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Kurzfassung:

Im Rahmen dieser Dissertation konnten erstmalig Kohlenstoffmonoxid freisetzende
Verbindungen auf Maghemit Nanopartikel getragert werden und deren Freisetzung durch

Anlegen eines magnetischen Wechselfeldes beschleunigt werden.

Die Verwendung eines CORM-3 analogen Systems sowie die eines neuartigen Oxim basierten
Rutheniumcarbonyls in Verbindung mit einem Dextranpolymer ergab verlangerte
Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei verschiedenen Temperaturen.
Zudem konnte jeweils eine deutliche Beschleunigung im magnetischen Wechselfeld

beobachtet werden.

Es wurde eine neue Methode zur Messung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im Myoglobin
Assay entwickelt, welche die Vermessung von stark absorbierenden Stoffen ermoglicht. Die
Einkapselung der zu vermessenden Stoffe geschieht mit Hilfe von Natriumalginat, welches
durch Calcium-lonen quervernetzt wird. Diese Methode ist giinstig und ermoglicht die
Messung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von Stoffen, die vorher nicht oder nur schwer

zuganglich waren.
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Abstract:

In this thesis, carbon monoxide-releasing compounds were first supported on maghemite

nanoparticles and their release will be accelerated by applying an alternating magnetic field.

AC field I

co=x%
¥
M(CO), = ( Y&
Q

The use of CORM-3 analog system and a novel oxime based ruthenium carbonyl in
conjunction with a dextran polymer showed prolonged half-lives of the CO release at
different temperatures and a significant acceleration in the alternating magnetic field for

each compound.

A new method for measuring the CO release in the myoglobin assay has been developed,
which enables the measurement of highly absorbing materials. The encapsulation of the
substances to be measured is done by sodium alginate, which is cross-linked by calcium ions
afterwards. This method is cheap and allows the measurement of CO releasing substances

that were not previously accessible.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nanomaterialien

Nanopartikel bilden eine neue Stoffklasse, mit der sich eine Vielfalt an neuen Anwendungen
erschliefen oder bekannte Systeme verbessern lassen.) Der Wortstamm stammt von dem
griechischen Wort ,nanos”, welches Ubersetzt Zwerg heift. Typischerweise werden Stoffe
mit einer GrolRe unter 100 nm als Nanomaterialien bezeichnet. Alles oberhalb dieser Grof3e

wird als Bulk-Material bezeichnet.

Ab dieser GroRRe werden die Eigenschaften des Materials liber die Oberflaiche des
Nanopartikels bestimmt. Veranschaulich entspricht ein Wirfel mit eine Kantenlange von
1cm einer Oberfliche von 0.0006 m>. Wird dieser Wiirfel in kleinere Wirfel mit der
Kantenldange 1 nm unterteilt, steigt die Oberflache des Materials auf 6000 m? bei gleichem
Volumen. Die zunehmende Anzahl der schwach gebundenen Oberflachenatome fihrt zu
einer Anderung der physikalisch-chemischen Eigenschaften. Als einfache Beispiele seien die
Abnahme des Schmelzpunktes von Zinn®” und Gold™ genannt. Auch eine Erhohung der

Reaktivitdat kann am Beispiel des pyrophoren Eisens beobachtet werden.?

Die Unterscheide zwischen dem groReren Bulk-Material und dem nanoskaligen Material

lassen sich in drei Untergruppen einteilen.
) Oberflachenabhangige Partikeleigenschaften
) GroéRenabhangige Partikeleigenschaften
1) GroéRenabhangige Quanteneigenschaften

Die oberflaichenabhangigen Partikeleigenschaften sind sowohl im Bulk- als auch im
nanoskaligen Material vorhanden. Relevant werden diese jedoch erst zum Beispiel bei
katalytischen Reaktionen, wo der Umsatz durch die groRere Oberflache verbessert werden
kann."! Die GroBenabhangigkeit spielt bei der optischen Transparenz, Beschichtungen,
Magnetismus und medizinischen Anwendungen eine Rolle.®! zuletzt sind grofRenabhéngige
Quanteneffekte, also der Einfluss der PartikelgroRe auf die elektronische Struktur von
Nanopartikel zu nennen. Diese zeigen den Ubergang der Energieniveaus von definierten

Lagen (Atome oder Molekiile) zu dem flieBenden Bandermodell, wie sie im Festkorper
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vorliegen. Sie  konnen  deutlich bei HaIbIeiterquantenpunkten[G] und der

(71

Plasmonenresonanz'’’ von Goldnanopartikeln beobachtet werden.

Nanopartikel werden in einem breiten Spektrum verwendet. Sie finden Anwendung als

Partikelschichten fiir die Energieumwandlung in Solarzellen®?, zur Speicherung von Strom in

[10]

Batterien'™, als Farbstoffe flir Polymere, da sie langere Zeit Temperatur und UV-Stabil

sind[m, in Kosmetischen Produkten[lzl, in Sonnencreme als Filter fur schadliche UV-

[13]

Strahlung™~, als Lumineszenzmarker auf Banknoten oder Ausweispapieren, in der Medizin

zur Zellmarkierung oder fiir Beschichtungen mit unterschiedlichsten Eigenschaften.[“]

Die Synthese von Nanopartikeln kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen. Als Oberbegriff
wurden die ,top-down” und , bottom-up” Methoden beschrieben. Bei top-down verwendet
man Mahlprozesse, um auf die gewiinschte PartikelgroRe zu gelangen. Bei bottom-up geht
man von molekularen Prekursoren aus, um diese in einem Wachstumsprozess auf die
gewlinschte GroRRe wachsen zu lassen. Hierbei kann wieder in eine Gasphasenmethode und

Flissigphasenmethode unterschieden werden.

TOP-DOWN BOTTOM-UP

Bulk metal Powder

Abb. 1: Beschreibung des Top-Down und Bottom-Up Verfahrens zur Synthese von Nanopartikeln. Die

Grafik wurde entnommen aus der Literaturstelle [15].

Die Wahl der Synthesemethode umfasst jedoch mehrere Faktoren. Die PartikelgréRe, das
Material, die GréBenverteilung und die Anwendung spielen bei der Wahl der Methode eine
grolRe Rolle. Als Letztes sei noch die Unterdriickung von Agglomerationsprozessen zu

nennen, welche ein weiteres wichtiges Feld im Bereich der Nanopartikelsynthese ist.

Ein kostengiinstiger Zugang zu nanopartikularen Stoffen stellt das Mahlverfahren dar. Die
Synthese von groRen Stoffmengen kann hierbei realisiert werden. Jedoch ist diese Methode
durch moglichen Mahlkorperabrieb, Energieeintrag und Agglomeration nicht fiir sehr kleine
Partikel geeignet. Kleinere Partikel (@ <50 nm) kdénnen mit Hilfe des Mahlprozesses

hergestellt werden, sind jedoch 6konomisch nicht sinnvoll.™® Die Gasphasenmethode wird
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normalerweise als kontinuierlicher Prozess eingesetzt. Bei Synthesetemperaturen (>500 °C)
kdnnen Aggregate entstehen, die sich schwer oder gar nicht in Primarpartikel auftrennen

lassen. Sie liefert kristalline Nanopartikel mit weitgehend ungeladenen Oberflichen.”!

Die Flissigphasensynthese ist eine effektive Methode zur Steuerung der PartikelgroRRe und
des Agglomerationsverhaltens. Zur Kontrolle werden nach der Keimbildung an den
Oberflachen organische Molekile als Stabilisatoren angebracht. Diese Stabilisatoren sind

(8 E< k&nnen auch andere

normalerweise langkettige Alkyle, Tenside oder auch Polymere.
Stoffe, sogenannte ionische Flissigkeiten, zur Stabilisierung verwendet werden. Diese
Stoffklasse hat sich in den letzten Jahren als wichtiges Stabilisierungsmittel fir

Metallnanopartikel herausgestellt.[lg]

Zeit

Lésung ® ® O ‘ ° O ‘

homogene o ® @° O

Keimbildung  kontrolliertes unkontrolliertes Ostwald-Reifung
Keimwachstum Keimwachstum und Fallung

++_|_
@,
+
sterische elektrostatische unkontrollierte
Stabilisierung Stabilisierung Agglomeration

Abb. 2: Darstellung des Wachstumsverhaltens, Stabilisierung und der Bildung von Agglomeraten. Die

Abbildung wurde analog der Literaturstelle [1] angefertigt.

Das Wachstum eines Nanopartikel kann in drei Phasen eingeteilt werden. Zuerst kommt es
zur Nukleation aus einer homogenen Lésung, die nach dem Modell von LEMER und DINEGAR
endotherm verlduft, da das Loésen der Solvathillen und Uberwinden der

Oberflachenspannung Energie verbrauchen.?® AnschlieRend erfolgt das Wachstum der
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Keime und fiihrt hin bis zum Ostwald-Reifung der Partikel. Diese beiden Prozesse sind

exotherm, da sie bei der Bildung des Festkorpers Energie (z.B. Gitterenergie) freisetzen.*!
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Abb. 3: Modell von LAMER und DINEGAR zur Beschreibung von Keimbildung und Keimwachstum. Die

Grafik wurde entnommen aus Literaturstelle [1].

Historisch gesehen ist die Exposition von Nanopartikeln (Rull aus Feuer und andere
Feinstdube) auf den Menschen evolutiondr bedingt. Dieser Kontakt wurde im Zuge der
industriellen Revolution in den letzten Jahrhunderten stark vermehrt.*? Epidemiologische
Studien haben gezeigt, dass die erhohte Luftverschmutzung der Stadte mit zunehmenden
Partikelkonzentrationen aus Kraftfahrzeugen und zusatzlichen Industrieemissionen zu einer

erhohten Atemwegs und Herz-Kreislauf Mortalitat fuhren.?!

Da die Entwicklung in der Nanopartikeltechnologie sehr schnell voranschreitet, werden
Nanopartikel, Nanoréhren, Dendrimere und Fullerene als neue Werkzeuge der Diagnose,
Untersuchung und als Therapeutikum eingesetzt. Durch die Anwendung und Entwicklung
malgeschneiderter Nanomaterialien in Bezug zu deren Material (Kohlenstoff, Gold, Silber,
etc.), Oberflaichenbeschaffenheit, Aggregationsverhalten und die Maoglichkeit, diese als
Wirkstofftransporter zu benutzen, revolutionierten die Medizin. Auf der anderen Seite sind
auch die Studien Uber die Auswirkungen einer Langzeitexposition von Nanomaterialien

signifikant gestiegen.ml

Es besteht die Besorgnis, dass sich die schnell wachsende Anzahl an Nanomaterialien negativ
auf die Umwelt auswirkt, wenn sie nicht sorgfaltig hergestellt und recycelt wird. Es existiert
eine grolRe Anzahl an toxikologischen Studien, die liberwiegend aus epidemiologischen Tier,

4
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Mensch und Zellkulturstudien bestehen. Nach dem Bekanntwerden eines Zusammenhangs
zwischen PartikelgroRe und Herz-Kreislauferkrankungen wurde das offentliche Interesse
geweckt. Die Forschung an Mensch und Tier zeigt, dass einige Nanopartikel in den Kérper
eindringen konnen und Auswirkungen auf diverse Organe haben kdnnen. Das Verstandnis
Uber die Wirkweise solcher Partikel ist essentiell flir einen verantwortungsvollen Umgang

mit Nanomaterialien.!?”’

1.2 Magnetische Nanopartikel

In dieser Arbeit ist der Magnetismus von Nanopartikeln ein wichtiger Bestandteil und daher
wird es in dem folgenden Abschnitt eine kleine Einfihrung zu magnetischen Nanopartikeln
und deren Eigenschaften und Anwendungsmoglichkeiten dargestellt. Der Magnetismus von
Festkdrpern ist ein kooperatives Phanomen und setzt sich aus den einzelnen magnetischen
Momenten verschiedener Bausteine zusammen. Insgesamt gibt es 5 Arten des

Magnetismus, die auftreten kénnen.?®!

Beim Diamagnetismus besitzt der Stoff keine ungepaarten Elektronen und schwacht ein
angelegtes Magnetfeld. Durch das Anlegen eines externen Magnetfeldes wird ein Strom
induziert, der nach der Lenzschen Regel ein entgegengesetztes Magnetfeld hervorruft und

dieses somit abschwacht.

Der Paramagnetismus zeichnet sich durch Ausrichten der magnetischen Momente in einem
Stoff an ein angelegtes Magnetfeld aus, welches dieses verstarkt. Nach dem Entfernen des
angelegten Magnetfeldes bricht das innere zusammen und es besteht keine

Restmagnetisierung.

Die Ausrichtung der magnetischen Momente sind beim Ferromagnetismus nicht unabhangig
voneinander. Diese Kopplung erstreckt sich jedoch nicht (iber das gesamte Material, sondern
beschrankt sich auf sogenannte Weissche Bezirke. Diese Bezirke haben je nach Material eine
GroRenordnung von wenigen Nanometern bis Mikrometern. Da die Ausrichtung der
magnetischen Momente statistisch verteilt ist, erscheint ein Ferromagnet nicht magnetisch.
Erst durch Anlegen eines externen Feldes kann eine Magnetisierung im Stoff erzeugt
werden. Diese verbleibt auch nach dem Entfernen des externen Feldes und wird Remanenz

genannt. Durch Umpolen des externen Feldes kann dieser Stoff wieder entmagnetisiert
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werden. Die Starke des Feldes zur Entmagnetisierung wird Koerzitivfeldstarke genannt. Ein
Kreislauf aus Magnetisierung, Remanenz und Koerzitivfeldstarke (iber den gesamten

Feldbereich wird, wie in Abb. 4 gezeigt, durch eine Hysteresekurve beschrieben.

magnetische AN
Flussdichte (B)

O = unmagnetischer

Zustand
/7~ = Neukurve N
= Sattigung 7

magnetische
Feldstarke (H

O = Remanenz
O = Koezitivfeldstarke

Abb. 4: Darstellung einer Hysteresekurve eines unmagnetisierten Ferromagnetischen Stoffes in

einem angelegten H-Feld.

Der Ferrimagnetismus ist im Verhalten analog zum Ferromagnetismus, jedoch sind die
Spinnmomente in gleichartigen Zentren sowohl parallel, als auch antiparallel ausgerichtet.

Hierbei kommt es zur partiellen Ausléschung der magnetischen Momente.

AbschlieBend sei der Antiferromagnetismus genannt. Hierbei sind die magnetischen
Momente der einzelnen Zentren abhadngig voneinander und richten sich spontan antiparallel
aus. Nach auBen zeigt dieser Stoff daher kein magnetisches Verhalten. Eine steigende
Temperatur fiihrt zu einem dhnlichen Verhalten wie ein Ferrimagnet. Uberschreitet man die

Neel-Temperatur, so wird nur noch paramagnetisches Verhalten beobachtet.

Unterhalb der Curie-Temperatur kdnnen kristalline ferro- und ferrimagnetische Stoffe ihre
magnetischen Momente zu einem grofleren Gesamtmoment koppeln. Durch die
Domanenstruktur (Weissche Bezirke) wird ein Hystereseverhalten beobachtet und es kann
eine Sattigungsmagnetisierung durch das Anlegen eines externen Feldes (s. Abb. 4) erzeugt
werden. Mit abnehmender TeilchengroBe bestehen diese Partikel nur noch aus einer

Domane und verhalten sich wie ein Paramagnet, jedoch mit einem wesentlich grofReren
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magnetischen Moment. Solche Domanen werden als superparamagnetisch bezeichnet und

weisen keine Hysterese auf.

Die thermische Energie reicht flr diese Partikel aus, um das magnetische Moment in jedem
Partikel neu zu orientieren. Somit gilt, dass bei Abwesenheit eines externen magnetischen
Feldes die Summe der magnetischen Momente der superparamagnetischen Nanopartikel
Null ist, wenn die Temperatur hoch genug ist. Wenn jedoch ein magnetisches Feld angelegt
wird, so orientieren sich die Partikel entlang des magnetischen Feldes (Abb. 5). Diese
Eigenschaften, sowie die Abwesenheit einer Remanenz Magnetisierung nach Entfernen des
externen Feldes, ermoglicht den Partikeln eine kolloidale Stabilitdit und verhindert

gleichzeitig eine Agglomeration.ml

1 = Magnetischer Feldvektor

Neuorientierung der magnetischen
Momente im Festkdrper
-> Hysterese

Ferromagnetisches

©
Material Anlegen eines "i.'3
externen T
magnetischen
H-Feldes . .
Neuorientierung der magnetischen
Superparamagnetisches Momente durch Drehung der Partikel
Material -> keine Hysterese

Abb. 5: Darstellung der Ausrichtung der magnetischen Momente innerhalb eines Ferromagneten und

eines Superparamagneten. Die Abbildung wurde analog Literaturstelle [28] angefertigt.

In einem solchen Eindomanenkristall ist die Energie der Kopplung der magnetischen
Momente abhangig von dem Volumen des Teilchens. Bei kleiner werdenden Partikeln nimmt
die Starke der magnetischen Kopplung ab und diese wird zunehmend von der thermischen

Energie gestort. Es folgt daraus ein starke Temperaturabhangigkeit der Magnetisierung von
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superparamagnetischen Stoffen im Magnetfeld.[zg] Doch nicht nur das Volumen, sondern
auch die Veranderung der Oberflache kann zu verdnderten magnetischen Eigenschaften
fihren. So kann sich die Sattigungsmagnetisierung von y—Fe,03 Partikel auf die Halfte des

theoretischen Wertes verringern, wenn die GrofSe der Partikel von 12 auf 5 nm abnimmt.>!

Man wiirde vermuten, dass generell groBere Partikel fir die meisten Anwendungen
bevorzugt wirden, da groRere magnetische Momente und eine geringere Konzentration
notwendig waren. In biologischen und biomedizinischen Anwendungen spielt die
Konzentration und Biokompatibilitdt (Toxikologie) eine groRRe Rolle und die Reduzierung von
Agglomerationseffekten ist entscheidend. Daher ist die Entscheidung zwischen GroRe und
Magnetisierbarkeit oftmals ein Balanceakt. Eisenbasierte magnetische Nanopartikel werden
oftmals gegeniiber ihren toxischeren Varianten bevorzugt. Die optimale GréRe fiir Eisen(lll)-
Komponenten liegt zwischen 10 nm (superparamagnetische Grenze) und 70 nm (Ubergang

zu Mehrdoménen).m]

Die Veranderung der Magnetisierung gegeniber freien Partikeln kann auch bei modifizierten
Partikeln beobachtet werden. Ein Coating, welches Agglomeration verhindern soll, fiihrt zu
einer Veranderung der Oberflache des Partikels oder kann diese durch chemische Bindungen
zwischen dem Partikel und dem Stoff verandern. Dies kann zur Erniedrigung des effektiven
magnetischen Momentes fuhren® oder zur Bildung einer unmagnetischen Schicht um den
Partikel.®® Der Einfluss eines oberflichenaktiven Liganden auf das magnetische Moment

muss daher beriicksichtigt werden.

Wenn magnetische Nanopartikel in ein alternierendes magnetisches Feld gebracht werden,
fihrt dies zur Produktion von Warme. Dies geschieht unter der Voraussetzung, dass die
Nanopartikel die Méglichkeit haben, ihre magnetischen Momente neu zu orientieren. Dieser

t.5% In grofleren

Effekt wird bei der Anwendung von magnetischer Hyperthermie verwende
Partikeln mit mehreren magnetischen Domadnen erfolgt die Neuorientierung durch Bewegen
der Domanenwande. In kleineren Partikeln mit nur einer Domane kann diese Umkehr durch
zwei Prozesse, der Neel- und der Brown-Relaxation geschehen. Die Néel-Relaxation
beschreibt eine Umkehr der magnetischen Momente innerhalb des Partikels tGber die eigene

Anisotropiebarriere, wdhrend die Brown-Relaxation von einer Rotation des Partikels

ausgeht. Bei beiden Relaxationsarten wird die entstehende Energie Uber die Oberflache
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abgegeben. Welcher Relaxationseffekt vorliegt, hdngt von der Geschwindigkeit der

Relaxationsart ab. Generell wird der schnellere Prozess bevorzugt.m]

Neel-Relaxation

Angelegtes H-Feld a

Brown-Relaxation

Abb. 6: Schematische Darstellung der Neel- und Brown-Relaxation von superparamagnetischen

Nanopartikeln.

Magnetische Nanopartikel erzeugen ebenfalls ein kleines, raumlich begrenzte Magnetfeld
um sich herum. Mit Hilfe dessen kdnnen sie die Relaxationszeiten von umgebenden
Protonen deutlich verkiirzen. Dieser Effekt wird ,,proton relaxation enhancement” (Protonen
Relaxations Verbesserung) genannt und bei der Kernspinntomographie zur Signalverstarkung

eingesetzt. Die Partikel agieren somit als Kontrastmittel in der Medizin.*”!

Das malgeschneiderte Design von magnetischen Nanopartikeln spielt je nach Anwendung
eine wichtige Rolle. Hierbei entscheidet das Material, die Magnetisierbarkeit, Grole,
Oberflachenbeschaffenheit, Stabilitdt gegeniliber Losungsmitteln und Toxikologie Uber die
Wahl der Nanopartikel. Wahrend in der heutigen Zeit eine vielzdhlige Auswahl der GroRe,
Form und des Coatings zur Verfiigung steht, beschrankt sich die Wahl der Materialien jedoch
auf Eisen basierte Systeme. Sie zeigen bislang den besten Kompromiss aus magnetischen
Eigenschaften, Stabilitdat und begrenzter Toxizitdt. Die amerikanische FDA (US Food and Drug
Administration) sowie die europaische EMA (European Medicines Agency) haben der
Verwendung von Eisenoxid Nanopartikeln bereits zugestimmt. Dies beinhaltet die

Verwendung von Magnetit und Maghemit Nanopartikeln. Magnetit besitzt eine hohere
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Magnetisierbarkeit, jedoch zeigt Maghemit eine bessere Stabilitdt in wassrigen Losungen,

weshalb es meistens in medizinischen Anwendungen bevorzugt wird.®!

Nasschemische Syntheserouten fiir die Herstellung von magnetischen Nanopartikeln kénnen
grundsatzlich in hydrolytische und nicht-hydrolytische Ansatze unterteilt werden. Jede dieser
Routen hat ihre Vor- und Nachteile. Sie liefern verschiedene GréRen, GréRenverteilungen,

Morphologieen und Materialien.

Die nicht hydrolytische Syntheseroute zeigt eine enge GroRenverteilung bei guter
GroRenkontrolle, hoher Kristallinitdt, die Option zur groftechnischen Herstellung sowie
veranderbaren magnetischen Eigenschaften. Gré8en von wenigen bis zu mehreren hundert
Nanometern konnen erreicht werden. Die Formen variieren und kénnen kubisch, rund,
trianguldr oder stibchenférmig sein.*”2*%%% Oftmals werden bei diesen Synthese jedoch
toxische organische Losungsmittel, hohe Temperaturen und auch Phasentransferreaktionen

bendtigt.

Die hydrolytischen Verfahren kénnen in Koprazipitation, hydrothermale Koprazipitation und
inverse Micellen-Koprazipitation unterteilt werden. Jede dieser Methoden ermdglicht die

Herstellung von Magnetit, Maghemit und anderen magnetischen Ferriten (MFe,0,).

