freisetzung beginnt sofort
mit Start der Untersuchung, zunéchst sehr schnell, im Laufe des Experiments aber langsamer.
Auch die beschichteten Kapseln fallen in diese Kategorie, da die Polyelektrolytbeschichtung
nur die Geschwindigkeit der Diffusion verlangsamt, nicht aber den Diffusionsprozess an sich
behindert oder erst nach einer gewissen Zeit starten lasst.

Abschlielend sollen nun die Freisetzungen der verschiedenen Wirkstoffe miteinander
vergleichen werden. Die drei leicht wasserloslichen Modellsubstanzen ATP, Suramin und
Methylenblau zeigen sehr dhnliche Freisetzungsprofile: eine schnelle Freisetzung aus Agarose-
gelen die durch den Zusatz von Hydroxyapatit lediglich schwach verlangsamt werden kann.
Der Zusatz von den jeweils gegensétzlich zum Wirkstoff geladenen ionischen Agarosederivaten
fiihrt hingegen bei allen drei Substanzen zu einer sehr deutlichen Verzégerung in der
Wirkstofffreisetzung. Polyelektrolytbeschichtungen von Alginatkapseln haben durch die
elektrostatische Wechselwirkung der Schichten einen dhnlichen Effekt, durch zusétzliches
Einbetten in die Agarose-Kompositmatrix kann die Freisetzung nochmals verzogert werden.
Beim schlecht wasserléslichen Rezeptorliganden A740003 hat die Zusammensetzung der Agarose-
(Komposit-)Gele keinen signifikanten Einfluss auf die Freisetzung des Wirkstoffs. Nach vierzehn
Tagen sind in allen Féllen etwa 60 % freigesetzt worden. Die Verkapselung in Alginat und
Beschichtung mit Polyelektrolyten fiihrt nach kurzem burst release zu praktisch keiner weiteren
Freisetzung.

Unter den untersuchten Anpassungsmodellen erwiesen sich die neu entwickelten ,,One-
Stage“-und ,, Two-Stage“-Modelle als sehr leistungsfahig. Im direkten Vergleich mit etablierten
Modellen erzielten sie in vielen Féllen genauso gute oder sogar bessere Anpassungswerte. Sie
erlauben eine zeitliche Abschétzung der Freisetzung und im Falle des ,, Two-Stage“-Modells
auch eine quantitative Abschéatzung von burst release und verzogerter Freisetzungsphase,
allerdings bieten die Modelle keine Informationen zum Freisetzungsmechanismus, sodass die
Modelle im Idealfall in Verbindung mit etablierten Modellen zu nutzen sind. Durch den rein
beschreibenden Charakter besteht zudem keine Beziehung der Modelle zu Geometrie oder

Aktivitdt des Tragermaterials.
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4.1 Materialien

4.1 Materialien

Bei den verwendeten Polysacchariden handelte es sich um Agarose (Roti®garose fiir die
DNA/RNA Elektrophorese, sulfatfrei (mit Elementaranalyse iiberpriift), "H-NMR entspricht)
und um Natriumalginat (fir die Biochemie), beides von Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland). Fiir die Hydroxyapatitsynthese wurden Calciumnitrat Tetrahydrat,
Diammoniumhydrogenphosphat, Natriumhydroxid von Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Zur Kapselherstellung wurden zudem Calciumchlorid Dihydrat von Merck und
Natriumcarbonat von Carl Roth verwendet. Als Modellwirkstoffe zur Freisetzungsuntersuchung
wurden Adenosin-5’-triphosphat Dinatriumsalz (98 %) von Carl Roth, Suramin Hexanatrium-
salz (> 98 %) von Alfa Aesar (Thermo Fisher GmbH, Kandel, Deutschland), A740003 (> 96 %)
von Alomone Labs (Jerusalem, Israel) sowie Methylenblau von Merck verwendet.

Zur Synthese wurden Schwefeltrioxid/Pyridin-Komplex (> 97 %) und Todmethan (99 %) von
Merck, Phenylchlorformiat (99 %) von Alfa Aesar und 3-(Dimethylamino)propylamin (> 98 %)
von Sigma-Aldrich genutzt. Wasserfreies Dimethylformamid (DMF) und Pyridin in speziellen,
mit Septen versiegelten Flaschen mit Molekularsieb stammten von Acros Organics (Geel,
Belgien). 1-Butyl-3-methylimidazoliumchlorid ([BMIM]CI, 99 %) wurde von iolitec GmbH
(Heilbronn, Deutschland) erworben. Ethanol, 2-Propanol und Tetrahydrofuran stammten von
Sigma-Aldrich, letzteres wurde vor Verwendung iiber Molekularsieb getrocknet. Fiir NMR-
Analysen wurden deuteriertes Wasser und deuteriertes Dimethylsulfoxid (DMSO-d6) der Firma
deutero GmbH (Kastellaun, Deutschland) verwendet. Trifluoressigsdure stammte von Merck.
Sofern nicht explizit anders angegeben, wurden die Chemikalien ohne weitere Aufbereitung
oder Behandlung verwendet. Als Wasser wurde entweder deionisiertes Wasser (VE-Wasser)
oder Reinstwasser (18,2 M cm) verwendet.

Sterile phosphatgepufferte Salzlosung (PBS, phosphate-buffered saline, pH 7,4), Dulbeccos’s
Modified Eagle Medium (DMEM), fetales Kélberserum (FBS, fetal bovine serum) und
Penicillin/Streptomycin stammten von BioChrom GmbH (Berlin, Deutschland), das 3-(4,5-Di-
methylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) von AppChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland). Folgende Zelllinien wurden fiur Tests zur Biokompatibilitdt verwendet: Humane
mesenchymale Stammzellen (hMSC) isoliert aus dem Fettgewebe von zwei Spenderinnen Mitte
30 (Lw32 und Lw35) und mononukledre Zellen des peripheren Bluts (PBMC, peripheral blood
mononuclear cells) einer 58-jahrigen Spenderin mit diagnostizierter Osteoporose. Alle Gewebe-
/Blutspenden erfolgten im Rahmen der genehmigten Ethikantrége fiir die Forschungsprojekte
,Persolmplant (BMBF IngenieurNachwuchs 2015, 13FH019IX5) und ,, TestMedgO“ (NRW
Zeit fir Forschung 2016, 1609FHZ027).

4.2 Messmethoden

Elementaranalyse (EA)

Alle Elementaranalysen wurden an einem VARIO EL IIT CHNS (Elementar Analysensysteme,
Hanau, Deutschland) durchgefiihrt; der Halogengehalt (Chlor oder Iod) wurde nach einem
Standardverfahren bestimmt. Nach Verbrennung der Probe wurde der Riickstand mit

AgNOgs an einer halogensensitiven Elektrode potentiometisch titriert. Die durchschnittlichen
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4.2 Messmethoden

Substitutionsgrade (DS) wurden nach den nachstehenden Gleichungen mit den in Tabelle 4.1
angegebenen molaren Massen berechnet. Fir alle Substitutionen (sub) wird zunédchst die

molare Nettodnderung durch die Substitution an der Hauptkette des Polysaccharids ermittelt:

Zsub

Asub = Mg, — Z nx - My (41)
k=1

In den Gleichungen 4.2 und 4.3 bezeichnet nx gy die Stoffmenge des Atoms X pro
Wiederholeinheit des Polysaccharids, nx ¢, die Stoffmenge des Atoms im Substituenten und
nx,ent die Stoffmenge des Atoms, welches vom Polysaccharid entfernt wurde. AGE bezeichnet
die Wiederholeinheit der Agarose. Da unsubstituierte Agarose in der Wiederholeinheit weder
Schwefel noch Stickstoff trigt, sind nx s und nx gy in beiden Gleichungen gleich Null.

Fir die Derivate AGS wurde der DS an Sulfatgruppen tiber den Schwefelgehalt der Proben

berechnet.

S%
100?7 - MaGge — ns,ru - Ms
DSso, = ¢ (4.2)

S%
Mg (nS,Sub - nS,ent) - TO?% :

Fir die Derivate ACA wurde der DS des Carbamatsubstituenten {iber den Stickstoffgehalt

der Proben berechnet.

SO4

N%
100; “Mage — nnRruU - MN
DSca = - (4.3)

N%
MN(nN,sub - nN,ent) - TO(;) :

CA

Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR)

FT-IR Spektren wurden an einem Jasco FT/IR-410 Spektrometer (Jasco, Tokio, Japan)
im Wellenzahlenbereich von 4000-500 cm™! mit 32 Scans und einer Auflésung von 1cm™!
aufgenommen. Die festen Polysaccharidproben wurden mit etwa der 100-fachen Menge
trockenem KBr gemorsert, zu Presslingen (10t, 2min) verarbeitet und anschliefend die
Absorbanz vermessen. Unmittelbar vor jeder Messung wurde ein Hintergrundspektrum mit
den gleichen Parametern aufgenommen. Die Spektren wurden mit einem Savitzky-Golay-Filter
(Polynom 2. Ordnung, 15 Punkte) gegliattet und anschliefend zur besseren Vergleichbarkeit

auf den Wertebereich [0, 1] normiert.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Alle NMR-Spektren wurden bei 60 °C in DMSO-dg oder DoO mit einer Konzentration von
mindestens 60 mgmL~! an einem Bruker Avance I 250 MHz Spektrometer oder einem Bruker
Avance 1T 400 MHz Spektrometer (Bruker, Biospin, Rheinstetten, Deutschland) aufgenommen.
Fir 'H-NMR-Spektren wurden 16 Scans, fiir '3C-NMR-Spektren bis zu 12000 Scans
aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit der Software MestReNova 6.0.2 (Mestrelab Research
S.L., Santiago de Compostela, Spanien) mit Referenzierung iiber die Losemittelsignale. Fiir die
Bestimmung des durchschnittlichen Substitutionsgrades der Agarosephenylcarbonate (DSpc)
mittels 'H-NMR wurden etwa 10 Tropfen Triflouressigsiure (TFA) zur geldsten Probe gegeben,

79



4.2 Messmethoden

Tabelle 4.1: Molare Massen (M) der Wiederholeinheiten, Sub-
stituenten und Elemente zur Berechnung der durchschnittlichen
Substitutionsgrade (DS).

M

gmol !
Wiederholeinheiten®
AGE 306,12
APC (DS =1) 426,19
ACA (DS =1) 576,11
Substituenten®
—SO3Na 103,06
-COO(Cg¢Hs5) (PC) 121,07
~CONH(CgH5N1T17) (CA) 270,99
Elemente
H 1,00
C 12,01
N 14,01
O 16,00
Na 22,99
S 32,07
Cl 35,45
I 126,90

* AGE: Agarosewiederholeinheit, APC: Agarosephenylcarbonat,
ACA: Agarosecarbamat.

b _S03Na: Natriumsulfat, PC: Phenylcarbonat, CA: Carbamat mit
(3-Aminopropyl)-trimethylammoniumiodid.

um die Signale der austauschenden Protonen der Hydroxylgruppen ins Tieffeld (>10ppm) zu
verschieben. Die Berechnung des DS wurde durch das Intensitatsverhéltnis der aromatischen

Protonensignale zu den Signalen des Agarosegeriists bestimmt:

14- Iy (aromatisch)
5 - Iy (AGE)

DSpc = (4.4)

Rontgendiffraktometrie (XRD)

Rontgendiffraktogramme von pulverisierten Proben wurden an einem D2 PHASER (Bruker
AXS, Karlsruhe, Deutschland) mit einer 300 W Rontgenrohre (Cu Ke, 20: 15-65°) aufgenom-
men. Die Diffraktogramme wurden mit dem Datenbankeintrag JCPDS PDF Nr. 09-432 fiir
die Hydroxyapatit-Identifizierung verglichen. Die Kristallitgréenbestimmung erfolgte iiber
die SCHERRER-Gleichung unter Verwendung der Halbwertsbreite des (002)-Signals, vermessen
mit OriginPro 2016. Der Kristallinitdtsgrad (X.) wurde durch das Intensitatsverhéltnis des
(300)-Reflexes I3p0 und des Tals zwischen den (112)- und (300)-Reflexen I;15/300 bestimmt[186]:

T112/300

Xe~1- (4.5)

I300

80



4.2 Messmethoden

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Ein LEO 1450 VP Rasterelektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einer
Auflésung von 4nm wurde zur Aufnahme von gold-gesputterten Proben genutzt. Zur
anschlieBenden Bildanalyse wurde die freie Software ImageJ verwendet, Langenmessungen
wurden auf den Maflstabsbalken kalibriert.