Bei der inversen Micellen-Koprazipitation besteht eine sehr gute Moglichkeit zur
GroRenregulierung bei einer sehr engen GroRenverteilung und einheitlichen magnetischen
Eigenschaften. Als Nachteile sind geringe Ausbeuten, schlechte Kristallinitdt, sowie schwer
zu entfernenden Liganden an der Oberflache zu nennen. Die Form der Nanopartikel reicht

von kubisch zu spharisch und nadeIfdrmig.[4°’41’42’431

Die hydrothermale Koprazipitation bietet ebenfalls eine gute GroRenkontrolle bei guten
GroRenverteilungen. Die Synthesen erfolgen in Wasser und die magnetischen Eigenschaften
der Materialien sind verdanderbar. Als Nachteile sind hohe Temperaturen zu nennen. Die

Formen sind sowohl diskusartig als auch spharisch zu beschreiben. 44!

Als gangigste und kostenglinstigste Methode der Herstellung von magnetischen
Nanopartikeln gilt die Koprazipitation. Die Ausgangsverbindungen sind glinstig, es werden
milde Reaktionsbedingungen verwendet und die Synthesen werden wassrig durchgefihrt.
Sie ermoglicht einen einfachen Zugang zu Ferriten (MFe,0,), oder durch einfache Oxidation

zu y—-Fe,03 Nanopartikeln. Des Weiteren ist ein die Modifikation der Oberflachen und ein

10
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scale-up (Ubertragung auf groRtechnische Produktionen) sehr einfach. Hierbei muss jedoch
eine breite GroBenverteilung, geringere Reproduzierbarkeit und mogliche Oxidationen in
Kauf genommen werden. Die Partikelformen sind oftmals spharisch und kénnen von

10-100 nm variieren, 64748

f m— druck

a) b) Umgebungs-“ Vakuum

rotierende
Achse

Ferrofluid

Permanent- ‘
magnet ]

Membran

e
Elektro- Permanent-
magnet magnet

Abb. 7: Verwendung von magnetischen FlUssigkeiten. a) Ferrofluid, b) Ferrofluid als Abdichtung um
eine rotierende Welle, c) Ferrofluid als Kiihimittel in einem Lautsprecher. Die Grafik wurde aus

Literaturstelle [1] entnommen.

Magnetische Nanopartikel finden seit langer Zeit Anwendung in der Industrie, da die
Speicherdichte flir Festplatten in direktem Zusammenhang mit der GroRe der
Elementarmagnete steht.*? Durch die Entwicklung modernerer Speichermethoden auf
optischer Basis wurde die Verwendung jedoch geringer. Heutzutage werden magnetische
Nanopartikel als magnetische Flissigkeiten (Abb. 7), als Katalysator, Wirkstofftrager und

vieles mehr eingesetzt.[sol

Einen wichtigen Beitrag liefern magnetische Nanopartikel in der medizinischen Anwendung.
Sie weisen eine geringe Toxizitat auf und modifizierte Eisenoxid basierte Nanopartikel
wurden in der Medizin verwendet. Toxikologische Untersuchungen auf die Wirkung von
magnetischen Nanopartikeln oder Abbauprodukte im Korper weisen auf verschiedene

hin [51,52]

Zersetzungsprozesse In der Kernspintomographie werden verschiedene

magnetische Nanopartikelpraparate bereits als Kontrastmittel (Feridex, Resovist, Endorem,

t.[53]

Lumirem, etc..) verwende Einige Produkte wurden jedoch schon aufgrund von

Nebenwirkungen vom Markt genommen.[S‘” All diese Prdaparate basieren auf Magnetit

11
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Nanopartikeln die mit Dextran oder Carboxydextran umhiillt sind. In vivo Studien zur
Toxizitat der Nanopartikel sind begrenzt, aber aufgrund von steigender Prdparateanzahl

werden diese kontinuierlich mehr.”>*°!

Magnetische Nanopartikel werden zur molekularen Erkennung von Stoffen unter
Verwendung von DNA oder Enzymen eingesetzt. Hierbei kénnen verschieden Sequenzen von
DNA oder Proteinen abgetrennt werden. Die magnetische Abtrennung stellt eine attraktive

Methode zum sequenziellen Aufbau von Proteinen dar. [57.58]

Die meisten pharmakologischen Erfolge in der Krebstherapie basieren auf
chemotherapeutischen Substanzen. Diese weisen meist eine hohe Zytotoxizitat und geringe
Selektivitat auf. Funktionalisierte Nanopartikel konnen durch Erkennungsdomdnen einen

gerichteten Transport zum Zielgewebe als Wirkstofftrager erméglichen.%¢

vor Injektion

Abb. 8: Darstellung der magnetothermischen Therapie eines Speiseréhrenkrebs unter Verwendung
von y—Fe,0; Nanopartikeln vor (a) und nach (b) der Behandlung. c) Darstellung eines Brusttumors mit
Hilfe von MRI-Aufnahmen durch funktionalisierte MnO Nanopartikel als Kontrastmittel. Die Grafik

wurde aus Literaturstelle [1] enthommen.

Die Verwendung von magnetischen Nanopartikeln zur Ubertragung von Wirme in der
Thermotherapie sieht in Verbindung mit klassischen Behandlungsmethoden (Chemo- und
Radiotherapie) vielversprechend aus.®®% Erste Arbeiten auf diesem Gebiet wurden 1979
von GORDON mit Hilfe von Dextran ummantelten magnetischen Nanopartikeln

[63]

beschrieben. In Abhdngigkeit von der produzierten Warmemenge konnen zwei

12
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verschiedene Wirkprozesse beschrieben werden. Der Erste ist der hyperthermische Effekt,
bei dem die Zellen die Apoptose einleiten, wahrend sie bei 41-46 °C behandelt werden. Der
Zweite ist die ,cell ablation”, welcher bei einer Behandlung der Zellen bei 46-58 °C
auftritt.® Diese Form der Behandlung wurde bereits an verschiedenen Krebsvarianten

¢ [65.66

(Brustkrebs, Speiseréhrenkrebs, etc.) erfolgreich geteste ! Die Effizienz dieser Methode

hingt jedoch von der GréRe und der magnetischen Suszeptibilitit der Partikel ab.”!

1.3 CORMS

Seit der Entdeckung der physiologischen Wirkung von Kohlenstoffmonoxid auf den
menschlichen Korper von HALDANE 1927 wurde das Molekdil als ,silent killer” beschrieben.®®
Kohlenstoffmonoxid verhindert den Sauerstofftransport im Blutkreislauf durch eine starke
Bindung an das Ham-Zentrum des Hamoglobins. Das Gas ist farblos und geruchslos. Die
Bindung ist ca. 200-mal starker als die des vergleichbaren Sauerstoffadduktes. Selbst kleine
Mengen von Kohlenstoffmonoxid in der Umgebungsluft kénnen gefdahrlich fir den

menschlichen Kérper sein.[*7

71 \welche

Dennoch enthilt jede Zelle im menschlichen Organismus Hamoxygenase Enzyme,
durch Ausschittung von Kohlenstoffmonoxid in der Lage sind circadiane Rhythmen (z.B.
Schlafrhythmus), das Gedachtnis und die Hamodynamik (Blutfluss in den GefaRen) zu

steuern. [72,73,74]

Das Gas wird Signalmolekdl klassifiziert und besitzt ahnlich regulierende Eigenschaften wie
Schwefelwasserstoff (H,S) und Stickstoffmonoxid (NO) welche verschiedene Prozesse bei der

Kaskardenleitung iibernehmen.l’37%76.77]

Aufgrund der regulierenden und zellschiitzenden Eigenschaften von Kohlenstoffmonoxid
wurde dieses Gas bereits sehr stark fiir medizinische Anwendungen untersucht. Die
Verabreichung von gasformigen Kohlenstoffmonoxid wurde bereits erfolgreich am
menschlichen Korper getestet. Es zeigte eine Halbwertszeit von 3 bis 7 Stunden und wurde in
einer Konzentration von 3 mg/kg fiir eine Stunde toleriert. Das Gas wurde reversibel an
Zellen gebunden und die Ausatmung wurde als einziger Weg fir den Austritt aus dem
menschlichen Korper bei dieser therapeutischen Anwendung bestimmt./”®!

13
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Positive Effekte bei verschiedenen Krankheiten wie, Tumorwachstum, Malaria, bakterielle
Infektionen, pulmonale Fibrose, rheumatische Arthritis, akutem Leberversagen, thermische

o Wenn

Verletzungen, Asthma oder Sichelzellenandmie wurden bereits beschrieben.!”
Kohlenstoffmonoxid jedoch als Gas verabreicht wird, ist die Anreicherung in einer
bestimmten Bereich (z.B. Tumor oder verbranntes Gewebe) schwierig. Das Gas
unterscheidet nicht zwischen gesundem und erkranktem Gewebe, muss in relativ hohen

Dosen appliziert werden und kann zu Nebenreaktionen fihren.

Fir die kontrollierte Verabreichung von Kohlenstoffmonoxid in erkranktem Gewebe wurde
,festes Kohlenstoffmonoxid“ in Form von kleinen CO freisetzenden Molekiilen entwickelt.
Die ersten sogenannten CORMs (CO releasing molecules) waren Fe(CO)s, Mn,(CO);o (CORM-
1) und [Ru(CO)3Cl,], (CORM-2) (Abb. 9).5%%

Cl Cl Cl Cl [\ Cl

oc, | .l |.co9%,o0, | cooc | .c HN N, | co
/Ru\\\ /”Ru‘ //Ru\ Ru\\ \[ Ru
oc” | Y™ | Yeo N | Yeooc” | TN X | Ycook
2 |
co co C co l oy €O
(a) CORM-2 (b) CORM-3  (c) NaOsS (d)

Abb. 9: Beispiele von Ruthenium basierten Kohlenstoffmonoxid freisetzenden Molekiilen (CORMs)
fur biologische Anwendungen. (a) CORM-2,%" (b) CORM-3% (c) Ru(CO)sCl,(4-NCsH4(CH,),SO;N,
(d) Ru(imidazole-2-carbaldehyd oxime)(COOMe)(CO),CI.**!

Die ersten Vertreter der CORMs waren schwer wasserloslich und setzten ihr
Kohlenstoffmonoxid zu schnell fiir eine prazise Anwendung frei.’®® Die Entwicklung des
wasserloslichen  Komplexes  [Ru(CO)s(glycinato)] (CORM-3) (Abb. 9) welcher
Kohlenstoffmonoxid unter physiologischen Bedingungen freisetzt gelang 2003 MOTTERLINI.
Dieser Komplex zeigte zudem entziindungshemmende, gefal3-erweiternde und —schiitzende

Effekte in vorklinischen Studien.®*

In den letzten zehn Jahren wurden Ruthenium basierte CORMs ein sehr wichtiger
Bestandteil der aktuellen Forschung. Hervorzuheben sind hierbei verschiedene Studien zu
CORM-2 und dem wasserléslichen CORM-3.7*#281 verschiedene CORMs mit
Rutheniumcarbonylen sind bekannt (Abb. 9) und ihre Nummer steigt stetig.[83’85] Dennoch ist

die Halbwertszeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung fir CORM-3 in einer pseudo erster

14
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Ordnungsreaktion sehr schnell (1 min bei 37 °Cin PBS-Puffer’®® und 2.3 min bei 30 °C in PBS-

[88

Puffer,[87] 3.6 min in menschlichem Plasma ]), durch Kohlenstoffmonoxidabstraktion von

Hémproteinen.[SQ]

[90,91]

Aktuelle Studien zeigen CORMs welche durch pH-Wertverdanderung, erhohte

[92,93] [94]

Temperatur, UV-Anregung, Oxidation oder enzymatische Mechanismen,

Kohlenstoffmonoxid freisetzen konnen. Die Funktionalisierung von verschiedenen

[95]

Materialien in®®® und auf®® deren Oberfliche ermoglichen neue Wege in der medizinischen

Chemie.”%®

1.4 Detektion von Kohlenstoffmonoxid

Zur Detektion von Kohlenstoffmonoxid konnen verschiedene Techniken angewandt werden.
Die am weitesten verbreitete Methode fiir in vitro Tests ist der Myoglobin Assay. Bei dieser
Methode wird die Aufnahme einer LOsung von reduziertem Desoxymyoglobin zu
Carboxymyoglobin mit Hilfe der Absorptionsspektroskopie untersucht. Die optische
Veranderung der a-, B-Region oder der Soret-Bande werden detektiert.”®! Bei dieser
Methode kam es jedoch zu Diskrepanzen bei der Bestimmung der Halbwertszeiten von
[RuCl5(CO)s] (CORM-2) und [RuCl(CO)sglycinato] (CORM-3).1%%! Es konnte gezeigt werden,
dass das Reduktionmittel Natriumdithionit verantwortlich fiir eine schnelle
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei Ruthenium basierten CORMs im Myoglobin Assay ist.
Diese Beschleunigung der Freisetzung kann jedoch auch auf andere CORMs (bertragen

[101

werden.™ Um diese Problematik zu umgehen wurden neue Methoden wie der Himoglobin

[101] [102]

Assay' " oder modifizierte Myoglobin Assays' ' verwendet.

Weitere analytische Methoden sind unter anderem Elektrochemische Sensoren. Sie
bendtigen keine anaerobe Umgebung und kdnnen die Konzentration direkt in der Losung
messen. Sie ermoglichen jedoch nur einen begrenzten Einblick in die Kinetik und Einflisse
von elektrochemische Reaktionen auf die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung wurden noch nicht

untersucht.%
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Fluoreszenzmittel zum Nachweis und zur Untersuchung von Kohlenstoffmonoxid in geringen

t.[104

Konzentrationen sind in der Literatur bekann I'Sie besitzen jedoch eine sehr langsame

Reaktion und sind daher zur Untersuchung von schnellen Kinetiken nicht geeignet.

Gasphasen IR-Spektroskopie stellt eine sehr sensitive und hoch aufgeldste Methode in der
Analyse von Kohlenstoffmonoxid dar. Die Untersuchung erfolgt ohne weitere Additive wie

zum Beispiel Natriumdithionit und betrachtet daher die reine Freisetzung des Materials.!**!

Gaschromatographie mit unterschiedlichen Detektoren wie GC-RGD,™! gc-TcD™™! oder
GC-MS™%! sind nicht in der Lage kontinuierliche Messungen in zeitlich kurzen Abstidnden
durchzufiihren, da Ausziige aus den Proben oder der Uberstehenden Luft entnommen

werden mussen. Auch hier ist die Analyse von schnellen Kinetiken sehr problematisch.
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2 Zielsetzung und Motivation

Im Rahmen der Dissertation sollte untersucht werden ob eine Funktionalisierung von IONPs
(iron oxide nanoparticle) mit Kohlenstoffmonoxidfreisetzenden Verbindungen (CORMs, CO-
releasing-materials) moglich ist. Hierbei sollte fiir die ersten Versuche ein CORM-3 System
verwendet werden, welches thermosensitiv und in der Literatur gut untersucht ist. Die
mogliche Verwendung von photolytisch aktiven CORMs sollte untersucht werden um diese

auf IONPs zu immobilisieren und deren Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zu untersuchen.

Des Weiteren sollten stabile Dispersionen der Nanopartikel hergestellt werden und auf
deren Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei verschiedenen Temperaturen und im

magnetischen Wechselfeld untersucht werden.

Die Untersuchung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung sollte mit dem bekannten Myoglobin

Assay erfolgen um die Geschwindigkeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zu verfolgen.

Die Analyse der funktionalisierten Nanopartikel sollte durch Verwendung von gangigen
Methoden wie IR (Infrarotspektroskopie), UV  (UV/VIS-Spektroskopie), = XRD
(Rontgenbeugung), DLS (Dynamische Lichtstreuung), TEM (Transmissionselektronen-

mikroskopie) und AAS (Atomabsorptionsspektroskopie) durchgefiihrt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 CORM-3 Analoga auf IONP

3.1.1 Darstellung von CORM@IONP

Die kontrollierte Freisetzung von Kohlenstoffmonoxid an einem definierten Ort ist eine
grundlegende Voraussetzung fiir eine sinnvolle therapeutische Anwendung. Die Verwendung
von Kohlenstoffmonoxid -freisetzenden Molekilen stellt eine vielversprechende Moglichkeit
zur gezielten Wirkstofffreisetzung dar.'! per Wasserlésliche Komplex CORM-3 (Abb. 10)
setzt unter physiologischen Bedingungen Kohlenstoffmonoxid frei, zeigt Entziindung
hemmende, Nieren schiitzende, Durchblutung férdernde und anti-apoptotische Effekte in
vorklinischen  Studien.™®  Die Kohlenstoffmonoxid-Freisetzung wird durch einen
hydrolytischen Mechanismus induziert, der einer Kinetik erster Ordnung unterliegt und eine

Halbwertszeit von ty, = 1 min aufweist.!**!

Die physiologisch noch undefinierten und schnellen Freisetzungseigenschaften limitieren
jedoch das Anwendungsgebiet von CORM-3. Ein wichtiger Schritt ist die Entwicklung eines
CORMs, das durch einen dulReren Stimulus aktiviert oder angeregt werden kann, um gezielt
Kohlenstoffmonoxid freisetzen zu kdnnen. Als Beispiel eines stimulierbaren CORMs kann das
CORM-A1, ein Borancarbonat, genannt werden, welches durch Veranderung des pH-Wertes
Kohlenstoffmonoxid freisetzen kann.'% Des Weiteren gibt es bereits Metallcarbonyl-
verbindungen, die sowohl photoinduziert[m] als auch enzymatisch[m] aktiviert werden

konnen, um Kohlenstoffmonoxid freizusetzen.

(@) A
ot A
o O O H, HZT/w /I{I N lll\
iy we \:’/
H35_<\@ HZN""”Rlu““'CO N/”Fe“\s Mngf?
O c* | ~co ~ws” | TcCo oc” \co
2Na* CO CO oG PFg
CORM-A1 CORM-3 CORM-S1 CORM-L1

Abb. 10: Beispiele von Kohlenstoffmonoxid freisetzenden Molekiilen zur Untersuchung von

biologischen Anwendungen.
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Zur Zeit stellt eine der grofRten Herausforderungen die rdumlich begrenzte
Kohlenstoffmonoxid-Freisetzung im Zielgewebe dar. Eine mogliche Losung bieten
modifizierte Nanopartikel als Tragermaterialien fir CORMs. Sie kdnnten eine kontrollierte
Applikation zum Zielgewebe, sowie eine zeitlich- und rdumlich kontrollierte

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung durch lokale Magnetfelder ermdglichen.

Eine Verwendung von Kohlenstoffmonoxid freisetzenden Materialien auf magnetischen
Nanopartikeln zur magnetfeldinduzierten Freisetzung wurde bis 2013 nicht versucht. In einer
Moglichkeitsstudie konnte gezeigt werden, dass dieses theoretisches System (Abb. 11) auch

in der Praxis zu funktionieren scheint.

AC field o«

X
%
& *
ﬁ
>
co=% .
M(CO), = W ’
%

Abb. 11: Schematische Darstellung einer induzierten Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von
Metallcarbonyl getrdgerten Eisenoxid Nanopartikeln (IONP) durch ein magnetisches Wechselfeld (AC
field).

Das Aufheizen von magnetischen Nanopartikeln in einem Magnetwechselfeld durch einen
Verlustmechanismus (Hyperthermie) wurde vor einigen Jahren bekannt und wird nun in der
thermischen Ablation von befallenem Gewebe in der Krebstherapie verwendet."™3! Eine
makroskopische Temperaturerhhung im Gewebe ist durch eine entsprechend hohe
Konzentration von Partikeln zu erreichen. Des Weiteren kann die Konzentration von

magnetischen Nanopartikeln in der physiologischen Umgebung durch Magnetfelder

[114 [115]

kontrolliert werden™# und diese auch als Transporter fir mogliche Therapeutika dienen.
Theoretische Berechnungen zeigen, dass ein thermisches Gleichgewicht schnell durch
elektromagnetische Anregung von nanoskopischen (metallischen oder magnetischen)
Partikeln aufgrund der hohen Oberflaichen zu Volumen Rate erreicht werden kann. Es ist

dabei zu vernachladssigen, dass es zu einer Temperaturdifferenz zwischen Bulkmaterial und
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3 Ergebnisse

der direkten Umgebung des Partikels kommt. In Abhangigkeit der GroRRe des Partikels und

des umschlieRenden Mediums kann ein Einsetzen der Erwarmung mit einer Verzégerung von

[116]

100 ps angenommen werden. Experimente zeigten, dass der Energiefluss zwischen

Partikel und der umgebenden Phase hoher ist, je mehr Freiheitsgrade den

Oberflachenmolekilen zur Verfligung stehen. Diese Erkenntnisse kdnnen fir die Aktivierung

[115a,d]

eines  Freisetzungsprozesses , fur lokalen  Phaseniibergang,'***?!

gezielte

[115c] [117]

Proteindenaturierung oder Aktivierung und Oligonukleotide Dehybridisierung.

Der Test des Konzeptes der Magnetwechselfeld induzierten Kohlenstoffmonoxid Freisetzung
von magnetischen Nanopartikeln wurde mit einer geeigneten CORM-Verbindung

durchgefiihrt, welche an der Oberflache der Maghemit Nanopartikel immobilisiert wurde.

[118] aus

Maghemit Nanopartikel (1) wurden nasschemisch nach einer Vorschrift von Ewiik
Eisen(ll)- und Eisen(lll)chlorid mit anschliefender Oxidation hergestellt. Das Material wurde

auf Phasenreinheit mit Hilfe des PXRD (Abb. 12) untersucht.

204 —— measured maghemite
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~ \‘\ / \ )
/ ‘U/‘ \JL’_/\//\ / \\
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v —
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Abb. 13: Gemessenes und berechnetes Rontgen Pulver Diffraktogramm von Maghemit Nanopartikel

(1).

In einem weiteren Schritt wurde D/L-3-(3,4-Dihydroxyphenyl)alanin (D/L-DOPA) auf der
Oberflache durch Ausbildung von Etherbricken am Aromaten zum Nanopartikel
immobilisiert. Dies dient als Ankergruppe fir die anschlieRende Einflihrung des CORM-

Fragmentes an der Aminosaure.
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Die D/L-3-(3,4-dihydroxyphenyl)alanin funktionalisierten Nanopartikel (2) konnten mit einem
Permanentmagneten sedimentiert, gewaschen und in Methanol mit [Ru,Cl4(CO)s] (3) zum
entsprechenden funktionalisierten Nanopartikel CORM@IONP (4) umgesetzt werden (Abb.
14).

CORM@IONP (4) beinhaltet ein Derivat von CORM-3, bei dem das Rutheniumfragment ein
Dioxophenylalaninato- anstatt eines Glycinato-Liganden besitzt. Diese Variation ist
notwendig, um das CORM auf der Oberfliche durch die Dioxophenyl/Catechol-Einheit zu
binden. Es wurde bewusst ein System verwendet, welches einen Vergleich zum gut
untersuchten CORM-3 ermoglicht. Dieser schnelle Freisetzer soll zu kurzen kinetischen
Messungen flihren, um dieses neuartige Freisetzungskonzept zu untersuchen. Fir
zusatzliche Kontrollversuche wurde der molekulare Komplex Tri(carbonyl)-chlorido-

phenylalaninato-ruthenium(ll) (5) analog der Vorschrift fir CORM-3 hergestellt.