Oberflachenbestimmung mittels Gasadsorption (BET)

Zur Bestimmung der spezifischen Oberflaiche wurde ein Monosorb BET Gasadsorptions/-
desorptionsgerdt der Firma Quantachrome Instruments (Boyton Beach, USA). Als Testgas
wurde ein Gemisch aus He (5.0) mit 30 % Ny (5.0) (Westfalen AG, Miinster) verwendet, die
Adsorption fand unter Kiihlung mit Flissigstickstoff bei 77 K statt. Nach Nullmessung des

Gerdts wurden circa 15 mg Probenmaterial in Dreifachbestimmung vermessen.

Messung der offenen Porositiat mittels Ethanol

Getrocknete, zylindrische Triagermaterialien wurden mit einem Messschieber (Auflésung
0,1mm) gemessen und auf einer Analysenwaage (Auflosung 0,0001g) genau gewogen.
Anschliefend wurden die Probenkoérper fiir 30 min in Ethanol getaucht. Uberschiissiges Ethanol
wurde entfernt und die aufgenommene Menge an Ethanol bei bekannter Temperatur wurde
durch Riickwigung bestimmt. Uber den Vergleich von aufgenommenem Volumen Ethanol und
Trockenvolumen des Tréagermaterials (bestimmt iiber die gemessene Héhe und Durchmesser)
wurde die offene Porositdt bestimmt. Alle Messungen wurden als Funffachmessungen
durchgefiihrt.

Digitale Auflichtmikroskopie

Auflichtmikroskopieaufnahmen wurden an einem Keyence VHX-7000 (Keyence, Japan) mit
bis zu 1000facher Vergroflerung angefertigt. Dabei wurde das variable Ringlicht auf einen

maximalen Kontrast eingestellt.

Computertomografie (u-CT)

Ein Bruker SkyScan 1275 Mikrocomputertomograph (Bruker microCT, Kontich, Belgien)
wurde fiir p-CT-Aufnahmen verwendet. Spannung und Stromstérke der Rontgenréhre wurden
abhéngig von der Probe so eingestellt, dass die Transmission der Rontgenstrahlen im optimalen
Bereich von 15-90 % lag. Die Aufnahmen erfolgten als Helixscan mit 0,2° pro Aufnahmeschritt
und 2531 Einzelbildern. Die Rekonstruktion der Aufnahmen erfolgte mit der zugehdrigen
Software NRecon (Version 1.7.5.0, Bruker).

(-Potentialbestimmung

Die Oberflichenladung der Partikel wurde mit einem Stabino® Charge Titration System
(colloid-metrix, Deutschland, mit Stabino® Control v.2.03.03 Software) bestimmt. Hierzu

wurden jeweils etwa 100 mg Mikrokapseln und deionisiertes Wasser verwendet.
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4.2 Messmethoden

Statische Lichtstreuung (SLS)

Zur PartikelgroBenbestimmung wurde statische Lichtstreuung an einem Bluewave (Microtrac
Europe, Deutschland mit Microtrac FLEX v11.0.0.4 Software) genutzt. Hierzu wurden etwa
200 mg Mikrokapseln in das Probenaufgabesystem gegeben, fiir eine Minute mit Ultraschall in

deionisiertem Wasser dispergiert und anschliefend vermessen.

Photometrie (UV /Vis-Spektroskopie)

Die Bestimmung der Freisetzungskinetiken erfolgte mittels Photometrie in Reinstwasser an
einem UV-1650 PC Photometer (Shimadzu Europe, Duisburg, Deutschland) mit Hellma
104-QS Quarzglaskiivetten (d = 10mm). Fiir alle Wirkstoffe (ATP, Suramin, A740003
und Methylenblau) wurden entsprechende Kalibrationslésungen im Bereich 1-100 pmol L1
angesetzt und diese bei den jeweiligen Absorptionsmaxima (Aarp = 255nm, Asyr = 313 nm,
AMe = 660nm und A 474 = 282nm) vermessen. Uber die Kalibrationsgeraden konnten dann

die Probenkonzentrationen aus den Freisetzungsversuchen bestimmt werden.

Biokompatibilitat

Fiir die Bestimmung der Biokompatibilitdt wurden Tradgermaterialien wie unter Abschnitt 4.4
beschrieben hergestellt, allerdings mit einem Durchmesser von 8 mm und einer Hohe von 1
bis 1,5mm. Diese wurden fiir einen Tag in deionisiertem Wasser gewaschen, anschlieflend
fiir zwei Tage in sterilem 1 M PBS-Puffer (phosphate buffered saline) konditioniert und dann
gefriergetrocknet. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Gerdte und Behélter
wurden vor Benutzung mit Isopropanol desinfiziert und alle Arbeitsschritte im Abzug
durchgefiihrt. Nach der Trocknung wurden die Probenbehélter erst wieder unter der Laminar
Flow Hood gedffnet und nochmals mittels UV-Licht sterilisiert. Fiir die Biokompatibilitét
wurden die Proben im Testmedium (DMEM + 10% FBS + 100UmL™!/100 pgmL ™}
Penicillin/Streptomycin) fiir 72h bei 37°C und 5% COg inkubiert. Anschliefend wurde
das Medium abgenommen und fiir den MTT-Test verwendet. Von humanen mesenchymalen
Stammzellen (hMSC) aus adiposem Gewebe, und mononukleiren Zellen des peripheren Bluts
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) wurden jeweils 20000 Zellen fiir 16 h in 96er
Mikrotiterplatten mit dem inkubierten Testmedium kultiviert. Nach Ablauf der Zeit wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 4h mit dem Testmedium plus 0,5 mgmL~' MTT
kultiviert. Lebende Zellen wandeln MTT in wasserunlosliches Formazan um, was durch einen
Farbwechsel von gelb zu violett sichtbar ist. Um eine Zelllyse zu induzieren und das Formazans
aufzulésen, wurde DMSO genutzt. Das Lysat wurde photometrisch bei 550 nm vermessen und
iiber positive und negative Referenzkulturen die Zellviabilitdt bestimmt. Alle Tests wurden
als Neunfachbestimmung durchgefithrt. Im Anschluss wurde ein Ausreiflertest nach Grubbs
durchgefithrt und ein entsprechender signifikanter Ausreifler eliminiert. Zur Auswertung wurde
mittels der Steigung zwischen negativer und positiver Kontrolle der Anteil lebender Zellen der

einzelnen Proben ermittelt.
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4.3 Synthesen

4.3 Synthesen

4.3.1 Synthese von Agarosesulfat (AGS01-AGS05, Veresterung mit
SO3/Pyridin-Komplex, typisches Beispiel)

Getrocknete Agarose (3,00 g; 9,80 mmol AGE, 1 Aq.) wurde mit [BMIM]CI (27 g) versetzt und
auf 100 °C erhitzt. Nach Schmelzen der ionischen Fliissigkeit und Losen der Agarose wurde
die Mischung auf 80°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 15mL trockenem DMF (5 mL DMF
pro g Agarose) wurde die Reaktionsmischung fiir 1 h bei 80 °C geriihrt und anschlieBend auf
Raumtemperatur abgekiihlt. 4,68 g (29,4 mmol, 3 Aq.) SO3/Pyridin-Komplex wurden in 15 mL
trockenem DMF suspendiert, der Reaktionsmischung hinzugefiigt und anschlieflend fiir 2 h
gerithrt. Das Produkt wurde durch Féllung in 300 mL Ethanol isoliert, dreimal mit 100 mL
Ethanol gewaschen und abfiltriert. Der Feststoff wurde dann in etwa 50 mL einer 2 %-igen
wassrigen NaCl-Losung bei 80 °C gelost. Nach Neutralisieren mit NaHCO3 wurde das Produkt
erneut in etwa 200 mL Ethanol/Wasser (9:1) geféllt, dreimal mit 50 mL Ethanol/Wasser (9:1)

gewaschen, filtriert und anschlieffend bei 60 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 3,54 g weiler Feststoff (8,99 mmol, 91 %) AGS04.

DSgo, = 0,65 (bestimmt mit EA)

Elementaranalyse: berechnet (%) C: 38,66; H: 4,65; N: 0; S: 5,62; gefunden (%) C:
37,75; H: 4,97; N: Spuren; S: 5,62.

BC.NMR (100 MHz, DMSO—dg): 0 (ppm) = 60,7 (G6), 65,3 (G6’), 68,1 (G4), 68,8
(LAG6), 70,2 (G2,LA2), 73,2 (G5’), 75,0 (LA4), 75,4 (G5), 76,3 (LA5), 80,1 (LA3), 81,0
(G3), 97,5 (LA1), 102,2 (G1).

"H-NMR (400 MHz, DMSO—dg): § (ppm) = 3,45-5,10 (AGE; G6").

IR (KBr): 7 (cm™!) = 3433 (s,br), 3218 (w), 2959 (w), 2898 (w), 1640 (m), 1476 (m,sh),
1401 (m), 1250 (s), 1160 (w), 1073 (s), 1006 (w), 930 (m), 890 (w), 817 (m), 773 (w).

4.3.2 Synthese von Agarosephenylcarbonat (APC01-APCO05, Veresterung
mit Phenylchlorformiat, typisches Beispiel)

Getrocknete Agarose (2,00g; 6,53 mmol AGE, 1Aq.) wurde mit [BMIM]|CI (18 g) versetzt
und auf 100 °C erhitzt. Nach Schmelzen der ionischen Fliissigkeit und Losen der Agarose
wurde die Mischung auf 80°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 5mlL trockenem Pyridin
(2,5 mL Pyridin pro g Agarose) wurde die Reaktionsmischung fiir mindestens 12h bei 80 °C
gerithrt. AnschlieBend wurden weitere 15 mL Pyridin hinzugegeben und die Mischung auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Sodann wurde Phenylchlorformiat (1,65 mL, 13,1 mmol, 2 Aq.)
der Reaktionsmischung tropfenweise hinzugefiigt und anschlieflend fiir 3 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Produkt wurde durch Fallung in 500 mL Eiswasser isoliert, dreimal mit 100 mL
Eiswasser und zweimal mit 50 mL Ethanol gewaschen und abfiltriert. Der Feststoff wurde dann
in etwa 50 mL DMSO unter Erwarmen auf 60 °C gelost. Dann wurde das Produkt erneut in
etwa 200 mL Ethanol gefillt, dreimal mit 50 mL. Ethanol gewaschen, filtriert und anschlieflend
bei 60 °C im Vakuum getrocknet.
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4.3 Synthesen

Ausbeute: 2,08 g weiler Feststoff (6,26 mmol, 96 %) APCO02.

DSpc = 0,24 (bestimmt mit NMR)

Elementaranalyse: berechnet (%) C: 49; H: 5,4; N: 0; S: 0; gefunden (%) C: 48,1; H:
5,6; N: Spuren; S: 0.

BC-NMR. (100 MHz, DMSO—dg): § (ppm) = 60,0 (G6), 67,4 (G4), 68,1 (LAG6), 69,5
(G2,LA2), 74,3 (LA4), 75,5 (G5), 76,5 (LA5), 79,4 (LA3), 80,3 (G3), 96,8 (LA1), 101,5
(G1), 120,7 (C9 arom.), 125,8 (C11 arom.), 129,3 (C10 arom.), 150,6 (C8 arom.), 152,6
(C=0).