0
a OH
—_—
NH-
1 2
b
o 0
i ]
H2N"'u; |\\\.-CD HaoN au,fRu\\\
Ru v | >
a?” | o c1?¥ | Yco
co
co
5 4

Abb. 14: Schematische Darstellung der Synthese von CORM@IONP (4) sowie der molekularen
Verbindung Tri(carbonyl)-chlorido-phenylalaninato-ruthenium(ll) (5) ausgehend von Maghemit

Nanopartikel (1). a)D/L-Dihydroxyphenylalanin, Wasser, b) [Ru(Cl),(CO)s],(3), Methanol.
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Die Funktionalisierung der Maghemit Nanopartikel wurde durch IR Spektroskopie verfolgt (Abb. 15).
Die starken CO-Streckschwingungen des Rutheniumcarbonylfragmentes konnen bei 2075 und 2022

cm ™ beobachtet werden. Diese Werte stimmen mit den Schwingungsfrequenzen des analogen

CORM-3 unter basischen Bedingungen tberein.!**?

D/L-dihydroxyphenylalanine

I M 1 ' I ' I ' I T I T 1 M 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
wavenumber / cm_1

Abb. 15: IR-Spektren (in KBr) von D/L-Dihydroxyphenylalanin, den nicht funktionalisierten (1) und

funktionalisierten Nanopartikeln (2) und CORM@IONP (4).
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Abb. 16: (a) IR Spektrum in KBr von dem Tri(carbonyl)-chlorido-phenylalaninato-ruthenium(Il)
Komplex 5 und (b) nach der Zugabe von 1.5 dquivalenten Sdure (KHSO4). Das Spektrum in (b) stimmt

mit dem IR-Spektrum von CORM-3 nach der Zugabe von 1.5 &dquivalenten Sdure HCI Uberein

(Absorptionen bei 2137, 2072 und 2058 cm™).

Das IR-Spektrum in Abb. 7 zeigt eine Abnahme der Absorption bei 1984 cm™ nach der
Zugabe von Saure zu Verbindung (5). Diese Veranderung ist in der Literatur von bekannt und

22
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wurde von MOTTERLINI beschrieben, der auf eine Veranderung des Tricarbonylfragmentes mit

.2 Die hohe Konzentration in den IR Spektren

verschiedenen trans-Liganden verweis
wurde gewadhlt, um die Effekte durch die Zugabe der S3ure genau zu beobachten. Die
Aufspaltung der zweiten Absorption in zwei Banden bei 2071 und 2058 cm™ fiir einen
symmetrischen [M(CO)sL3] Komplex ist der Fehlsymmetrie des [Ru(CO)s;Cl(phenylalaninato)]

Komplexes (5) geschuldet.

Die IR Spektren der Komplexe kdnnen leider wie in der Literatur beschrieben, komplizierter
werden als ihre symmetrischen Analoga. Eine Auswertung der IR-Spektren ist daher nicht
trivial. : ,The IR spectra of the [Ru(CO)sCl(amino acetate)] complexes are more complicated

than for simple symmetric tricarbonyl [M(CO)sLs] fragments. “**%!

Es wurden verschiedene Aquivalente Base (NaOH) zu Verbindung (5) in wassr. KBr gegeben
und dieses anschlieRend getrocknet. Die IR-Spektren der Carbonylregion von
[Ru(CO)sCl(phenylalaninato)] (5) sind in Abb. 17 gezeigt. Die Reaktion von (5) mit 0.5, 1.0
und 1.5 molaren Aquivalenten NaOH fiihrte zu zwei Banden bei 2033 und 1952 cm™. Diese
stimmen gut mit den Absorptionen bei 2058 und 1985 cm™ oder 2044 und 1968 cm™ der

(1191 bje Reaktion von (5) mit

Reaktion von 1 bzw. 2 dquivalenten NaOH mit CORM-3 liberein.
0.5 dquivalenten NaOH zeigt sowohl die original Absorptionen, als auch verschobene bei
2133, 2050 und 1971 cm™. Die letzten beiden Absorptionen Uberlappen mit den neu

entstehenden.
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2133.47
2032.58
1952.68 —
195243 —

2032.50
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Abb. 17: Darstellung der Carbonylregion des IR-Spektrum von [Ru(CO)sCl(phenylalaninato)] (5) mit
unterschiedlichen Aquivalenten Natriumhydroxid: (a) 5+0.5 dq. (b) 5+1.0 dq. und (c) 5+1.5 &q.

Die Maghemit Nanopartikel (1) haben einen hydrodynamischen Durchmesser (Abb. 18) von
(8 £2) nm, der sich durch die Funktionalisierung mit D/L-Dihydroxyphenylalanin (2) auf

(11 £ 3) nm erhoht. Dieser Wert verandert sich durch Reaktion mit [RuCl;(CO)s], zu (3) nicht.
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Abb. 18: Verteilung des hydrodynamischen Durchmessers von Maghemit Nanopartikel (1) und den

D/I-Dihydroxyphenylalanin funktionalisierten Nanopartikeln (2).
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Die Liganden/CORM-Hiille von CORM®@IONP (3) kann im hoch aufgelésten Transmission-
Elektronen-Mikroskop (HR-TEM) beobachtet werden. In Abb. 19 ist ein reprasentativer
Nanopartikel (3) entlang seiner [222] kristallographischen Ebene mitsamt seiner
Ligandenhiille zu sehen. Der Partikeldurchmesser von (3) betragt (9 + 2) nm und besitzt eine
Ligandenhiille mit einer Dicke von 2 nm, wie in den TEM Aufnahmen zu sehen ist. Diese

Abstande stimmen mit den Messungen der dynamischen Lichtstreuung sehr gut tberein.

Abb. 19: TEM Aufnahmen von CORM@IONP (3); (a) Ubersichtsaufnahme von agglomerierten
Nanopartikeln, (b) HR-TEM Aufnahme eines Partikels entlang der [222] Ebene mitsamt organischer

Ligandenhdille.

Das Ru:Fe Verhiltnis von 1:25 wurde mit Hilfe einer ICP-MS Messung bestimmt. Dies
bedeutet, dass ca. 400 Rutheniumkomplexe auf der Oberflache eines Partikels gebunden

sind und somit eine maximale Beladung von ca. 60% erreicht wurde.

Die Berechnung der maximalen Beladung ergibt sich aus folgenden Annahmen: Ein
spharischer Partikel von 8 nm Durchmesser besitzt eine Oberflache von (4rr? =) 201 nm? und
ein durchschnittliches Volumen von (4/3 nr =) 268 nm>. Bei einer Dichte von 5.25 g/cm3 fir
Fe,0; ergibt sich ein Gewicht von 1.4 1018 g pro Partikel. Die molekulare Masse von Fe,03
betragt 159.69 g/mol und ergibt somit bei einem durchschnittlichen Partikeldurchmesser
von 8nm 8.7710% mol Molekiile. Multipliziert mit der Avogadrokonstante

Na = 6.022 10%® mol™ fiihrt zu 5300 Formaleinheiten oder 10600 Eisenatomen pro Partikel.

Der notwendige Platzbedarf eines Catecholats, in diesem Fall der Dioxyphenylalaninat-
Ligand, wurde unter der Annahme der Flache eines Benzolringes (0.28 nmz) berechnet.
Ausgehend von der Oberflache geteilt durch den Platzbedarf eines Benzolringes ergibt sich
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eine Anzahl von (201 nm?2/0.28 nm?=717) oder ca. 700 Dioxyphenylalaninat-Liganden,
welche theoretisch auf der Oberflache eines 8 nm groflen Fe,0s-Partikels koordiniert sein

konnten.

ICP-MS Messungen ergaben ein Ruthenium zu Eisen Verhaltnis von 1:25, welches zu einer
ungefahren Anzahl von rund 400 Rutheniumatomen pro Partikel umgerechnet werden kann.
Basierend auf einem 8 nm Fe,03-Partikel wiirde dies bei ca. 700 Dioxyphenylalaninat-
Liganden eine Sattigung von 57 % bedeuten. Es stehen mehr Dioxyphenylalaninat-Liganden

zu Verfigung, als Ru(CO)sCl-Fragmente koordiniert sind.

Die  magnetischen Eigenschaften  der  D/L-DOPA-funktionalisierten Maghemit
Nanopartikel (2) wurden durch “vibrating sample magnetometry (VSM)” untersucht. Das
Fehlen einer Hysteresekurve zeigt das superparamagnetische Verhalten der Partikel sowohl
in Losung als auch im Feststoff. Die Sattigungsmagnetisierung zeigt einen hohen
Massenanteil von 67 % von der ein durchschnittlicher Kerndurchmesser von 12 nm bestimmt

werden kann (Tab. 1).

Das EV7 System von ADE Magnetics Co. enthdlt einen 3472-70 Elektromagneten von GMW
Magnet Systems Co. mit einer maximalen Feldstiarke von 2.8 108 Am™ und einen
Vibrationsarm mit einer Frequenz von 75 Hz. Von jeder Probe wurde eine Hysteresekurve
von —1.59-:10° A m™ bis 1.59-10° A m~* gemessen (Abb. 20). Die Sittigungsmagnetisierung M
und die Anfangssuszeptibilitdt yni wurden aus der Hystersekurve bestimmt. Von diesen
Werten und der volumenbasierten Sattigungsmagnetisierung M, der Maghemit
Nanopartikel (3.9:10° A'-m™) konnte der durchschnittliche Partikeldurchmesser (dv/a)
bestimmt werden. Zusatzlich kénnen die Massenprozent der Maghemit Nanopartikel tber
die Sattigungsmagnetisierung pmag sowohl im Feststoff als auch in Lésung gemessen werden

(Tab. 1).
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Abb. 20: Aufgenommene Hysteresekurven von Maghemit Nanopartikeln (1) (normalisiert auf die

Sattigungsmagnetisierung): Partikeldispersion in Wasser (schwarz), als getrockneter Feststoff (rot).

Tab. 1: Magnetische Eigenschaften der D/L-DOPA-funktionalisierten Maghemit Nanopartikel (2).

Sample Msa Xini 2 /Jmag @ dv/aa
|[I)Dispersion in Wasser, pH 8 50.8 A/m 0.002 0.07%° 13.0 nm
Feststoff ° 53.8 Am?’kg 0.002m%kg 67.31% 11.6 nm

a

M, = Sattigungsmagnetisierung, xi, = Startsuszeptibilitat, pum., = Massenprozent Fe,0;, d,/, =
durchschnittlicher Partikeldurchmesser.® Fliissige Probe als Dispersion in Wasser gemessen, daher
sind die Einheiten von M, und y;,; volumenbasiert. © Die flissige Probe wurde als Partikeldispersion in
Wasser gemessen inclusive der Fliissigkeit. Die Werte von . korrelieren daher mit dem
Massenprozent von Fe,0; in der Losung und sind unterschiedlich und wesentlich geringer als die
Werte fiir die feste (reine) Probe von 2. 9 Die Probe wurde als pulveriger Feststoff vermessen und die

Werte von M und y;.i.sind daher massenbasiert.
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3.1.2 Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von CORM@IONP

Die CO Freisetzung wurde mit Hilfe des Myoglobin Assay unter Verwendung eines UV/VIS-
Spektrometers wie von MOTTERLINI beschrieben untersucht.*?**2! Fiir das CORM@IONP (4),
kann eine Freisetzungskinetik pseudo erster Ordnung ohne angelegtes magnetisches
Wechselfeld angenommen werden. Der kinetische Verlauf der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung kann durch die Zu- und Abnahme der Absorptionen bei 541,

556 und 578 nm beobachtet werden.

Die Verwendung eines Puffers ist bei der Durchfiihrung des Myoglobin Assays ebenfalls
entscheidend. In der Literatur wird auf die Verwendung eines Phosphat-Puffers

[115] Untersuchungen zeigten jedoch Grenzen fiir diese Puffer auf. So

verwiesen.
agglomerierten Maghemit Nanopartikel (1) im wassrigen Medium unter Verwendung von
Phosphat-Puffer, jedoch nicht in N-Morpholinpropansulfonsdure-Puffer (MOPS-Puffer). Um
spatere Probleme mit der Loslichkeit auszuschlieRen, wurden weitere Messungen jeweils in

MOPS-Puffer durchgefl'jhrt.[lzz]

Der Myoglobin Assay wurde unter Verwendung von Natriumdithionit als Reduktionsmittel
durchgefiihrt. Um einen Einfluss des Dithionits auf die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zu
untersuchen, wurde in Zusammenarbeit mit der Assay in verschiedenen Konzentrationen
(44 mmol/L, 88 mmol/L und 176 mmol/L) durchgerhrt.[lzz] Es konnte in den
durchgefiihrten Untersuchungen keine signifikante Verdanderung (Abb. 21) der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung Uber die Menge an verwendetem Natriumdithionit an

Verbindung 5 feststellen.

In der Literatur ist eine solche Abhdngigkeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung beschrieben
und wurde an CORM-3 getestet. In den Versuchen wurde die Abhangigkeit bei hohen
Konzentrationen von Natriumdithionit untersucht. Die Verhdltnisse variierten von
(Myoglobin : Natriumdithionit) 500:1 bis 2500:1, wahrend die bereits publizierten

Verhaltnisse von 3 : 1 bis 90 : 1 untersucht worden waren.
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Halbwertszeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von
CORM@IONP (4) bei 20 °C und verschiedenen Natriumdithionit Konzentrationen ohne magnetisches

Wechselfeld.

Die Untersuchung zeigte, das CORM-2 und CORM-3 kein Kohlenstoffmonoxid in
Pufferldosungen freisetzen, wenn diese durch Kohlenstoffmonoxidsonden untersucht
wurden."?®! Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass CORM-3 bei Anwesenheit von Proteinen
alleine auch kein Kohlenstoffmonoxid freisetzt, welches auf das Fehlen von Dithionit
zuriickzufiihren ist.***! Es ist davon auszugehen, dass eine Freisetzung in komplexen

intrazellularen Rdumen unter Anwesenheit von Sulfitgruppen abliuft.!**!

Es konnte beobachtet werden, dass die Halbwertszeiten analog zu Verbindung (5) und
CORM-3 sind. Die gemessenen Halbwertszeiten von (4) (t, = (13 £ 2) min bei 25 °C) sind
grofRer als von der Modellverbindung 5 (ty;, = (2.7+0.2) min bei 20 °C) und CORM-3 (ty, = 2.3
min bei 30 °C).[12” Diese Oberflachenstabilisierung des CORMs hinsichtlich der solvolytischen
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung kann durch eine Diffusionsbarriere erklart werden. Eine
mogliche sterische Hinderung durch Oberflachenschichten und angrenzende CORM oder
freie D/L-DOPA Liganden kann eine Erklarung sein. Ein ahnlicher Effekt wurde bei der

Verwendung von CORMs in micell-dhnlichen Strukturen beschrieben.?®!
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Abb. 22: Messaufbau des Myoglobin Assay mit temperierbarer Kivette in Kupferspule des

Wechselfeldgenerators. UV-Vis-Spektrometer nicht im Bild.

Das Anlegen eines magnetischen Wechselfelds (31.7 kAm™, 247 kHz, 25 °C, 1.7 mTesla) bei
der Messung von CORM@IONP (4) fuhrt zu einer zweifachen Beschleunigung der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung, wodurch eine Halbwertszeit von ty, = (7 £ 2) min erreicht

werden konnte (Tab. 2).

Tab. 2: Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von CORM@IONP (4) mit und ohne

magnetischem Wechselfeld bei 25 °C.

A/nm Ohne Wechselfeld Mit Wechselfeld
541 12(1) 6(1)

556 13(1) 6.7(7)

578 13(1) 8(1)

Die Halbwertszeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von CORM@IONP (4) verringert sich
mit erhohter Temperatur des Assays bei 30 °C auf 11 (1) min. und bei 40 °C auf 5 (1) min.

jeweils ohne magnetisches Wechselfeld.
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Abb. 23: Darstellung der Absorptionsanderung bei 541 (schwarz), 556 (rot) und 578 nm (blau) der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von CORM@IONP (4) bei 25 °C ohne (a) und mit (b) magnetischem

Wechselfeld von verschiedenen Messungen im Myoglobin-Assay.

Eine Erwdarmung der Dispersion wahrend des aktiven magnetischen Wechselfeldes in der
temperierten Kivette konnte nicht beobachtet werden. Es kdnnen einige Abweichungen von
der simplen pseudo erster Ordnung Kinetik beobachtet werden. Dieses Phdnomen ist
moglicherweise ein Resultat der Freisetzung von mehr als einem Molekdl
Kohlenstoffmonoxid pro Ru(CO)s-Fragment oder der nicht triviale Einfluss des Magnetfeldes

in den Freisetzungsprozess, oder beides.
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Zukiunftige Studien konnten dieses Verhalten aufkldren, jedoch kann eine Anregung des
Ru(CO)s-Fragmentes durch ein alternierendes Magnetfeld ausgeschlossen werden. Die
Halbwertszeit der Kohlenstoffmonoxid Freisetzung der Phenylalaninatoverbindung (5) ist
von den Halbwertszeiten innerhalb des Experimentalfehlers ohne 2.7 (£0.2) min und mit
3.0 (¥0.4) min magnetischem Wechselfeld ohne die Anwesenheit von magnetischen

Nanopartikeln gleich.
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Abb. 24: Darstellung einer typischen Absorption der Myoglobinbanden zwischen 500-600 nm
wahrend der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von 4. a) Messung ohne Wechselfeld und a) mit
Wechselfeld. Die Kinetik wurde anhand der Intensitdatsveranderungen bei 20 °C an den Positionen

541, 556 und 578 nm verfolgt. Wechselfeldstarke: (247 kHz, 31.7 kAm-1, 39.9 mTesla).

Die beobachtete Erniedrigung der Halbwertszeit zeigt die prinzipiellen Moglichkeiten einer
ausgelosten (angeregten) Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im Zielgebiet unter Verwendung
von magnetischen Nanopartikeln als lokale Empfanger. Die beschleunigte
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zeigt sehr gut den feldinduzierten Oberflacheneffekt der
Erwdrmung. Diese fiihrt auf Grund der geringen Konzentration jedoch nicht zu einer

makroskopischen Erwdarmung der Nanopartikeldispersion.
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Abb. 25: (a) Typische Verdanderung der Absorptionsbanden von reduziertem Skelettmuskel
Pferdemyoglobin zwischen 500-640 nm wahrend der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von
CORM@IONP (3), bei angelegtem magnetischen Wechselfeld (247 kHz, 31.7 kAm™, 1.7 mTesla) bei
25 °C. Die Veranderung der Intensitdten bei 541, 556 und 578 nm wurden verfolgt und ergeben die
typischen Kohlenstoffmonoxidfreisetzungskurven, die in (b) eine Beschleunigung der Freisetzung
durch das Wechselfeld zeigen. Die leeren Symbole (V) zeigen die Messung ohne Feld; gefiillte
Symbole (A) mit Wechselfeld; blaue Symbole (V,A) zeigen die Verdanderung bei 541 nm; rote
Symbole (V, A)zeigen die Verdnderung bei 556 nm; griine Symbole (V, A) zeigen die Verdnderung
bei 578 nm.

Aus Abb. 25 ist es ersichtlich, dass die Abnahme der Intensitdt der mittleren Bande bei
556 nm (rot-braune Symbole) teilweise durch die Erhéhung der Intensitdt der benachbarten
dulReren Banden bei 541 und 578 nm kompensiert werden. Alle drei Absorptionsbanden sind
nicht voneinander getrennt und beeinflussen sich gegenseitig durch Zu- und Abnahme der
Intensitaten voneinander. Daher kann mit der Zeit die Ableitung der mittleren Bande nur
bedingt zur Auswertung der Kurven verwendet werden. Umgekehrt gilt dies auch fir die
beiden duReren Absorptionen, deren Intensitatserhohung durch die Abnahme der mittleren
Bande ausgeglichen wird. Die Interpretation der kinetischen Daten erfolgt daher von der

Ausgangsfrequenz innerhalb der ersten 1000s (Abb. 25).
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Abb. 26: Darstellung von IR Spektren (in KBr) der Carbonylregion von CORM@IONP (4), vor und nach

der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung mit und ohne magnetischem Wechselfeld.

Die modifizierten Nanopartikel CORM@IONP (4) wurden vor und nach der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung mit und ohne magnetisches Wechselfeld mit Hilfe der
IR-Spektroskopie untersucht. Wie in Abb. 26 gesehen werden kann, verbleiben fir die
Carbonylregion zwei Streckschwingungen auch nach der Freisetzung bei 2060 und 1986 cm™.
Diese konnen entweder verbleibendes CORM auf der Oberflache des Partikels sein, oder ein
cis-Ru(l1)(CO),-Fragment, welches an das Protein koordiniert ist. Es ist in der Literatur™4
bekannt, dass das Zwischenspiel von CORM-3 mit Proteinen zum Verlust der Chlorido-,
Glycinato- oder auch eines CO-Liganden fiihren kann. Die schnelle Bildung von stabilen
Addukten zwischen dem Protein und des verbleibenden cis-Ru(ll)(CO),-Fragmentes wurde

mit Hilfe verschiedener Methoden, inklusive der IR-Spektroskopie untersucht.!*?¥

Durch die Verwendung von CORM funktionalisierten Eisenoxid Nanopartikeln konnte eine
Beschleunigung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung durch ein externes magnetisches
Wechselfeld gezeigt werden. Die Beschleunigung lag hierbei um das Doppelte bis Dreifache

der normalen Freisetzungsrate.
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3.2 Polymercoating von CORM@IONP

Im vorherigen Kapitel wurde die Verwendung eines neuen Konzeptes zur kontrollierten
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung vorgestellt. Das CORM wurde auf der Oberflache eines
Eisenoxidnanopartikels immobilisiert und mit Hilfe eines magnetischem Wechselfeldes

erwarmt, wodurch eine Beschleunigung der Freisetzung beobachtet werden konnte.!**”!

Die Anregung oder Beschleunigung einer Kohlenstoffmonoxidfreisetzung eines stabilen
CORMs ist das Ziel dieser Arbeit. Es konnte bisher gezeigt werden, dass das Konzept der
magnetfeldinduzierten Kohlenstoffmonoxidfreisetzung funktioniert hat. Eine Verlangerung
der Halbwertszeiten sowie eine verbesserte Loslichkeit der Nanopartikel bei

Raumtemperatur sollte erreicht werden.

(0]
D/L-dihydroxy- 0
phenylalanine, OH
RO o NH,

IONP (maghemite) DOPA@IONP 2
[RUC|2 CO 3]2
[RUC|2 CO Jal, Polymer,
H,0
OW?
HoN-y | 0 CO =
O 1" \
C|/R|”‘co
CO

CORM@IONP 7

Poly= Poly@CORM®@IONP 8@7
polyethylene glycol (PEG -4k, -10k), 8a-4, 8a-10,
poly(diallyl dimethyl ammonium chloride) (PDADMAC) 8b,

and Dextran (Dextran-100k, -500k) 8¢-100, 8¢-500
alginate

sodium alginate,
CaCl,, H,O

alginate@8c-500@7

Abb. 27: Darstellung der Synthese von Polymer ummantelten Nanopartikeln.
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Das CORM®@IONP (7) System besitzt eine geringe Wasserloslichkeit sowie eine relativ
schnelle Kohlenstoffmonoxidfreisetzung in Anwesenheit des Him-Proteins Myoglobin. Diese
Eigenschaften limitieren jedoch die Anwendung des Systems flir medizinische Zwecke. Eine
Erhohung der Loslichkeit und wassrigen Medium sowie der Stabilitat soll durch Verwendung
eines Polymercoatings der CORM@IONP Dispersion erreicht werden und wurde in

Zusammenarbeit mit WINKLER untersucht.[%®!

Die Maghemit Nanopartikel und deren Dopamin funktionalisierte Variante wurden nach der
bekannten  Prozedur synthetisiert. Die Darstellung des CORM-3 analogen
Rutheniumcarbonyls und Polymercoatings wurde in einer simplen Synthese durch Mixen
aller Komponenten in wadssriger Losung durchgefiihrt. Nach der Sedimentation des
Komposits mit Aceton und Waschen mit Aceton wurde das getrocknete Material mit Hilfe
von IR-Spektroskopie untersucht. Es zeigte sich, dass eine Umsetzung im wassrigen zu dem
gleichen CORM@IONP 7 flhrte. Die Umsetzung mit den verschiedenen Polymeren war

jedoch in wassriger Losung notwendig, da nicht alle Polymere in Methanol |6slich waren.

— 1
] —2
1.2 —7
] 8¢-500@7
1.0
| “]r N\
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@® J
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Abb. 28: Darstellung der IR-Spektren in KBr von; IONP (1) (blau), DOPA@IONP (2) (rot), CORM@IONP
(7) (schwarz) und Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7) (griin).

Die Carbonyl Streckschwingungen des Ru(CO)s-Fragmentes in (4) wurden bei 1992 und
2063 cm™ beobachtet (Abb. 28). Diese stimmen mit den Schwingungsfrequenzen von der

Modellverbindung 5 und CORM-3 unter basischen Bedingen iiberein.™?%
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Abb. 29: Darstellung der molekularen Tricarbonyl-chloridophenylalaninato-ruthenium(ll)

Modellverbindung 5.

Es konnten fiir das Coating der CORM®@IONP (7) Partikel die Polymere Poly-Ethylen-Glycol
(PEG-4K, -10K), Poly-Di-Allyl-Di-Methyl-Ammonium-Chlorid (PolyDADMAC) und Dextran
(Dextran-100K, -500K) verwenden werden. Diese Polymere kénnen Wassermolekiile von den
Partikeln abschirmen, die Diffusion erschweren oder auch die Verweildauer von
Wassermolekiilen durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen erhéhen. Sie

erhéhen dadurch auch die Loslichkeit der funktionalisierten Nanopartikel.“wl

Die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung dieser Stoffe wurde mit Hilfe des Myoglobin-Assays
untersucht. Es wurde eine einfache pseudo erste Ordnung Kinetik wie bereits zuvor
angenommen. Diese Messungen wurden ohne magnetisches Wechselfeld bei 37 °C in MOPS-
Puffer durchgefiihrt. Die Auswertung der Kinetik erfolgte anhand der Absorptionsbanden bei

541, 556 und 578 nm.

35+
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Abb. 30: Darstellung der Halbwertszeiten von CORM@IONP (4) und den verschiedenen

Verbindungen mit Polymerhiille bei 37 °C.

Die beobachteten Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei 37 °C ergaben fiir

CORM@IONP (7) 9 (1) min und fir Poly@CORM®@IONP mit PEG 4K (8a-4@7) 11 (1) min,
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PEG 10K (8a-10@7) 11 (1) min, PolyDADMAC (8b@7) 11 (0) min, Dextran 100K (8¢c-100@7)
17 (1) und Dextran 500K (8c-500@7) 32 (2) min. Wie in Abb. 30 beobachtet werden kann,
zeigt die Ummantelung mit Dextran 500K eine besonders lange Halbwertszeit. Diese
Erhohung ist moglicherweise auf das grolle Gewicht des Polymers sowie den lange Ketten

mit der Moglichkeit zur Verzweigung geschuldet.[m]

Die Menge an Ruthenium auf den Dextran500K@CORM@IONP (8¢-500@7) wurde Uber eine
Dreifachbestimmung mit Hilfe der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) untersucht. Durch
Verwendung von Lanthan als Signalverstirker konnte ein Anteil von 0.3 % in
Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7) gefunden werden. Die Probe wurde zuvor dreimal
mit Konigswasser bis zur trockene ausgekocht und dann leicht salzsauer wieder
aufgenommen. Da die Signalintensitat fir Ruthenium sehr schwach im Vergleich zu anderen
Elementen ist, muss die Probe recht stark konzentriert sein. So wurden 50 mg
Dextran500K@CORM@IONP (8¢c-500@7) in 50 mL 3.7 % Salzsaure mit 10 % Lanthanstandart

(1g/L) versetzt und in der AAS vermessen.

——IONP (1)
—— DOPA@IONP (2)
359 —— Dextran500k@CORM@IONP (8¢-500@7)

30
254
20~

151

number (%)
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Abb. 31: Darstellung der GroRRenverteilung des hydrodynamischen Radius von IONP (1) (schwarz),
DOPA®@IONP (2) (rot) und Dextran500K@CORM@IONP (8¢c-500@7) (blau) in Wasser.

Zur Bestimmung der PartikelgréBen wurde von den IONP (1), DOPA@IONP (2) und
Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7) Partikeln eine Losung in einer Konzentration von
1 mg/mL angefertigt. Diese wurden mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung vermessen und

die hydrodynamischen Durchmesser bestimmt (Abb. 31). Die IONP (1) zeigten eine
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Verteilung von 10-30 nm mit einer durchschnittlichen GréBe von 12 (4)nm
(Standartabweichung o). Fiir die funktionalisierten DOPA@IONP (2) konnte eine breitere
Verteilung von 10-50 nm mit einer durchschnittlichen GréRe von 14 (4) nm entsprechend
der modifizierten Oberflaiche und dem vergréRRerten hydrodynamischen Radius gemessen
werden. Durch die Polymerhiille der Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7) Partikel
wurde eine wesentlich weitere Verteilung von 60-140 nm gemessen mit einer
durchschnittlichen GroRRe von 85 (15) nm. Der extrem vergroRerte hydrodynamische Radius
ist einer Ansammlung von mehreren CORM@IONP (7) innerhalb eines Polymerstranges zu
verschulden. Auch eine Messung bei starker Verdinnung fihrte nicht zu kleineren

Durchmessern.

particles
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Abb. 32: TEM Bilder von 8c-500@7 zeigen Ansammlungen von agglomerierten CORM@IONPs (7).
Auch in hoher Verdiinnung der Polymer gecoateten Nanopartikel konnte keine feinere Verteilung auf
dem Grid erlangt werden. Die ist ein Indiz fir den Zusammenhalt der Partikel durch das Polymer. Das
umgebende Polymer kann aufgrund der Gerateauflésung und des geringeren Kontrastes von

Kohlenstoff gegenliber der Nanopartikel nicht gesehen werden.
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High-angle annular dark field scanning transmission microscope (HAADF-STEM) Messungen
ergeben den gleichen Durchmesser des 8c¢c-500@7 Kompositmaterial wie die DLS
Messungen. Auch in hoher Verdiinnung der polymerummantelten Nanopartikel konnte
keine feinere Verteilung auf dem Grid erlangt werden. Die ist ein Indiz fur den
Zusammenhalt der Partikel durch das Polymer. Das umgebende Polymer kann aufgrund der
Gerateauflosung und des geringeren Kontrastes von Kohlenstoff gegenliber der Nanopartikel
nicht gesehen werden. Hierbei haben die CORM@IONP (7) eine Verteilung von 5-12 nm, mit
einem Durchschnitt von 9£1 nm. Dies stimmt mit den Messungen des Bulkmaterial (Abb. 33)
811 nm Uberein. Der Durchmesser der TEM-Aufnahmen ist erwartungsgemal$ aufgrund des
hydrodynamischen Durchmessers etwas kleiner als von Messungen der dynamischen

Lichtstreuung.

50 nmht_'

: . . H[_"T'
4 6 8 10 12

size / nm

14

Abb. 33: TEM Bilder von Maghemitnanopartikel (1) bei verschiedenen VergroRerungen. 150 Partikel
wurden ausgemessen mit einer GroRenverteilung von 8+1 nm (Standartabweichung o) im Bereich

von 5-12 nm.
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3.2.1 Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von Dextran500K@CORM@IONP

Es wurde eine temperaturabhangige Messung der Dextran500K@CORM@IONP (8¢-500@7)
durchgefiihrt, als auch eine Vermessung der Partikel im magnetischen Wechselfeld. Die
Halbwertszeiten dieser Partikel zeigen ein interessantes Verhalten (Abb. 34). Aus vorherigen
Studien konnte eine Halbwertszeit von 13+2 min fir CORM®@IONP (4) bei 25 °C bestimmt

127} purch die Verwendung einer Polymerhiille konnten die Halbwertszeiten fur

werden.
Dextran500K@CORM®@IONP (8¢c-500@7) auf 58+9 min bei 20 °C, 32+2 min bei 37 °C und auf
9+2 min erh6ht werden. Die Verwendung eines magnetischen Wechselfeldes (31.7 kAm™,
247 kHz, 25 °C, 1.7 mTesla) sollte die Halbwertszeit der Freisetzung deutlich verringern, da
die Partikel durch dieses erwarmt werden. Es konnte eine sechsfache Beschleunigung der
Freisetzung im Vergleich zur 20°C Messung erreicht werden. Die Halbwertszeit mit

angelegtem magnetischem Wechselfeld betrug 8+1 min bei 20 °C im Vergleich zu 58+9 min

bei ausgeschaltetem Wechselfeld und gleicher Temperatur.
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E 40
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T 201
0 T l// : T T y L
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temperature / °C

Abb. 34: Graphische Darstellung der Halbwertszeiten von Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7)

bei verschiedenen Temperaturen und angelegtem magnetischem Wechselfeld.

Die Aufnahme und Auswertung des Myoglobin-Assays war schwierig. Die starke UV/VIS
Absorption der dunklen Eisenoxidnanopartikel in Losung erschwerten die Bedingungen (Abb.
35). Eine stabile Dispersion der Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7) Nanopartikel in
wassriger Losung ist Vorrausetzung fiir eine angestrebte medizinische Verwendung. Nun
fihrte jedoch die dunkle Farbung der Dispersion zu einer Maskierung der
Absorptionsveranderungen im Myoglobin-Assay, wodurch die Zu- und Abnahme der

Absorptionsbanden nicht genligend aufgeldst werden konnte.
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Abb. 35: Darstellung der Eigenabsorption von DOPA@IONP (2) bei verschiedenen Konzentrationen in

wassriger Losung.

Example for sedimentation of Dextran500K@CORM@IONP
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Abb. 36: Darstellung des Beispiels einer Sedimentation von Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7)

Partikeln wahrend der Aufnahme der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung in einem Myoglobin-Assay.

Aufgrund der hohen Eigenabsorption der Eisenoxid Nanopartikel wurden die Messungen in
sehr niedrigen Konzentrationen durchgefiihrt. Das vorgestellte System ist zwar sehr gut
[6slich in wassrigen Medien, jedoch wurde auch hier eine leichte Sedimentation beobachtet.
Wie in Abb. 36 gezeigt, fiihren schon kleinste Anderungen der Konzentration zu groRen
Verschiebungen in den Absorptionen. Eine akzeptable Hintergrundkorrektur der Messungen
konnte durch Verwendung von sehr niedrigen Konzentrationen erreicht werden. Die
Ergebnisse der Messungen sind nicht zufriedenstellend (Abb. 37, Abb. 38 und Abb. 39),

konnten aber dennoch ausgewertet werden.
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Abb. 37: Darstellung der durchschnittlichen Halbwertszeit von Dextran500K@CORM@IONP (8c-

500@7) t1/; = 7 (2) min mit Wechselfeld 1/3 bei 20 °C.
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Abb. 38: Darstellung der durchschnittlichen Halbwertszeit von Dextran500K@CORM@IONP (8c-

500@7) t1/; = 8 (1) min mit Wechselfeld 2/3 bei 20 °C.
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Abb. 39: Darstellung der durchschnittlichen Halbwertszeit von Dextran500K@CORM@IONP (8c-

500@7) t1> = 9 (1) min mit Wechselfeld 3/3 bei 20 °C.

Es wurde versucht, die Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7) Partikel vom Myoglobin-

Assay zu separieren, um zeitaufgeldste Studien durchfiihren zu kénnen. Einige Methoden zur

Separation der Myoglobin-Losung von dem Freisetzungsmedium wurden bereits in der
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(131 MotTeRUINI présentierte einen Versuchsaufbau, in dem die zwei

Literatur beschrieben.
Losungen in separaten Kammern gelagert wurden, welche durch eine fir
Kohlenstoffmonoxid permeable Membran verbunden waren. Die sogenannte AnaporeT'\’I
Membran ist jedoch sehr teuer und das gesamte System ist nur schwer temperierbar.
Zeitaufgeloste Spektren sind mit dieser Methode nur realisierbar, wenn in regelmaRigen
Abstanden Proben aus der Losung genommen werden und in eine Klivette Uberflhrt

werden. 3%
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3.2.2 Kohlenstoffmonoxidfreisetzung mit Hilfe der Alginat-Methode

Um einen besseren Messaufbau zu gewdhrleisten, sollte die Diffusion des
Kohlenstoffmonoxides durch die Gasphase bei der Freisetzung verhindert werden. Es sollte
ebenfalls ein System sein, welches in einer normalen UV/VIS Kiivette benutzt werden kann
und temperierbar ist. Die Entwicklung einer glinstigeren, einfacheren Methode, welche aber
dennoch die beiden Reaktionsphasen in einer temperierbaren Kiivette vereint, sollte
realisiert werden. Die Auflosung der UV/VIS Messungen sollten ebenfalls nur von der
Aufnahmegeschwindigkeit des Spektrometers begrenzt sein und nicht durch den Aufbau

oder Unterbrechungen wahrend der Messung.

Die Einkapselung des Freisetzungsmediums in ein Polymer erschien eine mogliche Variante
zu sein. Es wurden verschiedene Methoden untersucht, um die Dextran500K@CORM@IONP
(8¢c-500@7) Partikel einzulagern. Der Versuch, das Material in Silicagele einzulagern, wurde
verworfen, da die Gelierung von Triethylorthosilicat durch Saure oder Base induziert wird.
Der Prozess ist bei geringen Konzentrationen (>0.1 mol/L) sehr langsam (<7 Tage), und bei
hohen Konzentrationen (<5 mol/L) relativ schnell (wenige Stunden). Hohe Konzentrationen
an Sdure kénnen jedoch die Partikel auflosen und das CORM an der Oberflache zerstoren.
Auch konnen hohe Konzentrationen an Base eine Kohlenstoffmonoxidfreisetzung einleiten

und das Material somit unbrauchbar machen.

Als mogliche biologisch vertretbare Losung wurde Agar als Polymer untersucht. Die
Einbettung der Nanopartikel war moglich durch simples Mischen der Losungen. Der
Gelprozess wird jedoch durch Erhitzen der Losung initiiert. Eine solche Erwdarmung ist fir ein
thermosensibles Material wie die Dextran500K@CORM@IONP (8¢-500@7) nicht sinnvoll

und wurde daher auch verworfen.

Natriumalginat ist ein anionisches Polysacharid, welches weitverbreitet in den Zellwanden
von Braunalgen zu finden ist. Das lineare Copolymer ist 1,4-glycosidisch in wechselndem
Verhiltnis zu seinen Ketten verbunden (Abb. 40). Eine supramolekulare Quervernetzung der
Carboxylgruppen durch Coulombwechselwirkungen kann mit Hilfe von Ca®"-lonen gebildet
werden.!3313 5o kénnen durch Tropfen einer Mischung aus Dextran500K@CORM@IONP
(8¢c-500@7) und Natriumalginat in eine Calciumchlorid-Losung kleine Kigelchen geformt

werden, die durch die Einlagerung von Calciumionen aushérten.
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@)

Abb. 40: Schematische Darstellung von Alginsdure aus den Monomeren B-D-Mannuronate (m) and a-

L-Guluronate (n).

Das Calcium-Alginat-Netzwerk bildet eine Membran, die kleinen Molekilen erlaubt, durch
sie hindurch zu diffundieren, halt jedoch die Nanopartikel zurtick. Somit konnte ein ,Kafig”
fiir die Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7) hergestellt werden. Diese Methode ist sehr
simpel und bendétigt keinerlei Warme, welche ein Problem fir thermosensitive CORMs
darstellt. Alginat ist nicht toxisch und wird fir medizinische Anwendungen bereits

(136,137 <owie in

verwendet.* Die Zelleinkapselung wird fiir biomedizinische Anwendungen
der Molekularkiiche verwendet.'*#***! Des Weiteren sind auch Einlagerungen von Metall-

organischen-Netzwerken (MOFs) in der Literatur bekannt.['4%!

Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus Dextran500K@CORM@IONP (8c-
500@7) mit Alginat sehr gut funktioniert. Die Alginatkigelchen konnten durch Eintropfen
einer Mischung aus Dextran500K@CORM@IONP (8c-500@7), Natriumalginat und

deionisiertem Wasser in eine Calciumchlorid Losung geformt werden.
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Abb. 41: Losung von (a) 8c-500@7 in Wasser, (b) Losung aus Natriumalginat in Wasser mit a in
Wasser, (c) zugetropfte Losung b in eine Calciumchlorid-Losung zur Ausbildung der

Alginatkugelchen (9).

Die Einlagerung von Nanopartikeln in eine Alginathille erwies sich ebenfalls mit weiteren
Wasserldslichen Nanopartikeln als erfolgreich. So konnten Kiigelchen mit Maghemit-, DOPA-

funktionalisierten Maghemit- und Gold-Nanopartikel hergestellt werden.

Abb. 42: Verhalten von Alginatkiigelchen (9) mit Dextran500K@CORM@IONP (8¢c-500) (oben) und
Maghemitnanopartikel (unten) auf verschiedene Magnetfelder. (a) kein Magnet, (b) runder Magnet,

(c) Barrenmagnet unter dem GefaR.

47



3 Ergebnisse

48



3 Ergebnisse

Die Alginatkugeln sind im Durchschnitt 1-2 mm groB und beinhalten ungefahr 0.06 mg
Dextran500K@CORM@IONP (8c-500) pro Kugel mit der beschriebenen Synthese. Das
Volumen dieser Kugeln betragt ungefahr 10 uL, was einem Tropfen aus einer Braun 0.60 x 80
mm BL/LB Kanile entspricht. Die hergestellten Kugeln kénnen mit einem
Permanentmagneten sedimentiert werden. Sie wurden mit d.d. Wasser gewaschen und in
3-(N-Morpholin)propansulfonsaure (MOPS-Puffer) flir maximal 6 h gelagert. Die Kugeln
konnen leicht in eine UV-Kilvette lberfiihrt werden und mit einem Permanentmagneten am
Boden der Kiivette gehalten werden. Der Magnet verhindert somit eine Storung des
Strahlenganges (Abb. 43) durch die stark absorbierenden Kugeln. Es kénnen aufgrund der
GroRe der Kugeln maximal 15 Stiick im unteren Teil der Kiivette, mit einem Querschnitt von

5 x 10 mm, gelagert werden.

Abb. 43: a-b) Temperierbare Kiivette mit 15 Alginat@8c-500@7 Kugeln (9) in einer gelblichen
Myoglobinlésung vor einer Kohlenstoffmonoxidfreisetzung. In dem linken Bild liegen die Kugeln
teilweise hintereinander auf dem Boden der Kivette. Im mittleren Bild sind fast alle Kugeln in der
Kuvette verteilt und Gberlagern sich (bis auf zwei am Boden) nicht. c¢) UV/Vis-Kiivette mit der
gleichen Konzentration an 8c-500@7 gelost in der Myoglobinlosung. Es kann eine deutliche

Entfarbung der Losung im Vergleich zu a) und b) beobachtet werden.

Das IR-Spektrum von 8c-500@7 stimmt mit den IR-Banden von CORM-3 und der
Modellverbindung 5 bei 2139, 2064 und 1994 cm™ (iberein. Die CO-Absorptionsbanden der
Alginat@Dextran500K@CORM@IONP (9) Kugeln erscheinen sehr schwach im Spektrum. Der
hohe Anteil an Dextran und Alginat dominiert im IR-Spektrum und ldsst die Absorptionen der

funktionalisierten Partikel sehr gering erscheinen.
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Abb. 44: a) Darstellung einer Verdnderung der UV/Vis-Absorptionen im Myoglobin-Assay von
Alginat@Dextran500K@CORM®@IONP (9) Kugeln mit angelegtem AC-Feld bei 50 °C. Eine Auftragung
der Absorptionen (541, 556 und 578 nm mit Pfeilen gekennzeichnet) gegen die Zeit zeigt den
kinetischen  Verlauf der  Kohlenstoffmonoxidfreisetzung. b) Durch  Anlegen einer
Exponentialfunktionskurve an den Verlauf kann die Halbwertszeit der Freisetzung bestimmt werden.
Ohne die Separation der dunklen Nanopartikel und der Myoglobinlésung durch die Alginatkiigelchen
ist der Verlauf der UV/Vis-Absorptionen schwerer zu erkennen. Es misste in deutlich geringer

konzentrierter Losung gemessen werden, die zu schlechteren Qualitdten der Messungen flhren.

Die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung wurde fiir das Alginat@Dextran500K@CORM@IONP (9)
Kompositmaterial mit Hilfe des Myoglobin-Assays in einer temperierbaren Kivette
durchgefiihrt. Die Messungen wurden mit und ohne AC-Feld, reproduzierbar dreimal
durchgefiihrt (s. Anhang 1 bis Anhang 6). Die bestimmten Halbwertszeiten ergaben
890170 min fir 20 °C, 172427 min fir 37 °C und 457 min fiir 50 °C ohne magnetisches
Wechselfeld. Die Reduzierung der Halbwertszeiten durch magnetisches Heizen der IONP im
magnetischen Wechselfeld zeigt sich bei geringeren Temperaturen starker als bei hheren.
Das Wechselfeld fihrte zu 155+18 min bei 20 °C, 65+5 min bei 37 °C und 30+3 min bei 50 °C.
Diese  Ergebnisse zeigen unwiderruflich die Maoglichkeit der beschleunigten
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung mit Hilfe eines magnetischen Wechselfeldes, sowie die
Moglichkeit, das reaktive CORM-3 System effektiv in eine Wasserlosliche Polymerhiille

einzulagern.

Die Halbwertszeiten von CORM-3 wurden bereits unter verschiedenen Bedingungen
untersucht. Dabei wurden Temperatur und Pufferlosung variiert, um die Einfliisse dieser
Medien zu untersuchen. MOTTERLINI beschrieb eine Halbwertszeit von 3.6 min in Blutplasma
bei 37 °C und weniger als 1 min in Anwesenheit von Myoglobin (Tab. 3).[132] Es wurde fir

diese Messung ein Zwei-Kammer-System verwendet, welches den freisetzenden Stoff vom
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Myoglobin trennt. MCLEAN et al. zeigte die Abhangigkeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung

von CORM-2 und CORM-3 zu Myoglobin und des als Reduktionsmittels eingesetzten

¢ [121]

Natriumdithioni Erstaunlicherweise wurde die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung des

CORM-3 mit steigender Natriumdithionit Konzentration erhoht. SANTOS-SILvVA et al. Folgerte,
dass die Wechselwirkungen von CORM-3 mit Proteinen in dem Verlust eines Chloridion, eins
CO-Liganden und des Glycinat-Restes resultieren. Diese Annahme stitze er auf die Bildung

eines stabilen Ru(CO),-Adduktes mit dem Protein welches als Kristallstruktur isoliert werden

konnte.[*?4

Tab. 3: Halbwertszeiten von CORM-3 in verschiedenen Losungen und Temperaturen; a) d. Wasser:
destilliertes Wasser, PBS: ,Phosphate Buffered Saline” Phosphatgepufferte Salzlésung, KHB: Krebs
Henseleit Puffer, DMEM: ,Dulbecco Modified Eagle Medium*“ Nahrmedium fir Zellkulturen, Plasma:
von gesunden Probanden entnommen (s. Lit.:"*®); b) Celsior Losung fiir die Organlagerung ***'; c) KPI

[121]

Puffer: Kaliumphosphatpuffer.