'H-NMR (400 MHz, DMSO—dg): § (ppm) = 3,45-5,10 (AGE), 7,00-7,50 (5 H arom.).
IR (KBr): 7 (cm™!) = 3433 (s,br), 3218 (w), 2959 (w), 2898 (w), 1764 (m), 1640 (m),
1590 (w), 1490 (w), 1401 (m), 1258 (m), 1210 (s), 1160 (w), 1070 (s), 1022 (w), 930 (m),
890 (w), 773 (w).

4.3.3 Synthese von (3-Aminopropyl)trimethylammoniumiodid (TMAPA,
Methylierung mit Iodmethan)

Zu einer Vorlage von 500mL trockenem Tetrahydrofuran (THF) unter No im Eisbad
wurde 3-(Dimethylamino)propylamin (DMAPA, 32mL, 257 mmol, 1 Aq.) gegeben und geldst.
AnschlieBend wurde CHsl (40,02g, 282mmol, 1,1Aq.) bei 0°C unter Ns tropfenweise
hinzugegeben, wobei sich ein feiner, weifler Niederschlag bildete. Diese Suspension wurde
fir 2,5h bei 0°C weitergeriihrt, anschlieend abfiltriert und fiinfmal mit 200 mL trockenem
THF gewaschen. Die Trocknung erfolgte zunéchst am Rotationsverdampfer bei 350 mbar, 50 °C
und anschliefend am Vakuum bei einem Druck von unter 1 mbar und Raumtemperatur. Die

Lagerung erfolgte unter Stickstoffatmosphére.

Ausbeute: 48,81 g gelber Feststoff (76 %).

DSch,1r = 1,06 (bestimmt mit EA).

Elementaranalyse: berechnet (%) C: 29,0; H: 6,4; N: 11,2; I: 53,4; gefunden (%) C: 29,1;
H: 6,6; N: 11,2; I: 53.4.

BC.NMR (100 MHz, D,0): § (ppm) = 25,5 (CHy~ CHs—CH,), 38,2 (CH,—NH,),
54,0 (N-(CHy)s), 65,2 (CHy— CHy— N(CHs)s).

"H-NMR (400 MHz, D,0): § (ppm) = 2,07 (qn, CHy ~ CHs— CHy), 2,87 (t, CHs NHy),
3,23 (s, N-(CHs)3), 3,47 (t, CHy— CHy N(CHs)s).

4.3.4 Synthese von Agarosecarbamat (ACAO01-ACAO07, Aminolyse mit
TMAPA, typisches Beispiel)

Agarosephenylcarbonat (0,5g; 1,3mmol, 1Aq., DSpc = 0,97) wurde in 25 mL trockenem
DMF bei 80°C geldst. Nach Zugabe von TMAPA (1,55g, 6,35mmol, 5Aq.) wurde die
Reaktionsmischung fiir 24 h bei 80 °C geriihrt. Das Produkt wurde durch Fallung in 150 mL
Ethanol isoliert, dreimal mit 30 mL. Ethanol gewaschen und abfiltriert. Der Feststoff wurde
dann in etwa 40 mL HyO gelost und anschliefend fiir 72h gegen HoO dialysiert (SpectraPor,
MWCO 6000-9000 g mol~!, dreifacher Wasserwechsel). AnschlieBend wurde die Losung bei
—40°C eingefroren und lyophilisiert.
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Ausbeute: 0,638 g gelb-oranger Feststoff (91 %) ACAO06.

DSca = 0,86 (bestimmt mit EA)

Elementaranalyse: berechnet (%) C: 41,0; H: 5,7; N: 4,4; I: 19,6; gefunden (%) C: 38,7;
H: 5,9; N: 4,4; 1. 19,75.

BC-NMR (100 MHz, DMSO—dg): 6 (ppm) = 155,9 (C=0), 101,5 (G1), 96,9 (LA1),
80,3-67,4 (G2-4, LA2-6), 63,5 (—, CHa, C10), 60,0 (G6), 52,4 (+, CHz, C11), 37,5 (—,
CH,, C8), 22,9 (—, CHa, C9).

'H-NMR (400 MHz, DMSO—dg): 6 (ppm) = 1,87 (2H, Hy), 2,84 (2H, Hy), 3,08 (91,
H,,), 3,28 5,10 (HDO; 2H, H,; AGE).

IR (KBr): 7 (cm~!) = 3431 (s,br), 2961 (w), 2895 (w), 1705 (m), 1640 (m), 1536 (m),
1479 (m), 1401 (m), 1258 (m), 1158 (w), 1070 (s), 967 (w), 930 (m), 894 (w), 771 (w).

4.4 Hydrogele und Kompositgele

Als Tragermaterialien wurden Agarosekompositgele hergestellt. Der Agarose wurden verschie-
dene Anteile Hydroxyapatit durch in situ Fallung hinzugefiigt. Dariiber hinaus wurden fiir
Freisetzungsuntersuchungen auch ionische Agarosederivate oder Mikrokapseln auf Alginatbasis!

dem Kompositgel zugefiigt. Reine Agarosehydrogele dienten als Referenz.

4.4.1 Agarosegele

In einem typischen Ansatz wurden 0,4g Agarose in 20mL Reinstwasser bei 90°C unter
Riihren gelést. Nach Abkiihlen auf etwa 60 °C wurde die Agaroseldsung in zylindrische Formen
(Durchmesser 16 mm) gegossen und dort abkiihlen und verfestigen gelassen. Die Hydrogele
wurden in ca. 10 mm hohe Zylinder geschnitten und entweder als Hydrogel weiter genutzt oder
getrocknet. Die Trocknung erfolgte in der Regel durch Gefriertrocknung. Hierzu wurden die
Gele bei —40°C in einem Tiefkiihler eingefroren und anschlieend in einem Gefriertrockner
(Alpha 2-4LD plus, CHRIST, Deutschland) bei —82°C Kondensatortemperatur und einem
Vakuum von <0,1 mbar getrocknet. Fiir vergleichende Messungen zur Porositdt wurde ein

Batch fiir 5 min in Fliissigstickstoff getaucht und anschlielend gefriergetrocknet.