Losung Temperatur / °C Halbwertszeit von CORM-3 / [min]
d. H,0° 37 5900

Salinea® 37 638.4

PBS*® 37 204

KHB® 37 10.8

DMEM?® 37 10.2

Plasma® 37 3.6

Celsior solution® 4 120

KP1 Buffer® 30 (4)bestimmt

Dies fiihrt nun zu weiteren méglichen Uberlegungen, die eine Erklarung fiir die gemessenen
Halbwertszeiten liefern kann und den Unterschied zwischen 8¢-500@7 und dem Komposit
Alginat@Dextran500K@CORM@IONP (9) erklart. Wahrend die Erhohung der Halbwertszeit
von CORM@IONP (4) (941 min bei 37 °C) im Vergleich zur Verbindung (8¢-500) (6515 min bei
37 °C) mit Hilfe der Abschirmung des Myoglobins und des Natriumdithionit erklart werden
kann, ist einer Erklarung fir die weitere Erhéhung von Verbindung

Alginat@Dextran500K@CORM®@IONP (9) (172+27 min bei 37 °C) nicht so offensichtlich. Eine
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mogliche Erklarung kdénnte eine zusatzliche Diffusionsbarriere fir das Kohlenstoffmonoxid
aus den Kugeln, oder fir das Myoglobin und das Natriumdithionit in die Alginatkugeln. Um
die Rolle der Alginathille und ihren Einfluss in die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung

aufzuklaren, wurden weitere Experimente durchgefiihrt (Tab. 4).

Tab. 4: Gemessene Halbwertszeiten fiir die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im Myoglobin-Assay

verschiedener Kompositmaterialien bei 37 °C.

Kompositmaterial® Halbwertszeit (t1/2) / [min]
CORM@IONP (3)° 9+1

8¢-500@7 65 £5

(9) (~2 mm Kugeln)* 172 +27

(9) (~*1 mm Kugeln)d 100 +20
Alginat@CORM-3 (10) (d.d. Wasser innen)® 106+30

Alginat@CORM-3 (10) (Puffer innen)f 28 +8

Alginat@CORM-3 (10) (Na,S,04 innen)® <~1h

®Um die Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zu bestimmen wurden die
Kompositmaterialien in Myoglobin-Ldsung mit MOPS-Puffer und Na,S,0,. "Wert wurde aus Literatur
iibernommen.™” ‘Alginatkugeln (@=2 mm) beinhalten MOPS-Puffer. “Alginatkugeln (@=1 mm)
beinhalten MOPS-Puffer. © Alginatkugeln (@#=2 mm) beinhalten d.d. Wasser. ‘Alginatkugeln (@#=2 mm)
beinhalten MOPS-Puffer. & Alginatkugeln (@#=2 mm) beinhalten die gleiche Konzentration an Na,S,0,
wie die umgebende Myoglobin/MOPS-Puffer/Na,S,0,  Losung. "Geschatzt, da die
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zu schnell fir eine Messung verlief. Bevor die Alginatkugeln nach der
Herstellung in die Kiivette Giberfihrt werden konnten, war der grote Teil des Kohlenstoffmonoxides

schon freigesetzt worden.

Als Vergleich wurden Alginat@CORM-3 (10) Kugeln sowohl mit d.d. Wasser als auch mit
MOPS-Puffer in den Kugeln hergestellt. Dies sollte einen Effekt zwischen CORM-3 sowohl in
d.d. Wasser als auch in Puffer-Losung zeigen. Beide Systeme besitzen eine gleich groRe
Alginathille. Die Halbwertszeiten fiir die aus d.d. Wasser und CORM-3 hergestellten Kugeln
lagen bei 106+30 min bei 37 °C.
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Abb. 45: Durchschnittliche Halbwertszeit von Alginat@CORM-3 (10) Kugeln t;/; = 106£30 min bei
37 °Caus d.d. Wasser.

Die gleichen Alginat@CORM-3 (10) Kugeln mit MOPS-Puffer hergestellt besitzen eine
verringerte Halbwertszeit von 288 min bei 37 °C. Der Trend einer verlangsamten
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung wurde von MOTTERLINI beschrieben als eine drastische
Erhéhung der Halbwertszeit von CORM-3 in destilliertem Wasser. Diese erhdhte sich auf
98 h im Vergleich zu gepufferten Losungen (20 min) beobachtet werden konnte (Tab. 3). Das
beschriebene System zeigt ein dhnliches Verhalten wie die Zwei-Kammer-Methode von

MoTTerLin 2%
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Abb. 46: Durchschnittliche Halbwertszeit von Alginat@CORM-3 (10) Kugeln t;, = 28+8 min bei 37 °C
aus MOPS-Puffer.

Die Ergebnisse mit und ohne MOPS-Puffer lassen nicht auf einen signifikanten Effekt der
Kohlenstoffmonoxiddiffusion schlief3en. Es ist jedoch offensichtlich, dass die Alginathiille die
Diffusion des Puffers innerhalb der Kugeln verlangsamt. Die Halbwertszeit von 2818 min bei
37 °C mit MOPS-Puffer im Vergleich zu 1 min fir CORM-3 in Anwesenheit von Myoglobin

konnte gleichbedeutend mit der Abschirmung von CORM-3 zum Myoglobin sein. Aufgrund
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der GroBe von Myoglobin (ca. 17000 da) wird eine Diffusion in die Alginatkugeln

ausgeschlossen.
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Abb. 47: Durchschnittliche Halbwertszeit von Alginat@Dextran500K@CORM®@IONP (9) in kleineren
Kugeln t;/, = 10020 min at 37 °C.

Es konnte ein weiterer Effekt mit der GroRe der Alginatkugeln beobachtet werden. Durch die
Verwendung von kleineren Alginat@Dextran500K@CORM®@IONP (9) Kugeln verringerte sich
die Halbwertszeit auf 100+20 min bei 37 °C. Dieser Effekt korreliert moglicherweise mit der
zunehmenden Oberflache der Kugeln bei kleinerem Durchmesser und der daraus besseren
Wechselwirkung mit dem Myoglobin. Die Halbwertszeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung
von Alginat@Dextran500K@CORM@IONP (9) mit der beschriebenen KugelgroRe ist
wiederum groRer (172427 min bei 37 °C), da eine zusatzliche Abschirmung der Dextran-

Polymerhiille den CORM-3 analogen Kern gegeniiber dem Myoglobin abschirmt.

Es ist offensichtlich, dass das Losungsmedium und verschiedene Komponenten innerhalb der
Kugeln genutzt werden kdnnen, um die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung der CORMs zu

beeinflussen.
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Abb. 48: Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von

Alginat@Dextran500K@CORM®@IONP (9) Kugeln mit und ohne magnetischem Wechselfeld bei

verschiedenen Temperaturen.

Um die Temperatur auf der Oberflaiche der Partikel zu bestimmen, die durch das
Wechselfeld erreicht wird, wurde eine Auftragung von In(ti;) gegen die Temperatur
verwendet wurde (Abb. 49). Unter der Annahme, dass in einem idealem System die
Halbwertszeiten ausschlief3lich ein Funktion der Temperatur sind, wirden die Nanopartikel
eine Oberflachentemperatur von 37, 46 und 54 °C im Vergleich zu den 20, 37 und 50 °C
Messungen ohne Wechselfeld haben. Eine Bestimmung der Aktivierungsenergie mit Hilfe

einer Arheniusauftragung von In(In(2)/ty/,) gegen 1/T ergab 78 kJ/mol (Abb. 49).

* ACoff = ACoff
71 e ACon -4
6 5.
- . ]
£ 57 - £ 5
= E,=78 kJ/mol
4 >
\ _7 |
\—»
3 v v v . ] , ‘
15 20 25 30 35 40 45 50 655 60 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034
a) temperature / °C b) 1/ T [1/K]

Abb. 49: a) Auftragung von In(t;/;) gegen die Temperatur bei ein und ausgeschaltetem Wechselfeld
zur Bestimmung der mit dem magnetischem Heizen erreichten Temperatur auf der
Nanopartikeloberfliche. Die geschieht unter der Annahme einer direkten Beziehung der
Halbwertszeit und Temperatur. b) Arrhenius Auftragung von Ink = In(In2)/In(ty,) gegen 1/Tkewin ZUr

Bestimmung der Aktivierungsenergie aus der Steigung (—EA/R, R = 8.314 J mol™ K™).
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Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Halbwertszeit und Loslichkeit von
CORM@IONP mit t1/; = 13 min (20 °C) gesteigert werden konnte. Des Weiteren wurde eine
neue Methode zur Messung von stark absorbierenden Stoffen mit Hilfe des Myoglobin-

Assays vorgestellt.

Zuerst wurde das CORM@IONP von einem Wasserloslichen Polymer ummantelt. Das
Dextran zeigte mit einer molaren Masse von 500 g/mol die beste Loslichkeit im Vergleich zu
Dextran (100 g/mol) oder PolyDADMAC. Die stark erhohte Halbwertszeit von 58+9 min bei
20 °C erschlieRt sich aus der Abschirmung der CORM-3 analogen Verbindung gegeniiber dem
Protein. Das nun Wasserl6sliche, aber stark UV/VIS absorbierende Dextran@CORM@IONP
Kompositmaterial wurde weiter durch Alginat ummantelt und konnte somit ohne stérende

Eigenabsorption im Myoglobin-Assay vermessen werden.

Die bestimmten Halbwertszeiten der Alginat@Dextran500K@CORM®@IONP  (9)
Kompositmaterialien unterstiitzen die Machbarkeitsstudie fir die Magnetfeld
unterstitzende  Kohlenstoffmonoxidfreisetzung. Es konnten neue Wege der
Oberflachenmodifizierung, einer Verzégerung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung sowie eine

neu Methode zur Vermessung von stark absorbierenden Stoffen gezeigt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von CORM@IONP in dem
Alginat@Dextran500K@CORM@IONP (9) Kompositmaterial durch magnetisches Heizen in
einem Wechselfeld (31.7 kAm™, 247 kHz, 39.9 mTesla) um den Faktor 2.6 bei 37°C
beschleunigt werden konnte. Insgesamt konnte eine Beschleunigung von 5.7 bei 20 °C, 2.6

bei 37 °C und 1.5 bei 50 °C erreicht werden.

Die Moglichkeit, stark absorbierende Stoffe, mit Hilfe des gut untersuchten Myoglobin-
Assays zu vermessen, bietet einen groRBen Vorteil gegenliber anderen bekannten Methoden.
Diese Methode ist nicht nur fiir temperatursensible CORMs zu verwenden, sondern bietet

auch die Moglichkeit, photolabile CORMs zu vermessen.
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3.3 Oxim basierte CORMs

Das in Kapitel 3.1 vorgestellte Freisetzungsmodell basiert auf CORM-3 und hat
dementsprechend eine relativ schnelle Kohlenstoffmonoxid Freisetzung mit geringen
Halbwertszeiten. Auch wenn die Freisetzung von Kohlenstoffmonoxid lber eine Einbettung
in ein Polymer (s. Kapitel 3.2) zu langeren Halbwertszeiten verschoben werden kann, ist ein

Molekil mit Iangeren Halbwertszeiten und einer besseren Loslichkeit zu bevorzugen.

ORESMAA beschrieb eine Syntheseroute zu neuartigen Oxim basierten CORMs. Diese zeigten

im Myoglobin-Assay eine deutlich langere Halbwertszeit als CORM-3.241

/7 \ cl HN_\\ Cl z: t1/0= 28 min
—N N N : t1,0= 60 min
R 7 X 'V, 12 .

1 z /,RluiCO / R:u;CO g: t;,p= 60 m!n

x. ¢ ¢ COOR ~ ¢ ~YCOOR : t1/0= 40 min

N° CO 2 N~ CO 2 e: tyo=40 min

CI)H (5H f: t1/2= 30 min
a:Ri:HR,: Et e: R,: Et
b: Ri:HR,:Me f: Ro: Me

c:Riy:Me R, : Et
d: Ry: Me R, : Me

Abb. 50: Schema der von ORESMAA hergestellten Oxim basierten CORMs mit Halbwertszeiten.

Die Halbwertszeiten wurden ohne Messtemperatur angegeben. Des Weiteren wurde ein
Phosphatpuffer verwendet, welcher aufgrund friherer Studien (s. 2.1.1.) nicht verwendet
werden konnte. Es wurden zwei Oxim basierte CORMs hergestellt und im Myoglobin-Assay

unter geeigneten Bedingungen vermessen.'*

I Die Versuche sollten zeigen, ob sich diese
neue Verbindungsklasse als langsamerer Releaser zur moglichen Tragerung auf Nanopartikel

eignet.
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3.3.1 Synthese und Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von Oxim basierten

CORMs

Zuerst sollten die beiden Oxim basierten CORMs a und b aus Abb. 50 hergestellt werden. Die
Reaktion des Imidazol-2-carboxaldehyde (11) zum entsprechenden Oxim (12) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von OReSMAA durchgefiihrt. Im Gegensatz zur beschriebenen
Reaktionszeit von 1 h und Umgebungstemperatur wurde der Versuch einen Tag bei 70 °C
gerihrt. Die Verldangerung der Reaktionszeit war notwendig, da unter den beschrieben
Bedingungen kein Produkt entstanden war. Nach der Aufreinigung konnte eine Ausbeute

von 41 % erzielt werden.

[\ [\

HN_ N NH,OH x 4 HCI . HN_ N
T T
0 )
OH
11 12 41 %

Abb. 51: Umsetzung von Imidazol-2-carboxaldehyde (11) zum Oxim (12).

Die beschriebene Untersuchung des Produktes mit Hilfe der ‘H-Spektroskopie in DMSO-dg
war nur schwer moglich, da diese Verbindung eine sehr geringe Loslichkeit aufwies. Anstelle
dessen wurde ein NaOD-D,0 Gemisch verwendet, welches durch Deprotonierung des
Produkts eine gute Loslichkeit in DO ermdoglichte. Dies fliihrte jedoch auch zu einer starken
Verinderung der Signallage im 'H-NMR-Spektrum. Mit Hilfe eines *H-NMR-Spektrum, in
NaOH-D,0 aufgenommen, und einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte die

Verbindung vollstandig charakterisiert werden.

Die Herstellung des Rutheniumdichlorotricarbonyldimers (3) wurde nach der Vorschrift von

% Es wurden Trirutheniumdodecacarbonyl, Ethanol und

MANTOVANI  durchgeflhr
Chloroform in einen Stahlautoklaven mit Glasinlett gegeben. Die Mischung wurde bei 5 bar
Stickstoffuberdruck fur 18 h bei 110 °C geriihrt. Das Produkt konnte anschlieBend bei -10 °C

analysenrein auskristallisiert werden.

Die Umsetzung des Rutheniumdichlorotricarbonyldimers (3) mit dem Imidazol-Oxim (12)

(36]

erfolgte in Anlehnung an die Veroffentlichung von ORESMAA. Die angegebenen
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Reaktionsbedingungen und Reaktionszeiten wurden verdandert, da bei den angegebenen
Bedingungen kein, oder nur sehr wenig Produkt entstanden war. So wurde anstatt bei
Umgebungstemperatur die Losung bei 30 °C geriihrt. Die Reaktionszeit wurde auf 5 Tage
verlangert. Dadurch konnten Ausbeuten von 31 % fiir das Methoxy-Derivat (13) und 45 % fiir
das Ethoxyderivat (14) erhalten werden. Die Ausbeuten liegen leicht unter den Angaben in

der Literatur.®”

HN /N///.Fil:l\\CO
MeOH . 4 'U'COOM
Y CO ©
_ |
=\ or
HNI/N +  [RuCIx(CO)3l; 13 31%
SN [\
\ )\ o
OH NV \co
EOH Ruy
|
OH
14 45%

Abb. 52: Reaktionsschema zur Herstellung von Oxim basierten CORMs zu den Produkten
Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) und Ru(lmidazol-2-Carbaldehydoxim-
(COOEt)(C0),CI (14).

Die Messung der Kohlenstoffmonoxid Freisetzung von Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim-
(COOEt)(C0O),Cl (14) und Ru(lmidazol-2-Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) wurde mit
Hilfe des Myoglobin-Assays durchgefiihrt. Zur Ermittlung der Halbwertszeiten bei
verschiedenen Temperaturen wurden Messungen bei 20, 37 und 50 °C durchgefiihrt. Die
Messungen wurden nicht wie von ORESMAA beschrieben durchgefiihrt, sondern verandert.
Anstelle von phosphatgepufferter Salzlosung mit einem pH-Wert von 6.8 wurde ein
3-(N-morpholino)propanesulfonsdure-Puffer verwendet. Diese Verdanderung soll in spateren
Messungen mit Maghemit-Nanopartikeln eine Agglomeration verhindern.*!! Der pH-Wert
wurde auf 7.4 erhoht, um ndher an den physiologischen Bedingungen des menschlichen

Bluts zu liegen. Alle Messungen wurden mindestens 3 Mal durchgefihrt.
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Die jeweiligen Verldufe (Abb. 53) flir das Methoxy- (13) und das Ethoxyderivat (14) kdnnen
im Anhang (Anhang 7 bis Anhang 12) fiir die entsprechenden Temperaturen eingesehen
werden. Wie auch bei vorherigen Messungen ist hier das Absorptionsmaximum des
Desoxymyoglobin bei 556 nm. Es verandert sich durch Koordination von Kohlenstoffmonoxid
an das Hamzentrum zu Carboxymyoglobin, welches seine Absorptionsmaxima bei 541 nm

und 578 nm hat.

0,08 4

® 556 nm
0'06_\ A 578 nm.
.,  a—w— "
0,04 4 ., P
e Ho
0,024 ey o oo
[ =
5 § oy 4
= <%
£ 5 -0,02- / A ——A—A—A—4A
] @ ] A
8 2 J J—
< < 004 a )
] A~
] A
0,06 o
-0,08 "A“‘
-05 T T T T 1 0,10 - T T T T T T T
500 520 540 560 580 600 0 20 40 60 80 100 120 140
Wellenlange [nm] Zeit [min]

Abb. 53: Absorption des Myoglobin-Assay mit Ru(lmidazol-2-Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13)
bei 37°C iber 150 Minuten.

Bei diesen Messungen wurde eine Normierung der Messgraphen bei 571 nm nach der
Methode von ATKIN vorgenommen.[m] In Abb. 53 ist exemplarisch der Verlauf eines
Myoglobin-Assays mit dem Ru(Imidazol-2-carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) dargestellt.
Die angelegten Regressionskurven konnten den Verlauf sehr gut beschreiben. Fir die
hergestellten Verbindungen 13 und 14 wurden jeweils Dreifachbestimmungen bei jeweils
20, 3 und 50 °C durchgefiihrt. Die berechneten Halbwertszeiten sind in Tab. 5 und Tab. 6

dargestellt.
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Tab. 5: Halbwertszeiten von Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) bei 20 °C,37 °C und

50 °C, die daraus resultierenden Mittelwerte und Standartabweichungen.

Temperatur [°C] t1/2 [min] @ t1/ [min] Standartabweichung [min]

216

20 200 220 23
246
20

37 20 21 2
23
6

50 5 5 1
5

Die Halbwertszeiten lassen auf eine leicht beschleunigte Kohlenstoffmonoxidfreisetzung des

(36]

Ethoxy-Derivats (14) schlieBen. Diese Beobachtung wurde von ORESMAA bereits

beschrieben. Es konnte auch eine kiirzere Halbwertszeit bei den 37°C-Messungen des
Methoxy-Derivates (13) im Vergleich zum Ethoxy-Derivat (14) festgestellt werden. Dieser

Trend konnte jedoch in weiteren Messungen nicht beobachtet werden.

Tab. 6: Halbwertszeiten von Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim(COOQEt)(CO),Cl (14) bei 20 °C,37 °C und

50 °C, die daraus resultierenden Mittelwerte und Standartabweichungen.

Temperatur [°C] t1/2 [min] @ t1> [min] Standartabweichung [°C]
230
20 215 226 9
232
16
37 15 15 1
15
6
50 6 6 1
6

Die fur Verbindung 14 und Verbindung 13 beschriebenen Halbwertszeiten von ORESMAA
lagen bei 60 Minuten (13) und bei 70 Minuten (14). Es wurden jedoch keine Angaben zur
Messtemperatur beschrieben. Die beschriebenen Halbwertszeiten passen, unter

Vernachlassigung des Einfluss des Puffers, zu den ermittelten Werten zwischen 20 und 37 °C.
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Dies lasst auf eine Messung bei leicht erhohter Raumtemperatur schlieRen, jedoch kann

Aufgrund des unterschiedlichen Messaufbaus keine eindeutige Aussage getroffen werden.

250 - 250 4
L]
200 200 -
g =
E 150 £, 150
P &
T T
@ 100+ @ 1004
2 2
= =}
© ©
T T
50 50
- -
0+— . : T ; . » 0+ : . : : : 5
20 25 30 35 40 45 50 20 25 30 35 40 45 50
Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abb. 54: Graphische Auftragung der Halbwertszeiten des CO-Release im Myoglobin-Assay von
Ru(lmidazol-2-Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) (links) und Ru(lmidazol-2-
Carbaldehydoxim(COOEt)(CO),Cl (14) (rechts).

Die bestimmten Halbwertszeiten fiir die Verbindung 13 und 14 zeigen die interessante
Moglichkeit  einer  langsameren  Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei  niedrigeren
Temperaturen. Das am genausten untersuchte CORM-3 besitzt eine Halbwertszeit von

48] Unter physiologischen Bedingungen. Eine verzogerte Freisetzung

ungefdahr einer Minute
wirde eine bessere Handhabbarkeit bedeuten und moglicherweise Vorteile gegeniliber dem

bekanntem CORM-3 System bedeuten.
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3.3.2 Synthese einer Oxim haltigen Ankergruppe fiir IONP

Bei dem Aufbau der Syntheseroute zu einem immobilisierten Oxim-CORM auf der
Oberflache eines Maghemitnanopartikels konnte auf bereit gewonnene Erfahrungen
zurlickgegriffen werden. Das Prinzip ist dhnlich wie bei dem bereits vorgestellten CORM-3
Analogon (Kapitel 3.1). Es wird eine Ankergruppe zur Bindung an den Partikel, ein
Verbindungsstilick zur Ankergruppe und das entsprechende Oxim basierte CORM, welches an

das Verbindungsstlick gebunden ist, benétigt.

CO =%
%
CORM = O*
)
Connector = D

Anchor = D

Abb. 55: Schematische Darstellung eines immobilisierten CORMs auf der Oberflache eines
Eisenoxidnanopartikels (IONP) mit Ankergruppe (Rechteck), Verbindungsstiick (Stab) und CORM

(Kreis mit Sternen).

Maghemit Nanopartikel wurden nach bekannter Route von Ewuk synthetisiert und fiir die

weitere Funktionalisierung verwendet.!!*®

Als Ankergruppe soll wie bisher auch ein
Catechol-Derivat, in diesem Fall das 2-Chloro-2,4-dihydroxy-acetophenon, dienen. In
Vorangegangenen Arbeiten stellte sich heraus, dass die Synthese dieses Ankermolekils
ausgehend von Catechol mit Hilfe einer Friedel-Craft-Acylierung nicht trivial erschien.*
Daher wurde das kommerziell erhdltliche 2-Chloro-2,4-dihydroxy-acetophenon (15)
verwendet. Die Verbindung der Ankergruppe mit dem CORM konnte auf mehreren Wegen
ausprobiert werden. Es stellte sich jedoch schnell heraus, dass die Verknlpfung mit Imidazol-
2-carboxaldehyd (11) und anschlieBende Umsetzung zum Oxim besser geeignet waren als

die direkte Kopplung des CORMs mit der Ankergruppe.
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O _N N, Cl
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Maghemit Nanopartikel Ankergruppe CORM
¢ R = Me,Et

//,' ‘
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Abb. 56: Schematische Darstellung eines moglichen Zielmolekils bestehend aus Nanopartikel,

dNOI

Ankergruppe und CORM.

Im ersten Schritt sollte eine Catecholankergruppe zur Immobilisierung an den
Maghemitnanopartikel tber einen Abstandshalter an das Imidazol-2-carboxaldehyd (11)
gebunden werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Kopplungsreaktion von 2-Brom-2,4-
dihydroxy-acetophenon gegenitiber dem 2-Chloro-2,4-dihydroxy-acetophenon gelang. Die
Ausbeuten waren jedoch sehr gering und eine Aufreinigung war nur schwer moglich. Der
Versuch, die Ausbeute durch einen Finkelstein-Austausch zu steigern, um das vermutlich

reaktivere 2-lod-2,4-dihydroxy-acetophenon zu erhalten, gelang nicht. [142]

Wie schon beschrieben, war eine direkte Umsetzung von 2-Chloro-3,4-dihydroxy-
acetophenon (15) mit Imidazol-2-carboxaldehyd (11) nicht moglich. Um stérende Effekte der
freien Diole zu vermeiden, sollte eine Schutzgruppe eingefiigt werden, um so die Bildung des
Produktes zu ermdoglichen. Die Einflihrung einer Acetonidschutzgruppe fiihrte zu guten

Ausbeuten von (16).
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Abb. 57: Schematische Darstellung der Synthese von (18); a) Acetonitril, Natriumcarbonat, 60 °C, 5 d
b) tr. Toluol, tr. Aceton, Phosphorpentoxid, 75 °C, 4 h c) Acetonitril, Natriumcarbonat, 60 °C, 7 d, d)
100 °C, 2 h.

Die Umsetzung zu 2-Chloro-1-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethanon (16) erfolgte
analog zur Vorschrift von Iwacami (Abb. 57).[143] Die Ausbeute konnte durch die Nutzung von
trockenem Aceton sowie durch Verkiirzung der Zugabeintervalle von Phosphorpentoxid, und
mit einer verbesserten Aufreinigung in 87 % erhalten werden. Das Produkt 2-Chloro-1-(2,2-
dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethanon (16) konnte eindeutig durch

massenspetrometrische Methoden und *H-NMR Spektroskopie identifiziert werden.

Die Verkniipfung von 2-Chloro-1-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethanon (16) mit
Imidazol-2-carboxaldehyd (11) erfolgte in Acetonitril mit &quimolare Mengen
Natriumcarbonat, um das Imidazol zu deprotonieren. Nach der ersten wassrigen
Aufarbeitung konnte das Rohprodukt in Ethylacetat gelést werden und an einem Grace
Saulenautomat mit einer 120 g Silicasdule in kleineren Schritten aufgetrennt werden. Bei
jedem Durchgang konnten maximal 2 g Rohprodukt mit der Sdule aufgetrennt werden,
wobei jede Saule nur maximal zweimal zu verwenden war."* Das Produkt 1-(2-(2,2-
Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-carbaldehyd (17) konnte in
einer Ausbeute von 42% erhalten werden. Das Produkt konnte mit Hilfe

massenspektrometrischer Methoden und "H-NMR eindeutig charakterisiert werden.
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Die Abspaltung der Schutzgruppe von 1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-
oxoethyl)-1H-imidazol-2-carbaldehyd (17) wurde nach Pak durchgefiihrt. Dabei wurde 17 in
konzentrierter Essigsaure unter Zusatz von konzentrierter Salzsdure bei 100 °C fir eine
Stunde erhitzt um 1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-carbaldehyd (18) zu
erhalten."* Die Aufreinigung von 18 wurde zunachst wie in der Vorschrift durch Einengen
der Losung und Trocknen des Rickstandes durchgefiihrt. Dies flihrte jedoch zu geringen
Ausbeuten, weshalb ein Ausfidllen des Produktes durch Neutralisation der Losung mit
Natriumhydroxid genutzt wurde. Durch Verwendung beider Methoden konnte die maximale
Ausbeute von 85 % erreicht werden. Die Aufreinigung mit Hilfe einer Silicasdule konnte nicht
erfolgen, da die freien Hydroxyfunktionalititen sowie die Stickstoffe am Imidazol eine
Elution am Saulenmaterial verhindern. Auf eine weitere Aufreinigung mit Hilfe einer
prdparativen ,reversed phase” Silicasdule wurde verzichtet, da massenspektroskopische

Methoden und das 'H-NMR eine gute Reinheit zeigten.

Die Umsetzung von 1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-
carbaldehyd (17) zum entsprechenden (E)-1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-
oxoethyl)-1H-imidazol-2-carbaldehyd-oxim (19) wurde entsprechend der Synthese von

OResMAA durchgefiihrt (Abb. 58).7°

O O/
X T —X T
NS
(@) \O O l}l
17 19 79% OH

Abb. 58: Synthese von 1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-
carbaldehyd (17) zu (E)-1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-

carbaldehyd-oxim (19), a) d.d. Wasser, Natriumcarbonat, Hydroxylaminhydrochlorid, 70 °C, 24 h.

Durch Erhéhung der Reaktionszeit auf 24 Stunden konnte eine Ausbeute von 79 % erzielt
werden. Eine geringere LoOslichkeit in Wasser ist vermutlich auf das geschiitzte
Catecholriickgrat zurilickzufiihren. Nach der Aufarbeitung konnte das Produkt 19 mit Hilfe
von massenspektrometrischen Methoden und '"H-NMR eindeutig zugeordnet und

charakterisiert werden.
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Die Umsetzung des Entschiitzten 1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-
carbaldehyd (18) zum entsprechenden Oxim wurde unter identischen Bedingungen wie 19

hergestellt (Abb. 59).

R o/
HO N_ N a) HO NN
T — 1
HO \O HO \,I\l
18 20 47 % OH

Abb. 59: Synthese von 1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-carbaldehyd (18) zu 1-
(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-carbaldehyd-oxim  (20) a) d.d. Wasser,
Natriumcarbonat, Hydroxylaminhydrochlorid, 70 °C, 24 h.

Die freien Hydroxyfunktionalitdten am Edukt 18 sind moglicherweise verantwortlich fir die
geringe Ausbeute von 47 %. Da die Loslichkeit von Produkt und Edukt sehr dhnlich war,
konnte nach der Zentrifugation nicht umkristallisiert werden. Auf eine weitere Aufreinigung
mit Hilfe einer praparativen ,reversed phase” Silicasdule wurde verzichtet, da

massenspektroskopische Methoden und das *H-NMR eine gute Reinheit zeigten.
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3.3.3 Synthese von Oxim basierten Rutheniumcarbonylen zur

Funktionalisierung von IONP

Zur Umsetzung zu den entsprechenden Kohlenstoffmonoxid freisetzenden Verbindungen
wurden die Edukte (E)-1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-
2-carbaldehyd-oxim  (19) und  1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-
carbaldehyd-oxim (20) mit Dichloridotricarbonylruthenium(ll)-Dimer (3) umgesetzt. Die

t [141]

Synthesen wurden analog der Arbeit von OREsMAA durchgefiihrt. Die Reaktionszeit wurde

auf finf Tage und die Reaktionstemperatur auf 30 °C erhoht.

Die Edukte (E)-1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-
carbaldehyd-oxim (19) und Dichloridotricarbonylruthenium(ll)-Dimer (3) wurden sowohl in
Ethanol, als auch in Methanol umgesetzt, wodurch jeweils die ethoxy- bzw. methoxy-

substituierten Rutheniumcarbonylkomplexe (21 und 22) entstanden sind.

a) o
‘ ><oj©)\/ \[ / &Q COOE

21 50 %
2/
OD)K/ N _ N
X T
7 \
19 OH
b) ><0 N2, ' \C
o \[ / G COOMe
22 47 %

Abb. 60: Synthese von (E)-1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2- oxoethyl) 1H imidazol-2-
carbaldehyd-oxim (19) mit [RuCl,(CO)], (3) a) bei 30 °C, 5 d zu Ru(n>-19)(COOEt)(CO),Cl (21), b) bei
30 °C, 5 d zu Ru(n*-19)(COOMe)(CO),Cl (22).

Bei der Reaktion konnte im Gegensatz zu der genutzten Vorschrift von ORESMAA beobachtet

werden, dass das Produkt schon wahrend der Reaktion komplett ausgefallen war. Eiskiihlung
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und Einengen des Uberstandes lieferten kein weiteres Produkt. Die Reaktionslésungen
wurden jedoch bei der Aufarbeitung gekiihlt, um die Loslichkeit gering zu halten und
Ausbeuteverluste zu minimieren. Der Riickstand von Ru(nz—(19)(COOEt)(CO)2CI (21) wurde
mit kaltem Ethanol gewaschen, im Hochvakuum getrocknet und das Produkt unter Stickstoff
bei -10 °C gelagert. Der Riickstand von Ru(nz—(19)(COOMe)(CO)2CI (22) wurde mit kaltem
Methanol gewaschen und analog zu Ru(n*(19)(COOEt)(CO),Cl (21) getrocknet und
aufbewahrt. Fir Ru(n2—19)(COOEt)(CO)2CI (21) lagen die erhaltenen Kohlenmonoxid (CO)
Schwingungen im IR bei 2059 cm™ und 1986 cm™ (ATR), sowie bei 2065 cm™ und 1988 cm™
(KBr). Fuir Ru(n?-19)(COOMe)(CO0),Cl (22) lagen sie bei 2074 cm™ und 1985 cm™ (ATR), sowie
bei 2075 cm™ und 1989 cm™ (KBr). Die Lage der Absorptionsbanden (Abb. 61) stimmt mit
den von ORESMAA angegebenen bei 2059-2056 und 1980-1985cm™ in KBr Presslingen

iberein.[t*!

100

90 +

I —21
80 —22

70+
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wavelength / cm”

Abb. 61: Darstellung der Infrarotspektren von Ru(n>19)(COOEt)(CO),Cl (21) und Ru(n*
19)(COOMe)(C0O),Cl (22) in KBr Presslingen.

Wie in Abb. 61 zu sehen ist, unterscheiden sich die Absorptionsbanden nur gering in lhrer
Lage. Durch die Koordination eines Methoxy- und Ethoxyrestes der beiden Verbindungen 21
und 22 wird eine Verschiebung der Absorptionsbanden beobachtet. Verbindung 21 weist
zudem eine kleine Schulter bei 1996 cm™ auf. Mindestens zweimal musste das Produkt
Ru(n?-19)(COOEL)(CO),Cl (21) mit kaltem Ethanol gewaschen werden, um Verunreinigungen

zu entfernen.
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Massenspektrometrische Untersuchungen zeigten, dass im ESI vermehrt
Austauschreaktionen stattfanden. Fir die Produkte Ru(n*19)(COOEt)(CO),Cl (21) und
Ru(n’*19)(COOMe)(CO),Cl (22) wurden identische Massenspektren erhalten. Das
Isotopenmuster zeigte einen Rutheniumkomplex, an dem sowohl die Methoxy- als auch an
dem anderen Produkt die Ethoxygruppe abgespalten war. Des Weiteren spaltete sich ein CO

sowie ein Chlorid ab und es wurden Aquivalente des Lésungsmittels Acetonitril koordiniert.
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calculated spectra

| | ‘ |
564 566 568 570 572 574
mass (m/z)

| 'II|‘I|I|I=|. i"'!l"llh ‘ll ||||I||!||.I
490 500 510 520 530 540 550

mass (m/z)

Abb. 62: Gemessenes (grof}) und berechnetes (oben rechts klein) ESI-Massenspektrum von
Ru(n2-19)(COOEt)(CO),Cl (21) in Acetonitril/Wasser. Das Spektrum fiir Ru(n’-19)(COOMe)(CO),Cl (22)
zeigte das identische Muster im gleichen Massenbereich. 499.1 [M -OEt -ClI'-H" -CO + CH5CN]", 527.0
[M -OEt -CI"-H* + CH5CN]" fiir **Ru

Das Isotopenmuster von Ruthenium ist bei beiden Komplexen gut zu erkennen. Die Masse
von 499.1 entspricht der Spezies [M -OR™ -Cl"-H* -CO + CH3CN]", die Masse 527.0 der Spezies
[M -OR™ -CI" -H* + CH5CNJ", fur *°2Ru wobei der Rest “R” fur die Ethyl-, bzw. Methylgruppe
steht. Durch Austauschreaktionen wird das Chloridion vom Rutheniumkern abgespalten,
wodurch das gesamte Molekil positiv geladen ist. Die freie Koordinationsstelle wird durch

Anlagerung von Acetonitril besetzt (Abb. 62) welches durch hochauflésende

70



3 Ergebnisse

Massenspektren bewiesen werden konnte. Die Labilitdt von Carbonylkomplexen in ESI-

Massenspektren ist bekannt und fihrt oftmals zu keinen bis hin zu wenigen

Austauschreaktionen. %!

Die Auswertung der '"H-NMR Spektren erméglichte eine eindeutige Zuordnung. Die Signale
der Ethoxy-, bzw. Methoxygruppe erschienen mit abweichender Intensitdt, was wiederum

auf Austauschreaktionen mit dem Losungsmittel zurlickzufiihren ist.

Zur Immobilisierung des CORMs an den Partikel muss das Diol entschiitzt sein. Das
Rutheniumcarbonyl wird vorher am 1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-

carbaldehyd-oxim (20) gebunden. Die Einfihrung der Rutheniumcarbonylfunktionalitat wird

) HO
HO \[ / &0 COOE

O /=\ 23 70 %
HO N \E
HO N

20 OH

b) HO
HO \[ / ¢ COOMe

24 Rohprodukt
Abb. 63: Umsetzung des Oximderivats (20) mit [RuCl,(CO);], (3) zu den Produkten

in Abb. 62 gezeigt.

Ru(n*-20)(COOEt)(CO),Cl (23) und Ru(n>-20)(COOMe)(CO),Cl (24). a) Ethanol, 30 °C, 5 d; b) Methanol,
30°C,5d.

Die Reaktionsbedingungen fiir Ru(nZ—ZO)(COOEt)(CO)ZCI (23) und Ru(nz—ZO)(COOI\/Ie)(CO)ZCI
(24) unterscheiden sich nicht und wurden analog der geschitzten Derivate 21 und 22
durchgeflhrt. Beide Edukte wurden in Methanol oder Ethanol geldst und fiinf Tage bei 30 °C

geruhrt.
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Verbindung 23 fiel als farbloser Feststoff wahrend der Reaktion aus und konnte durch
Waschen mit kaltem Ethanol gereinigt werden. Bei der Umsetzung zu 24 konnte auch durch
Einengen und Kiihlen der Reaktionslosung kein Produkt isoliert werden. Mit Hilfe von

massenspektrometrischen Methoden konnte jedoch 24 als Rohprodukt nachgewiesen

j@)‘\/ \[ / GO COOEt

werden.
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Abb. 64: Darstellung eines ESI-Massenspektrum von Ru(n*-20)(COOEt)(CO),Cl (23) in
Acetonitril/Wasser. Das Rutheniumisotopenmuster ist klar zu erkennen und die Fragmente kénnen
wie folgt zugeordnet werden: 459.2 [M -OEt -Cl"-H" -CO + CH;CN]", 487.0 [M -OEt -CI -H" + CH5CN]*

fur °Ru.

Die erwarteten Isotopenmuster des Rutheniumkerns sind gut zu erkennen. Ebenfalls wie bei
den geschitzten Derivaten 21 und 22 sind die Fragmentierungen gleich. Die Masse 459.2
entspricht der Spezies [M -OEt -Cl"-H" -CO + CH3CN]" und die Masse 487.0 der Spezies [M -
OEt -CI'-H" + CH5CN]". Durch Austauschreaktionen wird das Chloridion vom Rutheniumkern
abgespalten, wodurch das gesamte Molekiil positiv geladen ist. Die freie Koordinationsstelle
wird durch Anlagerung von Acetonitril besetzt (Abb. 64) welches durch hochauflosende
Massenspektren bewiesen werden konnte. Die Labilitdt von Carbonylkomplexen in ESI-
Massenspektren ist bekannt und fihrt oftmals zu keinen bis hin zu wenigen

Austauschreaktionen.[*4¢!
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Die Verbindung Ru(n?-20)(COOEt)(CO),Cl (23) zeigte im IR Carbonylschwingungen bei
1995cm™ und 2064 cm™. Diese Werte stimmen gut mit denen von OResmaAl?Y
beschriebenen {iberein. Zur Ubersicht wurden in Tab. 7 die Carbonylschwingungen von 21,

22 und 23 mit den Ergebnissen von ORESMAA zusammengefasst.

Tab. 7: Vergleich der Carbonylschwingungsregion der synthetisierten Rutheniumcarbonyle (21, 22,

23) mit den Literaturwerten von OResmaA™ fiir die Verbindungen 14 und 13.

Verbindung CO-Schwingung 1 [cm™] CO-Schwingung 2 [cm™]
Ru(n’-19)(COOEt)(CO),Cl (21) 2065 1988
Ru(n’-19)(COOMe)(CO),Cl (22) 2075 1989
Ru(n’-20)(COOEL)(CO),Cl (23) 2064 1995

14,13 2059-2056 1980-1985

Die synthetisierten Verbindungen koénnen nun hinsichtlich der Halbwertszeiten ihrer
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im Myoglobin-Assay untersucht werden. Der Einfluss des
erweiterten Riickrades wurde von OResMAA durch Einflihren einer Methylgruppe untersucht,

hierbei zeigten sich verkiirzte Halbwertszeiten bei der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung.
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3.3.4 Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von neuartigen Oxim basierten
Rutheniumcarbonylen

Die geschitzten Verbindungen Ru(n2—19)(COOEt)(CO)2CI (21) und Ru(n2—19)(COOMe)(CO)2CI
(22) wurden im Myoglobin Assay, bei unterschiedlichen Temperaturen vermessen.

Exemplarisch wird in Abb. 65 der Verlauf einer Messung gezeigt.

= 541 nm
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| | | ]
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0,04 '~.\
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Abb. 65: Exemplarische Messung des Myoglobin Assays von Ru(n’-19)(COOEt)(CO),Cl (21) bei 37 °C.

Die durchschnittlichen Halbwertszeiten mit Standartabweichung sind in Tab. 8 beschrieben.
Die Messungen der einzelnen Temperaturen in Anhang 13, Anhang 14 und Anhang 15

gezeigt.

Tab. 8: Halbwertszeiten des CO-Release von Ru(n*-19)(COOEt)(CO),Cl (21) im Myoglobin Assay bei

verschiedenen Temperaturen.

Temperatur [°C] t1/, [min] @ ta [min] Standartabweichung [min]
137
20 168 155 13
159
16
37 19 18 1
18
5
50 4 4 1
4

74



3 Ergebnisse

Die Halbwertszeiten verliefen wie erwartet antiproportional zur Messtemperatur und
zeigten einen dhnlichen Verlauf wie die zuvor vermessenen Verbindungen 14 und 13. Zur
besseren Ubersicht sind die Halbwertszeiten der Verbindung Ru(n2—19)(COOMe)(CO)2CI (22)
in (Tab. 9) gezeigt. Die Messung der einzelnen Temperaturen kdnnen in Anhang 13, Anhang

14 und Anhang 15 betrachtet werden.

Tab. 9: Halbwertszeiten des Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von Ru(n>-19)(COOEt)(CO),Cl (22) im

Myoglobin Assay bei verschiedenen Temperaturen.

Temperatur [°C] t1/2 [min] @ t1/> [min] Standartabweichung [min]

204
20 154 172 23
157

21
37 19 18 3
14

50

&~ b
H
=

In Abb. 66 kann die Abhéangigkeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung gegeniiber der
Temperatur gut beobachtet werden. Ein Erhéhen der Temperatur fihrte zu einem Sinken
der Halbwertszeit und somit zu einem schnelleren CO-Release. Die Differenz der
Halbwertszeiten bei 37 °C und 50 °C ist im Vergleich zur Differenz zwischen 20 °C und 37 °C
verhiltnismaRig gering. Zwischen den Verbindungen Ru(n-19)(COOEt)(CO),Cl (21) und
Ru(n2—19)(COOI\/Ie)(CO)2CI (22) lieR sich keine signifikante Differenz feststellen. Die
Mittelwerte bei 37 °C und 50 °C sind identisch. Die Werte bei 20 °C weichten zwar gering

voneinander ab, die Differenz lag jedoch innerhalb der Messungenauigkeit.
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Abb. 66: Graphische Auftragung der Halbwertszeiten des CO-Release von Ru(n>19)(COOEt)(CO),Cl
(21) und Ru(n*-19)(COOMe)(CO),Cl (22) im Myoglobin Assay bei verschiedenen Temperaturen. Die

Datenpunkte Uberlagern sich bei 37 und 50 °C, sodass sie wie ein Punkt wirken.

Die Beobachtung von unterschiedlichen Halbwertszeiten in Abhangigkeit der Substituenten
konnte bei diesen Verbindungen nicht gemacht werden. Es wurde bei den Verbindungen 14
und 13 ein Zusammenhang mit kleineren Methoxyrest vermutet, jedoch kann dieser
Unterschied auch auf Messungenauigkeit zuriickzuflihren sein. Die von ORESMAA beschrieben
Unterschiede in den Halbwertszeiten sind aufgrund der fehlenden Temperaturangaben eher

mit Vorsicht zu betrachten.

In Tab. 10 werden die erhaltenen Halbwertszeiten von Ru(n?-19)(COOEt)(CO),Cl (21), Ru(n*-
19)(COOMe)(CO),Cl  (22), Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim-(COOEt)(CO),CI (14) und
Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim-(COOMe)(CO),Cl (13) miteinander verglichen. Mit Hilfe des
Vergleichs kénnen Riickschlisse auf die Auswirkung des Catecholriickgrates in Bezug auf die

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung getroffen werden.

Die in Tab. 10 gezeigten Halbwertszeiten weisen nicht auf einen Unterschied zwischen den
Methoxy- oder Ethoxy-substituierten Verbindungen hin. Im Falle von 14 zu 13 weist das
Ethoxy-Derivat eine leicht langere Halbwertszeit auf. Im Vergleich von 21 und 22 ist dieser
Effekt genau anders herum. Eine eindeutige Aussage lasst sich daher mit den gemessenen
Halbwertszeiten nicht formulieren. Auffdllig sind die dhnlichen Halbwertszeiten zwischen

allen Verbindungen.
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Tab. 10: Ubersicht der Halbwertszeiten der Verbindungen Ru(n2-19)(COOEt)(CO),Cl (21), Ru(n2-
19)(COOMe)(C0O),Cl (22), Ru(lmidazol-2-Carbaldehydoxim-(COOEt)(CO),Cl (14) und Ru(lmidazol-2-
Carbaldehydoxim-(COOMe)(CO),Cl (13) bei verschiedenen Temperaturen.

Verbindung ti2 bei20°C/ [min]  ty, bei37°C/[min]  ty/; bei 50 °C/ [min]
14 226 19 15+1 61
13 220 +23 21 +2 5+1
21 155 +13 18 +1 4 +1
22 172 £23 18 +3 4+1

Zusammengefasst zeigte sich bei beiden synthetisierten CORMs Ru(n-19)(COOEt)(CO),Cl
(21) und Ru(n?-19)(COOMe)(CO),CI (22), eine tendenziell schnellere
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung durch das eingefiihrte Catecholriickgrat. Diese Beobachtung
deckt sich mit den von ORESMAA beschriebenen Ergebnissen. Es wurde gezeigt, dass durch
Kopplung des freien Imidazol-N mit einer Methylgruppe zu geringeren Halbwertszeiten

fuhrte.