4.4.2 Kompositgele

In einem typischen Ansatz wurden 0,6 g Agarose in 20mL einer 0,2M Ca(NOs3)o-Losung
bei 90 °C geldst. Nach Abkiihlen auf etwa 60-70 °C wurden 10 mL einer Losung mit 0,12 M
(NH4)2HPO4 und 0,16 M NaOH tiber den Zeitraum von etwa einer Stunde unter Riihren
zugetropft, wobei Hydroxyapatit als weiler Feststoff ausfiel. Diese Suspension wurde bei 60 °C
fiir etwa drei bis vier Stunden weitergeriihrt und anschlieBend wie in Abschnitt 4.4.1 beschrieben
in die Formen gegossen, erkalten gelassen und anschliefend geschnitten und getrocknet. Die
Zugabe von gelosten ionischen Agarosederivaten fiir die Proben AH2S und AH2C erfolgte
gegen Ende der Nachriihrzeit. Die Absolutmengen an Agarose und Hydroxyapatit wurden

!Unter meiner fachlichen Betreuung und Konzeptionierung erfolgte die Etablierung, Einrichtung und
Charakterisierung des Laborprototyps wéahrend einer Bachelorthese (vgl. [215]) und die generelle Beschichtung
von Alginatmikrokapseln wihrend einer Masterthese (vgl. [216], publiziert in: M. Witzler et al., “Evaluating
release kinetics from alginate beads coated with polyelectrolyte layers for sustained drug delivery”, ACS Applied
Bio Materials 2021, 4, 6719-6731, DOI 10.1021/acsabm.1c00417 ) [Anm. d. Autors].
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entsprechend angepasst, um das Polymer/Hydroxyapatit-Verhéltnis beizubehalten, wobei
die Hélfte der Agarose durch das ionische Agarosederivat ersetzt wurde. Die hergestellten
Kompositgele sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Tabelle 4.2: Zusammensetzung der Kompositgele. Massenanteile w der einzelnen Bestandteile
der Trégermaterialien bezogen auf das gesamte Hydrogel.

Probe® wag/% wua/% waags/% waca/%

A 2 0 0 0
AH 2 2 0 0
AH2 2 4 0 0
AH2S 1 4 1 0
AH2C 1 4 0 1

¢ AG: Agarose, HA: Hydroxyapatit, AGS: Agarosesulfat, ACA: Agarosecarbamat.

Zur Herstellung von Tragermaterialien mit Polyelektrolytkapseln wurden etwa 0,5g der
von iiberschiissigem Wasser befreiten Kapseln analytisch genau in die Formen eingewogen
und diese anschliefend mit der Suspension auf etwa 10 mm Fiillhdhe aufgefiillt und erstarren

gelassen. Die entformten Gele wurden dann zur Wirkstofffreisetzung verwendet.

4.4.3 Alginatmikrokapseln

Zur Herstellung der Mikrokapseln wurde ein Laborprototyp einer koaxialen Sprithanlage
(Abb. A.1) verwendet. Eine wéssrige Losung aus Natriumalginat (w = 1%, Viskositdt n =
0,4 Pas) und dem entsprechenden Wirkstoff wurde in eine Perfusorspritze (50 mL) gefiillt und
mit einer Flussrate von 8 mL min~! durch eine stumpfe 23G Kaniile geférdert. Zur Zerstiubung
wurde Druckluft (Flussrate 4 L min~!) verwendet. Die feinen Trépfchen wurden in einer 1 M
CaCly-Losung mit der gleichen Wirkstoffkonzentration wie die Alginatlésung aufgefangen und
dort bei 2-8°C fiir 1 h aushérten gelassen. Die Mikrokapseln wurden anschlieffend abfiltriert.

Fir die Beschichtung der Kapseln mit den ionischen Agarosederivaten wurde ein immersiver
Ansatz gewéhlt (siche Abb. 4.1). Die abfiltrierten Mikrokapseln wurden kurz mit Reinstwasser
gewaschen und anschlieflend in einem 5 mL Vial mit 2mL einer 2 %igen Losung aus ACA06
versetzt und flir 1 min gevortext. Anschliefend wurden die Kapseln abfiltriert, kurz mit

Reinstwasser abgespiilt, mit 2mL einer 2 %igen Losung aus AGS05 versetzt. Nach 1min

Alginat
. ) Alginat + kationische Schicht
Alginatmikrokapseln + kationische Schicht + anionische Schicht
p —— ] py —— ] py —— ] ] p —— ]
Schritt 1 Schritt 2 ‘ Schritt 3 Schritt 4
hinzufiigen von : 1 min, hinzufiigen von 1 min,
kationischem ACA filtrieren, waschen anionischem AGS filtrieren, waschen

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Beschichtung von Alginatmikrokapseln mit
ionischen Agarosederivaten. Nach Auftragung einer Doppelschicht aus ACA und AGS wurden die
Schritte 1-4 noch viermal wiederholt, sodass am Ende fiinf Doppelschichten aufgetragen wurden.
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4.4 Hydrogele und Kompositgele

Vortexen wurden die Kapseln abfiltriert und kurz abgespiilt. Diese Schritte wurden fiinfmal
wiederholt, sodass sich danach auf den Alginatmikrokapseln finf Doppelschichten, jeweils

bestehend aus einer kationischen und einer anionischen Schicht, befanden.

4.4.4 Wirkstoffbeladung und Verkapselungseffizienz

Als Modellsubstanzen fiir die Wirkstofffreisetzung wurden ATP (Adenosin-5'-triphosphat),
Suramin, Methylenblau und A740003 verwendet. Die Strukturformeln der Wirkstoffe sind in
Abbildung 4.2 dargestellt. Bei der Beladung der Gele mit Wirkstoffen wurden grundsétzlich
zwei Methoden angewendet. Die Trigermaterialien wurden iiber das so genannte drop-in
Verfahren beladen, die Polyelektrolytkapseln durch Verkapselung des Wirkstoffs wéahrend der
Herstellung.

NH2
N\
A o ) o) |
I I I
HO_T_O_T_O_T_O
OH OH OH |; -\1|

05
_ O SO,H
ﬁ

jij/ -~

Abbildung 4.2: Strukturformeln der verwendeten Modellsubstanzen. A: ATP (verwendet als
Dinatriumsalz), B: A740003, C: Suramin (verwendet als Hexanatriumsalz), D: Methylenblau.

Wirkstoffbeladung der Trigermaterialien

Die getrockneten Tragermaterialien wurden durch Auftropfen einer Loésung bekannter
Konzentration mit Wirkstoff beladen und anschliefend mittels Gefriertrocknung abermals
getrocknet. Diese dadurch bekannte Stoffmenge an Wirkstoff wurde fiir die Berechnungen der

Freisetzungsversuche als mogliche 100 % angesehen.

Wirkstoffbeladung der Mikrokapseln

Die Beladung der Kapseln erfolgte durch Losen einer bekannten Masse des Wirkstoffs in der
Natriumalginatlosung. Durch die Gelierung des Alginats im Calciumbad wird der Wirkstoff im
Alginatkern eingeschlossen. Um eine verfrithte Freisetzung des Wirkstoffs zu vermeiden, hatte
das Calciumbad die gleiche Wirkstoffkonzentration wie die Natriumalginatlésung. Bei der

Beschichtung der Mikrokapseln ist durch die Beschichtungs- und Waschschritte ein gewisser
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4.5 Wirkstofffreisetzung und Kinetik

Verlust an Wirkstoff zu erwarten. Daher wurde die Verkapselungseffizienz der Wirkstoffe
nach folgendem Protokoll untersucht: Eine genau abgewogene Masse an Mikrokapseln (je
nach Wirkstoff etwa 150 mg bis 300 mg) wurde in einem 50mL Zentrifugenrohrchen mit
10mL einer 0,5M NasCOgs-Losung versetzt und fir 2h bei Raumtemperatur auf einem
Laboriiberkopfschiittler (Reax 2, Heidolph, Schwabach, Deutschland) durchmischt. Dabei
wurde die Gelierung des Calciumalginats riickgéngig gemacht[217] und die Kapseln aufgelost,
wobei CaCOg als weifler Feststoff ausfiel. Anschliefend wurden die Proben fiir 5min bei
9000 rpm zentrifugiert und dann 1mL der Loésung photometrisch bei der entsprechenden
Wellenléinge vermessen. Uber die so erhaltene Konzentration kann die Stoffmenge Wirkstoff pro
Gramm Kapsel berechnet werden. Dabei wird angenommen, dass die Kapseln durch ihren sehr
hohen Wasseranteil in etwa die Dichte 1gmL~! haben.[218, 219] Die Verkapselungseffizienz

EFE (encapsulation efficiency) berechnet sich dann nach:

EE(%) = 29I . 100% (4.6)
Ntheo
Dabei bezeichnet ng.; die gefundene Stoffmenge pro Gramm Kapseln nach Auflosung der
Kapseln und nype, die theoretisch maximal mogliche Stoffmenge Wirkstoff pro Gramm Kapsel
ausgehend von der Konzentration der Alginatlosung. Die Verkapselungseffizienzen der einzelnen
Wirkstoffe sind in Tabelle 4.3 dargestellt, grundsétzlich liegt ATP bei etwa 62 %, Suramin bei
etwa 67 %, Methylenblau bei etwa 70 % und A740003 bei etwa 90 %. Mit diesen Werten lasst
sich die jeweilige maximal freizusetzende Stoffmenge pro Gramm Kapseln berechnen.
Tabelle 4.3: Verkapselungseffizienzen der Wirkstoffe ATP, Suramin (SUR), Methylenblau (MeB)

und A740003 (A74) in nativen (Alg) und beschichteten (cap) Alginatmikrokapseln. Angabe in
Prozent (Mittelwert + Standardabweichung, n = 3).

Verkapselungseffizienz [%)]
ATP SUR MeB AT74

Alg 62+4 67+4 T70+£4 90+£2
cap 61+6 68£5 70+2 90+3

Wirkstoffbeladung der Triagermaterialien plus Mikrokapseln

Bei den Trégermaterialien, die Polyelektrolytkapseln beigemischt haben, erfolgte die Beladung
ausschliellich iiber die zugefiigten Kapseln. Somit berechnete sich die maximal freizusetzende

Stoffmenge analog zu den Kapseln iiber deren Masse.

4.5 Wirkstofffreisetzung und Kinetik

4.5.1 Freisetzungsversuche

Alle Experimente zur Wirkstofffreisetzung wurden bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum
von bis zu 14 Tagen als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die mit Wirkstoff beladenen
Tragermaterialien wurden in 20 mL deionisiertem Wasser platziert. Zu definierten Zeitpunkten

wurden jeweils 1 mL des Mediums entnommen und wieder mit 1 mL frischem Medium aufgefiillt.
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4.5 Wirkstofffreisetzung und Kinetik

Die entnommenen Proben wurden bis zur Messung bei 2-8 °C in einem 1,5 mL Probengefifl
dunkel gelagert. Die Konzentration der Proben wurde photometrisch bestimmt und daraus
die jeweils freigesetzte Stoffmenge zum Zeitpunkt der Probenahme berechnet, wobei der
Verdiinnungseffekt durch Konstanthalten des Freisetzungsvolumens beriicksichtigt wurde.
Aus den Einzelwerten wurde die kumulativ freigesetzte Stoffmenge berechnet und auf die
maximal freizusetzende Stoffmenge (vgl. Abschnitt 4.4.4) bezogen. So ergibt sich fiir jedes
Tragermaterial und jeden Wirkstoff eine Freisetzungskurve mit dem Anteil an freigesetztem

Wirkstoff aufgetragen {iber die Zeit.

4.5.2 Kinetikmodelle

Zur mathematischen Beschreibung der Freisetzungskurven und um vergleichbare Aussagen
iiber die Kinetik treffen zu kénnen, wurden verschiedene Modelle an die experimentellen Daten
angepasst. Fiir die Kurvenanpassung wurde Origin Pro 2016 verwendet (Levenberg-Marquardt-
Algorithmus, max. 500 Iterationen, Toleranz: 10~%). Zur Bewertung der verschiedenen Modelle
wurden AKAIKE’S Information Criterion (AIC., Gleichung 2.12) sowie die entsprechenden
Wahrscheinlichkeiten (w;, Gleichung 2.14) verwendet.