Im Vergleich zu CORM-3 zeigen die in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen
Ru(n?-19)(COOEL)(CO),Cl (21) und Ru(n*19)(COOMe)(CO),Cl (22), eine deutlich langsamere
und kontrollierbarere  Kohlenstoffmonoxidfreisetzung. Fir die Applikation von
Kohlenstoffmonoxid und eine Trdagerung auf Nanopartikel ist diese von groBem Interesse. Es
kann davon ausgegangen werden, dass die geschiitzte Catecholgruppe der Verbindungen 21
und 22 &hnliche Auswirkungen auf die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung hat, wie eine

Koordination auf der Partikeloberflache.
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3.3.5 IONP mit Oxim basierten CORMs

Das wie zuvor beschrieben hergestellte Oxim-CORM (23) wurde zunéachst als Ligand auf
Maghemitnanopartikel (1) aufgebracht. Die Loslichkeit der Verbindung (25) war im
wassrigen Medium schlecht und zur Verbesserung der Loslichkeit wurde (25) in Dextran
eingebettet um das Einlagerungsprodukt (26) zu erhalten. AnschlieRend wurde das
hergestellte Einlagerungsprodukt 26 in definierter Menge in 3-(N-Morpholino)-
propansulfonsaure-Puffer (MOPS-Puffer) mit pH 7.4 und Alginatlosung suspendiert und zum

Verbundmaterial 27 geformt. Die Synthese ist in Abb. 67 dargestellt.

1+23 — % \[
o / &Q COOEY
25
c)
D E—
27 26

Abb. 67: Schematische Darstellung der Synthese von Nanopartikel mit Dextran in Alginat (27).
a) Aufbringung von Oxim-CORM 23 auf Maghemit Nanopartikel (1), 5min bei Raumtemp.,
b) Einlagerung in Dextran, 3 h bei Raumtemp., ergibt Einlagerungsprodukt 26, c) Einlagerung in

Alginat zum Verbundmaterial 27.

Mit den hergestellten CORM-haltigen Alginatkiigelchen 27 wurde anschlieBend ein
Myoglobin-Assay durchgefiihrt, um die Halbwertszeiten der Freisetzungsgeschwindigkeit der

Kohlenstoffmonoxid-Liganden bei verschiedenen Temperaturen zu bestimmen.

Der erste Schritt der Synthese bestand darin, das hergestellte Oxim-CORM 23 auf
Maghemit-Nanopartikel (1) aufzubringen. Dazu wurde das Oxim-CORM 23 in d.d. Wasser

gegeben und durch Zugabe von wenig Natronlauge geldst. Dabei war darauf zu achten, dass
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pH-8 nicht Giberschritten wurde, da sonst im nachsten Schritt die IONP ausflockten und fir

die weitere Verwendung unbrauchbar waren.

Sobald eine homogene Losung entstanden war, wurde 1-Losung zugegeben und der Ansatz
flr 5 min gertihrt. Wenn der pH Wert richtig eingestellt war, blieb eine homogene, dunkel
gefarbte Losung, da sich das Catecholriickgrat des Oxim-CORMs 23 an den Nanopartikel
bindet und so die getragerten Nanopartikel 25 entstehen. Bei zu hohem pH-Wert fiel in

diesem Schritt wie vorher beschrieben ein Feststoff aus.

Es wurde so lange Aceton zur Losung gegeben, bis ein brauner Feststoff ausfiel. Dieser
wurde abzentrifugiert und mit Ethanol gewaschen. Mithilfe der IR-Spektroskopie wurde der
Feststoff untersucht. Dabei zeigten Absorptionen im Carbonylbereich, dass es sich um
Oxim-CORM@IONP 25 handeln musste, da freies Oxim-CORM 23 und verbleibende

Nanopartikel in Ethanol 16slich sind und somit mit beim Waschen entfernt wurden.

Die getrdgerten Nanopartikel 25 wurden nun in MOPS-Puffer und Alginat suspendiert. Dabei
zeigte sich, dass eine stabile Suspension nicht moglich war, sondern die Nanopartikel nach
sehr kurzer Zeit, (wenige Sekunden) sedimentierten. Damit waren sie fur die weitere
Verwendung unbrauchbar. Aus diesem Grund wurde die Herstellung der funktionalisierten
Nanopartikel 25 erneut durchgefiihrt. Wie aus vorherigen Synthesen bekannt, wurde zur
Stabilisierung der Dispersion Dextran (M, = 500.000) verwendet. Dieses ist ein Polymer, das
aus Glucosebausteinen besteht und durch a-1,4- und a-1,6-Verknipfungen querverzweigte

Polymerketten bilden kann.

Durch Zugabe des Polymers bildete sich eine Hille aus Dextran um die Nanopartikel,
wodurch diese Wasserloslich wurden, da Dextran sich sehr gut in Wasser 16st und die
Losungseigenschaften hauptsachlich durch die Polymerhille bestimmt werden. Nach 5 min
rihren des Gemischs aus IONP und Oxim-CORM 23 wurde Dextran (M, =500.000)
zugegeben und weitere 3 h gerihrt. Dies ist notwendig, damit sich das Dextran gleichmaRig
um alle Nanopartikel verteilen kann und eine gleichmaRige Loslichkeit erzeugt. AnschlieRend
wurde mit Aceton ausgefillt, zentrifugiert und gewaschen, wodurch das
Einlagerungsprodukt 26 entstand. Dies wurde durch Aufnahme eines IR-Spektrums bestatigt

(Abb. 68).
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Abb. 68: IR-Spektrum des Einlagerungsmaterials 26 mit OH-Schwingung des Dextrans bei 3600-
3000 cm™ und CO-Schwingungen bei 2064, 1995 und 1961 cm™. Die Schwingungen ab 1700 cm™

kénnen nicht eindeutig zugeordnet werden, da mehrere Schwingungen liberlagern.

Die Schwingungen bei 2064, 1995 und 1961 cm™ konnen den Kohlenstoffmonoxidliganden
von 23 zugeordnet werden. Die vielen OH-Schwingungen bei 3400 cm™ kénnen dem Dextran
zugeordnet werden. Alle weiteren Schwingungen unterhalb von 1700 cm™ kénnen aufgrund

von Uberlagerungen nicht eindeutig zugeordnet werden.

Das Einlagerungsprodukt 26 wurde in MOPS-Puffer und Alginatlosung suspendiert. Durch
mehrmaliges Aufziehen der Losung durch eine diinne Kaniile bildete sich eine sehr feine
Suspension, welche gegen Sedimentation mehrere Minuten stabil war (s. Kapitel 5.4.6).
Diese Suspension konnte zu Alginatkugeln verarbeitet werden, indem sie in eine Lésung aus
Calciumchlorid und Wasser getropft wurde. Das Alginat, welches aus Polymerketten aus
a-L-Guluronsaure und B-b-Mannuronsaure besteht, bildet mit Hilfe der Calciumionen in der
Losung ein Netzwerk, indem sich das Calcium an die Carbonsaurefunktionalitdten der beiden

Monomere anlagert und so Briicken bildet.
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3.3.6 Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von Oxim basierten IONP

Die hergestellten Kugeln 27 konnten fir den Myoglobin-Assay verwendet werden, indem sie
in definierter Menge in eine temperierbare Kivette mit Myoglobin und MOPS-Puffer
gegeben wurden. Da die Alginatkugeln durch die IONPs magnetisch sind, kdnnen sie mit
einem Magneten im unteren Teil der Kiivette gehalten werden, wodurch das an der

Oberflache der IONPs gebundene CORM die Messung nicht direkt beeinflussen kann.

Abb. 69: Kivette mit brdunlichen Alginatkigelchen im unteren Bereich und Myoglobin-Losung

daruber.

Die besten Kurvenverldufe zeigte ein Verhaltnis aus 15Kugeln von 10mg
Einlagerungsprodukt 26 auf 0.5 mL (0.1mol/L, pH 7.4) MOPS-Puffer und 0.5 mL Alginat
(50 mg Natriumalginat auf 10 mL d.d. Wasser) in 200 uL Myoglobin-Lésung, aufgefillt mit
MOPS-Puffer. Alle Losungen wurden entgast und die Kivette unter Stickstoff befillt, um zu
gewadhrleisten, dass das Myoglobin zu Beginn der Messung frei von Sauerstoff,
Kohlenstoffdioxid und Kohlenstoffmonoxid ist und somit samtliches aufgenommenes CO aus
den Oxim-CORM stammt. Alle Messungen wurden jeweils dreimal bei 50, 37 und 20 °C

durchgefiihrt.
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Abb. 70: Messverlauf der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei 50 °C Messung mit 15 Kugeln aus 10 mg
Einlagerungsprodukt 26 iber 12 h. Absorption gegen die Zeit fiir die Wellenldngen 541 nm (schwarz),

558 nm (rot) und 578 nm (blau), jeweils mit exponentieller Regressionskurve.

Hierbei zeigt sich deutlich die Anderung des Spektrums mit der Zeit. Die Messungen wurden
in variierenden zeitlichen Abstdanden durchgefiihrt. Dadurch ergab sich eine Gesamtmesszeit
von 830 min. Tragt man aus dieser Messung die Absorptionswerte bei den Wellenldangen

541, 556 und 571 nm gegen die Zeit auf, ergeben sich die Kurven aus Abb. 70.

Tab. 11: Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von drei Messungen bei 50°C der

Verbindung 27 sowie die resultierende durchschnittliche Halbwertszeit mit Standartabweichung.

Temperatur [°C] t1/, [min] @ t1 [min] Standartabweichung [min]
72
50 74 73 1
73

Anhand der Halbwertszeiten (Tab. 11) zeigte sich, dass nach ca. 73 min die Halfte des
gesamten Kohlenstoffmonoxids freigesetzt wurde. Anhand der Kurven aus Abb. 70 zeigt sich
aulBerdem, dass nach ca. 500 min, also etwas Uber 8 Stunden, kaum noch weiteres CO
abgegeben wird, wodurch davon ausgegangen werden kann, dass samtliches CO freigesetzt
wurde. Somit konnte gezeigt werden, dass eine thermische Freisetzung des CO aus den
getragerten Nanopartikeln 26 moglich ist. Da das langfristige Ziel die Anwendung dieses
Verfahrens in der Medizin ist, wurden weitere Messungen bei Kérpertemperatur, also 37 °C,

durchgefiihrt. Da die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung thermisch beginstigt wird, wurde bei
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niedrigerer Temperatur eine hdhere Halbwertszeit erwartet. Deshalb wurden die 37 °C
Messungen Uber insgesamt 70 Stunden in variierenden zeitlichen Abstidnden durchgefiihrt.

Dabei ergab sich der Messkurvenverlauf aus Abb. 71.
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Abb. 71: Messverlauf der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei 37 °C Messung mit 15 Kugeln aus 10 mg
Einlagerungsprodukt 26 tber 70 h. Absorption gegen die Zeit fiir die Wellenlangen 541 nm (schwarz),

558 nm (rot) und 578 nm (blau), jeweils mit exponentieller Regressionskurve.

Auch bei dieser Messung zeigte sich wieder deutlich, dass das Maximum bei 558 nm absank
und dafir zwei neue bei 541 nm und 578 nm entstanden, diesmal allerdings tGber einen sehr
viel langeren Zeitraum, wie in Abb. 71 zu sehen ist. Aus den Regressionskurven ergeben sich

nach bekannter Methode die Halbwertszeiten (Tab. 12).

Tab. 12: Halbwertszeiten der drei Messungen der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei 37°C der

Verbindung 27 sowie die resultierende durchschnittliche Halbwertszeit mit Standartabweichung.

Temperatur / [°C] t1/2/ [min] @ t12/ [min] Standartabweichung / [min]
347
37 429 346 83
263

Es zeigte sich, dass die Halbwertszeiten fiir die drei durchgeflihrten Messungen stark
voneinander abweichen. So ergab sich eine minimale Halbwertszeit von 263 Minuten, das
entspricht ungefdhr 4 Stunden und eine maximale Halbwertszeit von 430 Minuten, also
ungefahr 8 Stunden. Daraus ergab sich eine durchschnittliche Halbwertszeit von

346 Minuten.
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Abb. 72: Messverlauf der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei 20 °C Messung mit 15 Kugeln aus 10 mg
Einlagerungsprodukt 26 (iber 120 h. Absorption gegen die Zeit fir die Wellenldangen 541 nm

(schwarz), 558 nm (rot) und 578 nm (blau), jeweils mit exponentieller Regressionskurve.

Die bestimmten Halbwertszeiten bei 20 °C benétigten die langste Messdauer (Abb. 72). Es
konnte eine Halbwertszeit von 814 Minuten bestimmt werden. Die Streuung der Messwerte
war sehr gering wodurch ebenfalls eine geringe Standartabweichung der Halbwertszeit

berechnet werden konnte (Tab. 13).

Tab. 13: Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von drei Messungen bei 20°C der

Verbindung 27 sowie die resultierende durchschnittliche Halbwertszeit mit Standartabweichung.

Temperatur / [°C] t1/2/ [min] @ t1/2/ [min] Standartabweichung / [min]
813
20 837 814 23
792

Das verwendete Kompositmaterial (27) wurde im magnetischen Wechselfeld vermessen, um
die Beschleunigung der Freisetzung zu untersuchen. Die Messmethoden kdnnen Kapitel
5.4.6 entnommen werden. Es wurde eine Halbwertszeit von 153 +27 min bei 37 °C im

magnetischen Wechselfeld bestimmt.
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Abb. 73: Messverlauf der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei 37 °C Messung mit 15 Kugeln 27 Uber
8.5 h. Absorption gegen die Zeit fiir die Wellenldngen 541 nm (schwarz), 558 nm (rot) und 578 nm

(blau), jeweils mit exponentieller Regressionskurve zur Bestimmung der Halbwertszeit.

Das magnetische Erwdarmen der Maghemit Nanopartikel fihrt zu einer Beschleunigung der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung um den Faktor 2.3. Diese Rate liegt leicht unter dem fir das
bekannte CORM-3 analoge System (9) von 2.6 bei 37 °C (s. Kapitel 3.2.2). Moglicherweise

sind die Faktoren jedoch nur Aufgrund von Messungenauigkeiten scheinbar verschieden.
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| ——after AC field |
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Abb. 74: Infrarot spektroskopische Aufnahme wvon 27 vor (schwarz) und nach (rot) der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im magnetischen Wechselfeld bei 37 °C. Zu sehen ist eine deutlich
Verschiebung der Carbonylschwingungen von 2061 und 1991 cm™ (schwarz) zu 2071, 2015 und
1992 cm™ (rot).

Infrarot spektroskopische Aufnahmen zeigen, dass nach der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung
noch Carbonylschwingungen im Bereich von 2061 und 1991 cm-1 (schwarz) zu 2071, 2015
und 1992 cm-1 (rot) verschoben sind. Eine vollstandige Abwesenheit von

Carbonylschwingungen nach dem Myoglobin Assay konnte nicht beobachtet werden. Dies
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lasst den Riickschluss zu, dass nicht alles Kohlenstoffmonoxid freigesetzt wurde oder

freigesetzt werden kann.
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Abb. 75: Ubersicht der Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von 27 bei 20, 37 und

50 °C sowie bei 37 °C im magnetischen Wechselfeld.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass mit dem neuen Oxim basierten System eine Verzégerung
der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Wie auch bei
dem vorherigen CORM-3 analogen System (9) lasst sich eine Beschleunigung der

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung durch anlegen eine externen magnetischen Wechselfelds

herbeifiihren.

86



3 Ergebnisse

3.4 Photoreleaser auf IONP

Nachdem die Aufbringung von thermisch sensiblen CORMs gelungen war, sollten auch die
Eigenschaften von photolabilen CORMs untersucht werden. Hierzu sollte ein
Mangancarbonyl basiertes System verwendet werden, welches anschliefBend auf Maghemit

Nanopartikel getragert werden sollte. !
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Abb. 76: Darstellung des Schemas der einzelnen Komponenten aus Maghemit Nanopartikel (links),

Ankergruppe mit Verbindungsstlick (Mitte), PhotoCORM (rechts), sowie der Zielverbindung (unten).

Die Untersuchung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung sollte sowohl mit dem freien
PhotoCORM, als auch mit den getragerten Partikeln analog der Alginatmethode
durchgefiihrt werden. Die sollte eine mogliche Verwendung der Alginatmethode auch fir

PhotoCORMs aufzeigen.

Um eine kontinuierliche Messung zu gewahrleisten, musste ein Messaufbau entwickelt
werden, der es ermoglichte temperiert bei kontinuierlicher Einstrahlung und ohne Storung

der Photoplatte des UV/Vis-Spektrometers zu messen.
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3.4.1 Synthese des PhotoCORMs

Ausgehend von den bereits bekannten Grundkorpern (Maghemit Nanopartikel und
Catecholankergruppe) musst zuerst der Chelatligand synthetisiert werden. Zur Synthese von
4-(2-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)benzol-1,2-diol (32) (Bpmd) wurden
Dopaminhydrochlorid (30) und Natriumtriacetoxyborhydrid (STAB) in trockenem
Dichlormethan bei 0 °C vorgelegt. Zu der kalten Losung wurde langsam Pyridin-2-Aldehyd
(31) zugetropft, um die Bildung von Nebenprodukten wie beispielsweise Pyridin-2yl-
methanol oder 4-(2-((pyridin-2-yl)methylamino)ethyl)benzol-1,2-diol zu verhindern. Das
Produkt wurde zunéachst geriihrt und anschlieBend mit verdinnter Salzsdure extrahiert.
Nach Neutralisation der wdssrigen Phase und Lésen des entstandenen Feststoffes in
Dichlormethan wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt. Der Chelatligand

(32) konnte mit 36 % Ausbeute isoliert werden (Abb. 77).

AN
HO NH: A ) HO N
| — > N\
HO - HO
F

30 31 32

Abb. 77: Schematische Darstellung der Synthese von 4-(2-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)-
benzen-1,2-diol (32, Bpmd). a) Natriumtriacetoxyborhydrid, Dichlormethan, 0 °C 1 h, RT 19 h.

Vor der Einfiihrung des Mangancarbonyls in die Chelattasche zum [Mn(CO);Bpmd]"OTf (33)
wurde mit Manganpentacarbonylbromid und Silbertriflat in Aceton unter Rickfluss und
Lichtausschluss das Carbonyl aktiviert. Aceton und Silbertriflat miissen vor der Reaktion
getrocknet werden, um kein Wasser einzubringen. Bei der Aktivierung des
Manganpentacarbonylbromids fiel als Nebenprodukt Silberbromid aus. Das reaktive und
stark Wasserempfindliche [Mn(CO)sSolv,]'OTf wurde unter Sauerstoffausschluss filtriert und
in eine Losung aus 4-(2-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)benzol-1,2-diol (32, Bpmd) und
Aceton Uberfiihrt. Nach dem Ausfdllen und Waschen mit n-Hexan konnte das Produkt in
80 % Ausbeute erhalten werden. Das Ausfdllen des Produktes war mit Diethylether ebenso

erfolgreich wie mit n-Hexan.
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Das 'H-NMR von [Mn(CO);Bpmd]'OTf (33) zeigt eine eindeutige Koordination des
Mangancarbonyls in die Chelattasche. Die Verschiebung der Pyridin-Wasserstoffatome zeigt
die Anwesenheit eines Metallcarbonyls in der Tasche. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die
Kopplungskonstante der Protonen der verbriickenden Methylgruppen am Pyridinring eine
2J—Kopplung von 16.8 Hz aufweist. Die eingeschrankte Beweglichkeit der Methylgruppen,
durch die Einlagerung des Mangancarbonyls in die Chelattasche fiihrt zu nicht dquivalenten
Protonen. Diese geminale Aufspaltung der Protonen ist typisch fir eine koordinierte 2-

Pyridylmethyl Gruppe.

X X

QN@H 0”@

Abb. 78: Schema der Synthese von [Mn(CO);Bpmd]"OTf (33). a) Mn(CO)sBr, AgOTf, 80 °C 1.5 h, 80 °C
1.5h.

In dem IR-Spektrum des [Mn(CO)3;Bpmd]"OTf (33) sind drei deutliche und klar voneinander
getrennte Carbonyl-Schwingungen bei 2038, 1958 und 1917 cm™ zu sehen. Die drei
getrennten Banden weisen auf eine nicht ideale Cs;, Symmetrie bezlglich der
Kohlenstoffmonoxidliganden am Manganatom hin. Dass es sich hierbei um ein fac-
Mangancarbonyl handelt, erkennt man daran, dass sich zwei der drei Banden Uberlagern.
Die Kohlenstoffmonoxide kdnnen sich aus sterischen Griinden durch die Koordination in die
Chelattasche sich nicht ideal ausrichten, was zu einem verzerrten Oktaeder und drei Banden

im IR-Spektrum fiihrt. 14147
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Abb. 79: IR Spektrum von [Mn(CO);Bpmd]*OTf (33) in KBr mit den starken Absorptionen bei 2038,
1958 und 1917 cm™ der Carbonylschwingungen.

3.4.2 Modifizierter Myoglobin Assay fiir PhotoCORMs

Um die UV-induzierte Kohlenstoffmonoxid-Freisetzung der Verbindung [Mn(CO);Bpmd] OTf
(33) zu untersuchen, wurde der bekannte Myoglobin-Assay verwendet. Die Veranderungen

der Absorption wurden auch hierbei zwischen 500 nm und 600 nm betrachtet.

Der Versuchsaufbau des Myoglobin-Assays wurde so konstruiert, dass eine kontinuierliche
Messung moglich war. Eine UV-Handlampe (Modell: 13203 Mikrobiologie) wurde
modifiziert, dass diese mit einem Netzteil kontinuierlich betrieben werden konnte. Diese
wies im Abstand von 1 cm eine Leistung von 120 pW auf einer Flache von 25 um? auf, was
einer Leistung von 86.4 mW auf der gesamten bestrahlten Oberflaiche der Kivette
entspricht. Die UV-Lampe wurde an einem Gestell mit Abstandshaltern befestigt, um ein
sicheres Anbringen der UV-Lampe in das Messgerat zu gewahrleisten, ohne den

Strahlengang zu blockieren und dennoch einen guten Einstrahlwinkel zu garantieren.
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Abb. 80: Abbildung der Messvorrichtung in der Aufsicht. 1) Detektor des Specord S 600 UV/Vis-
Spektrometers, 2) UV-Lampe in Halterung, 3) temperierbare Kiivette mit Probe und Teflonstopfen,

4) Kontinuumstrahler, 5) Skala zur Ausrichtung, 6) Kihlschlduche.

Die entgegengesetzte Anordnung der Einstrahlrichtung der UV-Lampe war notwendig, da
der Detektor des UV/Vis-Spektrometers nicht angestrahlt werden sollte. So konnte in eine
Richtung bestrahlt und in die andere gemessen werden. Der Abstand von der UV-Lampe bis
zur Vorderseite der Kivette betrug 1 cm. Dieser Abstand wurde mit einer fest angebrachten
Skala vor jeder Messung Uberprift. Ein Permanentmagnet unterhalb der Klvette sorgte in
spateren Messungen fiir die Fixierung der magnetischen Alginatkiigelchen und verhinderte

deren Eindringen in den Strahlengang des Gerates.