First-Order-Modell (FO)

Das ,,First Order“-Modell wurde entsprechend Gleichung 2.5 zur Kurvenanpassung verwendet,
diese beinhaltet bereits die Vereinfachung, dass My zum Zeitpunkt ¢ = 0 fiir die verwendeten
Systeme gleich Null ist.

Korsmeyer-Peppas-Modell (KP) und Peppas-Sahlin-Modell (PS)

Die beiden Modelle wurden entsprechend Gleichungen 2.7 und 2.8 verwendet. Im PEPPAS-
SAHLIN-Modell gilt m = 0,45 fiir zylindrische Proben (A, AH2, AH2S, AH2C) und m = 0,43
fiir sphérische Proben (cap, Acap, AH2cap).

Weibull-Modell (WB)

Fiir die Kurvenanpassung nach Gleichung 2.9 gelten die Einschrankungen 7" = 0 und 0 <
My, <1.

One-Stage- und Two-Stage-Modell (OSL und TSL)

Fiir die Kurvenanpassung der beiden Modelle nach den Gleichungen 3.4 und 3.5 gilt die
Einschrénkung, dass keiner der Werte N, B, S, T, Ts oder Tg negativ sein darf.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei aufeinander aufbauende Ziele erreicht. Zunéchst wurde
eine Reihe neuartiger ionischer Agarosederivate synthetisiert und umfassend charakterisiert.
Anionische Agarosesulfate mit einer regioselektiven Derivatisierung in Position G6 wurden durch
homogene Umsetzung in ionischer Fliissigkeit erhalten. Neuartige kationische Agarosecarbamate
mit einstellbarem Funktionalisierungsgrad waren durch einen zweistufigen Syntheseansatz
zugdnglich. Hierzu wurden zunéchst Agarosephenylcarbonate in einer homogenen Synthese
hergestellt, die im Anschluss selektiv mit ionischen Aminen zu den gewiinschten funktionalen
Agarosederivaten umgesetzt. Die ionischen Agarosederivate waren bereits bei geringen
Funktionalisierungsgraden vollstandig 16slich in Wasser. Damit war es moglich, Alginatmikro-
kapseln mit diesen Derivaten polyelektrolytisch zu beschichten und diese als Tréger fiir eine
kontrollierte Wirkstofffreisetzung zu verwenden. Ebenfalls konnten Kompositgele aus Agarose,
als gelbildendem Bestandteil, Hydroxyapatit und Agarosederivaten, als ionische Komponenten
zur Verzogerung der Wirkstofffreisetzung, hergestellt und charakterisiert werden.

Sowohl die Komposittragermaterialien als auch die Alginatmikrokapseln wurden mit vier
verschiedenen Modellwirkstoffen (ATP, Suramin, Methylenblau und A740003) beladen und die
Wirkstofffreisetzung iiber einen Zeitraum von zwei Wochen untersucht. Die Freisetzungsprofile
wurden anschliefend mit verschiedenen kinetischen Modellen untersucht und bewertet. Fiir
die anionischen Modellwirkstoffe ATP und Suramin erwiesen sich Komposittriagermaterialien
mit kationischem Agarosederivat, die beschichteten Mikrokapseln sowie die Kombination aus
Komposit und Kapseln als effektiv, um die Freisetzung auf bis zu 40 % zu verlangsamen. Fiir
die kationische Modellsubstanz Methylenblau zeigte sich ein dhnliches Ergebnis, wobei hier
anstelle des Carbamats das anionische Sulfat eine deutliche Verzogerung bewirkte. Fiir die
schlecht wasserlosliche Substanz A740003, ein Rezeptorligand fiir die osteogene Differenzierung
von Stammzellen, wurde eine stark verzogerte Freisetzung aus Polyelektrolytemikrokapseln
festgestellt. Mithilfe von literaturbekannten und neu entwickelten Anpassungsmodellen gelang
es, die Diffusion als Hauptmechanismus der Wirkstofffreisetzung zu identifizieren und die
Freisetzungskurven mathematisch akkurat zu beschreiben und daraus Riickschliisse iiber die
einzelnen Phasen der Freisetzung zu ziehen.

Die neu hergestellten Komposittragermaterialien auf der Basis chemisch modifizierter Aga-
rosederivate sowie die aus wechselseitigen Schichten aufgebauten Polyelektrolytemikrokapseln
zeigten eine gute Biokompatibilitdt. Ebenfalls war es moglich, kontrollierte Langzeitfreisetzung
fir Wirkstoffe zu realisieren, die die Differenzierungen von osteogenen Stammzellen gezielt

induzieren oder unterstiitzen kann. Ausgehend von den Ergebnissen ergibt sich ein sehr grofles
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Anwendungspotential fiir die Materialien in der Behandlung von kritischen Knochendefekten.
In aufbauenden Arbeiten miissen hierzu Studien mit ausgewéhlten Materialien und weiteren,
fir die osteogene Differenzierung relevanten Wirkstoffen durchgefiihrt werden, in denen die
Wechselwirkungen mit Stammzellen umfassend untersucht werden. Hieraus lielen sich auch
Riickschliisse dariiber ziehen, wie die Materialien weiter optimiert werden miissen, um optimale

therapeutische Ergebnisse zu erzielen.
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Anhang
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Abbildung A.1: Schematische Darstellung und Aufbau der coaxialen Verkapselungs-
apparatur. A: Schema des Aufbaus mit den wichtigsten Komponenten. Druckluft und Rotameter
liefern einen definierten Luftstrom, die Spritzenpumpe mit Schrittmotor und Steuerungseinheit
sorgt fiir eine konstante Zufuhr an Natriumalginatlosung. Der Sprithkopf besteht aus einer stumpfen
23G-Kantile in einer Diise, ca. 5-6 cm oberhalb der Aushértelosung. B: Tatséchlicher Aufbau des
Laborprototypen. Die Komponenten wurden fiir das Foto etwas ndher aneinander positioniert.
Foto: Sarah Vermeeren, 2019, entnommen aus [216] mit Erlaubnis.
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