Zum Schutz des Aufbaus vor Sonnenlicht wurde eine genligend groRe Abdeckung liber den
Messaufbau gestellt. So konnte sichergestellt werden, dass die Aktivierungsenergie
ausschlieBlich von der UV-Lampe ausgeht. Es wurde der Bereich des Kontinuumstrahlers und
der Kuhlischlitze im UV/Vis-Spektrometer nicht verdeckt, um einen Waiarmestau zu

verhindern.

91



3 Ergebnisse

3.4.3 Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von PhotoCORMs

Die Messungen wurden wie in Kapitel 5.4.7 beschrieben durchgefiihrt. Dabei wurde ein
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure Puffer (0.1 mol/L MOPS-Puffer, pH 7.4) verwendet um
Nebenreaktionen mit den Nanopartikeln zu vermeiden und Messungen mit
vorrangegangenen Arbeiten vergleichen zu konnen. Bei Phosphatpuffer kam es bei

nanopartikuldaren Proben von Maghemit zu Komplikationen durch NiederschIagsbildung.[m]

Es wurde ein Uberschuss (5.5 fach) an Myoglobin im Vergleich zum Liganden verwendet, was
einer Konzentration von 7.3 umol/L entsprach. Der Ligand (33) wurde bei 20 °C und 37 °C
jeweils mindestens dreimal vermessen, um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten. Auf
Messungen bei 50 °C wie in vorrangegangenen Arbeiten wurde verzichtet, da die Freisetzung
rein Lichtinduziert sein sollte und nicht thermisch. Die verwendeten Temperaturen sollen

Aufschluss auf mogliche thermische Effekte geben.

Die Messdaten wurden nach der Methode von ATKINS (s. Kapitel 1.3) bearbeitet und sollten
dann unter der Annahme einer Kinetik pseudo-erster Ordnung die Bestimmung der

(128130 5 wurde bei Messungen

Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung liefern.
(20°C) uUber einen ldngeren Zeitraum eine starke Abweichung einer simplen Kinetik
beobachtet (Abb. 81). Auf Grund dieser Abweichungen war es nicht moglich, eine Funktion
an die Werte zu legen und somit eine Halbwertszeit zu bestimmen. Es konnte im Rahmen
der Messdaten nur der Zeitpunkt des Erreichens des ersten Maximums bestimmt werden.
Die angegebenen Zeiten lassen daher nur Rickschlisse auf das Verhalten des Liganden im
Myoglobin-Assay schlielen und liefern keine expliziten Halbwertszeiten. Des Weiteren sind
diese Werte mit einer groflen Fehlertoleranz behaftet, da die Auswertung nicht mit
mathematischen Hilfsmitteln durchgefiihrt wurde. Die in Tab. 14 angegebenen
Abweichungen beziehen sich lediglich auf die Messwerte und beachten nicht den Fehler, der
durch das Ablesen entstanden ist. Der Mittelwert ist somit ungenau und die
Standardabweichungen in Wahrheit groBer. Die durch die Bestimmung des Endpunktes
eingebrachte Ungenauigkeit ldsst sich jedoch nur schwer konkretisieren, weshalb hier auf
eine Angabe dieser verzichtet wird. Eine Aussage hinsichtlich der Freisetzung im Vergleich zu

den gemessenen Temperaturen ldsst sich dennoch treffen.
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Abb. 81: Verlauf der Absorption der Messung des [Mn(CO);Bpmd]*OTf (33) bei 20 °C (links), sowie

die Auftragung der Absorption gegen die Zeit derselben Messung (rechts).

Die geringe Freisetzung von Kohlenstoffmonoxid am Anfang der Messung lasst auf eine
Induktionsphase vermuten, in der eine aktivere Spezies entsteht. Die Beobachtung einer
solchen Induktionsphase wurde von BERENDS und KURz, sowie bei SCHATZSCHNEIDER bei einem

shnlichen System beschrieben.!"*® 11

Die Aktivierungsphase erklart auch bei einigen 37 °C Messungen die zunachst langsame
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung. Diese Phase fallt allerdings bei hoheren Temperaturen
scheinbar kilrzer aus. Die Reproduzierbarkeit dieser Freisetzungsprozesse verlief jedoch
nicht zufriedenstellend. Es zeigten sich verschiedene Freisetzungsprozesse, die nicht erklart
werden konnten. Um Vergleiche zu den Ergebnissen von Schatzschneider ziehen zu kénnen,

sollte die Freisetzung mit Hilfe der IR-Spektroskopie untersucht werden.

Tab. 14: Ubersicht der geschitzten Messergebnisse der Messung des [Mn(CO);Bpmd] OTf (33) bei 20

und 37 °C.
Temperatur Messung Zeit / [min] Mittelwert / [min]

1 460

20 °C 2 410 440120
3 440
1 220

37 °C 2 370 360+110
3 480
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Bei den 37°C Messungen der Verbindung 33 ist nach der Aktivierung der
Carbonylverbindung eine deutlich Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zu beobachten. Nach
Erreichen der maximalen Freisetzung bleibt die Absorption konstant. Hier ware zu erwarten,
dass eine Verdanderung analog der 20°C Messungen eintreten wirde. Die hohere
Temperatur beglnstigt offensichtlich die Bildung des Carboxymyoglobin und hemmt die
Entstehung der zuvor  beobachteten Intermediate. Die unterschiedlichen

Freisetzungsprozesse kénnten durch die freie Catecholgruppe beglinstigt werden.
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Abb. 82: Eine Auswahl der Auftragung der Absorption gegen die Zeit von 37 °C Messungen des
[Mn(CO);Bpmd]*OTf (33).

Die unterschiedlichen Kurvenverldufe bei 37 °C der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zeigen
eine deutliche Abweichung zu denen von 20 °C. Aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit
sind die bestimmten Werte der Maxima aus Tab. 14 nur bedingt zu verwenden. Eine klare
Aussage kann nur hinsichtlich der Intermediate getroffen werden. Bei 20 °C konnte die
Bildung von Intermediaten mit einer hoheren Affinitdt zu Kohlenstoffmonoxid beobachtet

werden. Diese entstehen bei 37 °C nicht oder nur in geringen Konzentrationen.
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Eine Zersetzung des Myoglobins wahrend der Messung konnte ausgeschlossen werden.
Durch Begasung mit reinem Kohlenstoffmonoxid nach der Messung war die Absorption

deutlich oberhalb der Maximalabsorption bei 541 und 578 nm.
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Abb. 83: Dunkelmessungen des [Mn(CO);Bpmd]*OTf (33) bei 20 °C (links) und 37 °C (rechts).

Der Freisetzungsprozess des Kohlenstoffmonoxids sollte bei der Verbindung 33 nur
photolytisch  aktiviert werden. Um weitere Effekte auszuschlieBen, wurden
Dunkelmessungen bei 20 und 37 °C durchgefiihrt (Abb. 83). Es konnte gezeigt werden, dass
eine Freisetzung im Dunkeln Uber einen ldangeren Zeitraum nicht ausgeldst wird. Der
Kontinuumstrahler des UV/Vis-Gerates reicht auch nach mehreren Messintervallen nicht
aus, um eine Freisetzung zu initiieren. Die verschiedenen Temperaturen zeigen ebenfalls
keinen Unterschied bei den Dunkelmessungen. Es kann also davon ausgegangen werden,

dass die Temperatur keinen Einfluss auf den Freisetzungsprozess hat.

Es wurde untersucht, ob eine begrenzte Einstrahldauer ebenfalls ausreicht, um den
Freisetzungsprozess zu aktivieren. Die Probe wurde bei diesen Messungen nur fir die ersten
zwei Stunden wie gewohnt bestrahlt, anschliefend wurde die Lampe ausgeschaltet. Die
Messung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung wurde in den (blichen Messabstanden
durchgefiihrt. Es konnte eine Freisetzung trotz fehlender UV-Strahlung beobachtet werden
(Abb. 84). Die Freisetzung verlief langsamer und nicht Vollstandig wie bei den 20 °C
Messungen. Aktivierungsversuche bei 37°C wurden aufgrund der schlechten

Reproduzierbarkeit nicht durchgefihrt.

95



3 Ergebnisse

541 nm
556 nm
578 nm

> e

0.054

0.00{ '\

-0.054

absorption
absorption

o4

"500 séo 5210 SéO séo 600 500 1000 1500 2000
wavelength / nm time / min

Abb. 84: Verlauf der Messung des [Mn(CO);Bpmd]’OTf (33) (links) und die Auftragung der
Absorption gegen die Zeit (rechts) bei 2 h Bestrahlungsdauer und 20 °C. Die Spektren wurden tber

65 h aufgenommen. Hier wurde zur Ubersichtlichkeit der zeitliche Verlauf bis 2000 min aufgetragen.

3.4.4 IR spektroskopische Untersuchung der Kohlenstoffmonoxid-freisetzung

Die IR-Messungen wurden Uiber einen Zeitraum von sieben Stunden durchgefiihrt. Der
Ligand wurde in Dimethylsulfoxid gelost und in einer mit Teflonstopfen verschlossenen
Klvette bestrahlt. Zur Messung wurden Proben aus der bestrahlten Losung entnommen und
in einer NaCl-Einkristallkiivette vermessen. Da Dimethylsulfoxid langsam das NaCl |6st und
die Einkristallfenster mit der Zeit triibe werden, musste fir die Messung in NaCl gesattigtes
Dimethylsulfoxid verwendet werden. So konnten die Einkristallfenster (iber den Zeitraum
der Messung wiederverwendet werden. Die Vermessung mit Hilfe der ATR-Einheit war nicht

moglich, da die Signalintensitat zu gering war.

Der Aufbau bei der Bestrahlung war der Gleiche wie in 3.4.2 beschrieben. Zur Verringerung
der Messdauer wurde die Klvette 0.5 cm vor der Lampe platziert und gegen samtliches
Streulicht verdeckt. Gemessen wurde in einer Konzentration von 10 mg/mL Ligand (33) in
Dimethylsulfoxid. Das Volumen der Quarzkiivette sollte moglichst konstant gehalten werde,
dazu wurde so viel wie moglich der Probenldésung nach der Vermessung zuriick in die
Kivette Uberflihrt. Vor jeder Probennahme wurde die Lésung gut homogenisiert. Die

Spektren wurden von 1500 - 2300 cmtin langer werdenden Abstdanden detektiert (Abb. 85).
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Der Verlauf der Messungen im Myoglobin-Assay korreliert mit dem Verlauf der IR-
Absorptionen. Wie in Abb. 85 und Abb. 86 beobachtet werden kann, fihrt eine Bestrahlung
nicht direkt zur Kohlenstoffmonoxidfreisetzung. Hierzu wiirden die Absorptionsbanden bei
2033 (symmetrische CO Streckschwingung), 1939 und 1926 cm™ (korrespondierende
antisymmetrische CO Streckschwingung) mit Beginn der Bestrahlung geringer werden. Es
kann jedoch deutlich beobachtet werden, dass zuerst zwei neue Banden im Bereich von
1871 und 1826 cm™ entstanden sind. Erst ab dem Maximum dieser beiden neuen Banden
tritt eine deutliche Verringerung der Carbonylbanden bei 2033, 1939 und 1926 cm™ ein.
Diese Beobachtungen zeigen auch hier, dass es sich zuerst um eine Aktivierung der
Mangancarbonyls (33) handelt, welches anschliefend sein Kohlenstoffmonoxid freisetzt.
Sobald das Carbonyl aktiviert ist, findet eine Kohlenstoffmonoxidfreisetzung ohne weitere
Zwischenstufen statt. SCHATZSCHNEIDER als auch BERenDS und Kurz konnte bei ihren
Verbindungen einen dhnlichen Verlauf bei den IR-Spektren beobachten und begriindete das

Auftreten ebenfalls mit der Aktivierung des Carbonyls.[lsl'”s]

(6)]
~
transmission / %

2100 2000 1900 1800

wavenumber / cm’™

Abb. 85: Dreidimensionale Darstellung des zeitlichen Verlaufs und der Absorptionen der IR-Messung

von [Mn(CO);Bpmd]*OTf (33).
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Abb. 86: Verlauf der relevanten Banden der Langzeit-IR-Messung von [Mn(CO);Bpmd]"OTf (33).

Wie auch analog von SCHATZSCHNEIDER berichtet wurde, zeigt der Ligand im Dunkeln eine gute
Langzeitstabilitdit. Wenn der Ligand jedoch bestrahlt wird, verdandert sich die Farbe der
Losung von gelb lber orange bis zu einem dunklen rot-braun. Die Oxidation des Mangans
oder ein Dimerisierung, wie von BERENDS und KuRrz beschrieben, ist ebenfalls denkbar und

wirde mit dem Farbverlauf korrelieren.
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3 Ergebnisse

3.4.5 Synthese und Tragerung der PhotoCORMs auf IONP

Die Maghemit Nanopartikel wurden wie in 5.3.1 beschrieben synthetisiert. Mit Hilfe der
dynamischen Lichtstreuung wurde ein hydrodynamischer Radius von 2315 nm bestimmt. Der
groBere Radius wurde bei den weiteren Synthesen vernachlassigt, da die Immobilisierung
der Liganden auf der Oberflaiche trotzdem erfolgreich war. Unterschiedliche
Rihrgeschwindigkeiten flihren zu unterschiedlichen PartikelgroRen, wodurch die Diskrepanz

erklart werden kann.

Die Tragerung des Liganden Bpmd (32) auf der Partikeloberfliche wurde dieser zunachst in
einer geringen Menge an Salzsdure (0.1 M) gel6st und anschlieRend auf pH 5 eingestellt.
Diese Losung wurde mit der Maghemit Nanopartikel Losung zusammengegeben und mit
Natriumhydroxid Losung neutral gestellt wobei die getrdgerten Partikel ausfielen. Die
Partikel wurden zentrifugiert und mit Wasser gewaschen. AnschlieBend konnten die
getragerten Partikel in Dimethylsulfoxid dispergiert werden. Mit Hilfe der dynamischen
Lichtstreuung wurde ein hydrodynamischer Radius von 356 nm bestimmt. Durch den Bpmd
Liganden auf der Oberflache des Partikels vergroRert sich der hydrodynamische Radius im

Vergleich zu den reinen Partikeln.
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Abb. 87: Schema der Tragerung der Maghemit-Nanopartikel mit dem Liganden Bpmd (32).

Die Loslichkeit der getragerten Partikel (34) in Dimethylsulfoxid war gut. Es bildete sich fiir
mindestens eine Woche eine stabile Dispersion. Zur Identifizierung des Liganden auf der
Oberflache wurden IR spektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Sie zeigten die
typischen Liganden Absorptionen eines des Pyridinringes bei 1630 cm™ auf der

Partikeloberflache.
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3 Ergebnisse

Die Tragerung des [Mn(CO);Bpmd]*OTf (33) auf der Partikeloberfliche mit der gleichen
Methode wie beim Bpmd (32) brachte keinen Erfolg, da die Loslichkeit im wéassrigen Medium
sehr schlecht war. Das Mangancarbonyl (33) wurde zundchst in Dimethylsulfoxid geldst und
dann mit der Partikell6sung umgesetzt. AnschlieBend wurden die vereinten Loésungen wieder
neutral gestellt und die getragerten Partikel zentrifugiert, gewaschen und in

Dimethylsulfoxid dispergiert.

1+33 T

35

Abb. 88: Schema der Tragerung der Maghemit-Nanopartikel mit [Mn(CO);Bpmd]*OTf (35).

Die mit Mangan-Ligand getragerten Partikel (34) konnten in Dimethylsulfoxid gel6st werden,
solange diese nicht getrocknet wurden. Die Tragerung wurde mit einer IR spektroskopischen
Untersuchung nachgewiesen, da die Carbonyl-Schwingungen charakteristisch fiir CORMs

sind und diese in der hier angewandten Synthese keinen anderen Ursprung haben konnten.
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Abb. 89: Darstellung des IR-Spektrums der getridgerten IONP@[Mn(CO);Bpmd]*OTf (35) mit den
charakteristischen Carbonylschwingungen bei 2032 und 1924 cm™. Die Absorption bei 1924 cm™ ist

stark verbreitet und weist auf zwei Banden hin.
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3 Ergebnisse

Die Partikellésung wurde mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung untersucht und ergab
einen Durchmesser von 37+6 nm fir das funktionalisierte System (35). In Abb. 90 sind alle
vermessenen Systeme mit lhren GroéRenverteilungen aufgetragen. Es kann deutlich

beobachtet werden, dass der Durchmesser der Partikel mit groRerem Liganden ebenfalls

steigt.
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Abb. 90: Ubersicht der hydrodynamischen Durchmesser der verschiedenen nanopartikuldren von

Maghemit (1) in Wasser, Bpomd@IONP (34) in DMSO und [Mn(CO);Bpmd]"OTf @IONP (35) in DMSO.

Um einen Uberblick (ber die Maghemit-Nanopartikel (1) und die mit
IONP@[Mn(CO)3Bpmd]"OTf (35) zu erhalten und um diese besser vergleichen zu kénnen,

wurden Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Messungen durchgefiihrt (Abb. 91).

Trotz der geringen Auflosung ist erkennbar, dass die Nanopartikel deutlich kleiner sind, als
die Ergebnisse der DLS-Messungen aussagten. Eine exakte Auswertung der GrofRenverteilung
ist aufgrund der geringen Auflosung jedoch nicht moglich. Es konnte beobachtet werden,
dass die Partikel kleiner als der bestimmte hydrodynamische Radius mit Hilfe der
dynamischen Lichtstreuung. Durch die Bestimmung des hydrodynamischen Radius der
Partikel erscheinen diese GroRer. Im TEM wird nur der Partikel aufgrund der

Elektronenbeugung als Festkdrper gesehen und stellt somit die reale GréRe des Partikels dar.
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3 Ergebnisse

Die in Abb. 91 dargestellten TEM-Aufnahmen sind bereits die hochste Auflosung, die moglich
war. Durch eine an das Gebdude angrenzende Baustelle und dadurch resultierende

Vibrationen, konnte jedoch keine hohere Auflésung erzielt werden.

e —  S—

Abb. 91: links: reine Maghemit-Nanopartikel (1), rechts: mit [Mn(CO);Bpmd]"OTf (35) getrigerte

Maghemit-Nanopartikel.
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3 Ergebnisse

3.4.6 Myoglobin-Assay der PhotoCORM funktionalisierten IONP

Die UV/Vis Spektren wurden ebenso wie bei der Vermessung des reinen
[Mn(CO)3;Bpmd]"OTf Liganden (33) von 500 bis 600 nm aufgenommen. Die getrdgerten
Nanopartikel (35) wurden wie in Kapitel 5.3.31 beschrieben frisch hergestellt. Da die
Eigenabsorption der Nanopartikel die Messung des Myoglobin-Assays stéren wiirde, wurde

die in Kapitel 5.4.8 beschriebene Alginat-Methode verwendet.

Es wurde eine homogene Mischung aus einer Alginat-Losung mit den getrdgerten
Nanopartikeln (35) in Dimethylsulfoxid hergestellt. Diese wurde in eine Calciumchlorid-
Losung getropft wobei es zu Kugelbildung kam. Die Kugeln wurden fiir eine halbe Stunde in
der Calciumchlorid-Losung belassen, um eine komplette Quervernetzung des
Alginatnetzwerkes mit den Calciumionen zu gewahrleisten. Die Kugeln wurden maoglichst
ohne Lichteinwirkung hergestellt, mit MOPS-Puffer gewaschen und im Dunklen gelagert, um
eine vorzeitige Freisetzung des Kohlenstoffmonoxids zu verhindern. Die Auswertung der
Messung erfolgte wie in Kapitel 5.4.8 beschrieben. Die Konzentration der funktionalisierten
Nanopartikel (35) und Anzahl der Alginat Kugeln wurde auf die des reinen Liganden (33)

eingestellt, um eine gute Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Die Messung der Partikel (35) im Myoglobin Assay waren reproduzierbar und zeigten keine
Abweichungen im Freisetzungsverhalten, wie bereits mit dem Liganden (33) zu beobachten
war. Die Absorption war bei beiden Temperaturen im Vergleich zu den Messungen des
reinen Liganden schwacher. Eine mogliche Lichteinwirkung kann aufgrund der langeren
Praparation der Probe nicht ausgeschlossen werden und fiihrte moglicherweise somit zu
einer vorzeitigen Freisetzung. Moglicherweise kénnte die geringere Freisetzung auch durch
geringere Lichteinstrahlung erkldrt werden. Die Nanopartikel konnten innerhalb der
Alginatkugel einen Teil des Lichtes absorbieren und wirden somit die Freisetzung anderer
CORM verhindern. Zu dieser Theorie wiirde auch die schwachere Absorption bei 20 °C im
Vergleich zu der 37 °C Messung sprechen. Durch die héhere Temperatur ware mehr
Bewegung im System und es kdonnen mehr Liganden auf der Oberfliche des Partikels

aktiviert werden.
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Abb. 92: Auftragung der Absorption gegen die Zeit der Messungen der [Mn(CO);Bpmd]*OTf @IONP
(35) bei 20 °C (links) und 37 °C (rechts).

Es wurde versucht, das verbleibende Kohlenstoffmonoxid auf der Partikeloberflache in den
Alginat-Kigelchen mittels IR (KBr) Messungen nachzuweisen. Die Versuche waren jedoch
nicht erfolgreich. Lediglich bei einer deutlich zu hohen Konzentration der Nanopartikel in
den Kigelchen konnte verbliebenes Kohlenstoffmonoxid nach Waschen und Trocknen der
Kigelchen nachgewiesen werden. Bei geringerer Partikel-Konzentration in den Kigelchen
konnten auch bei der Verwendung der doppelten Anzahl der Kigelchen keine Carbonyl-

Schwingungen nach dem Myoglobin-Assay im IR beobachtet werden.
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Abb. 93: IR-Spektrum der [Mn(CO);Bpmd]’OTf @IONP (18) in Alginat-Kiigelchen vor und nach der
Vermessung des Myoglobin-Assays mit korrekter Konzentration. Die schwach zu erkennenden

Carbonyl-Schwingungen sind als VergroRerung dargestellt.
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Der Beginn des Plateaus bei beiden Messtemperaturen streuen in einem relativ engen
Bereich (Tab. 15). Die Endpunkte wurden, wie zuvor beschrieben, abgelesen. Die
angegebene Standardabweichung stellen erneut lediglich die Abweichung der bestimmten

Werte dar und berticksichtigt nicht den Fehler des Ablesens.

Tab. 15: Ubersicht der Messergebnisse der Messung des [Mn(CO);Bpmd] OTf @IONP (35) bei den

verschiedenen Temperaturen.

Temperatur Messung Zeit / [min] Mittelwert / [min]
1 530
20 °C 2 570 550+20
3 550
1 410
37°C 2 410 40010
3 390

Das bei der niedrigeren Temperatur keine deutliche Startphase wie bei den Messungen des
reinen Mangan-Liganden zu erkennen ist, kann ebenfalls an der Alginat-Hille liegen. Es ist
kein Abfall der Absorption nach 22 h zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die
beobachtete untbliche Kinetik der Kohlenstoffmonoxid-Freisetzung bei der Messung des
[Mn(CO)3;Bpmd]"OTf (35) auf die Hydroxygruppen des Dopamin zuriickzufiihren ist. Durch
die Tragerung an die Nanopartikel sind die Hydroxygruppen des Catechols geschiitzt und

konnen keine Nebenreaktionen, welche den Myoglobin-Assay storen, eingehen.

Wie der Tab. 15 entnommen werden kann, ist der Freisetzungsprozess bei 37 °C schneller als
im Vergleich bei 20 °C. Dies korreliert mit den vorrangegangenen Messungen des reinen
Liganden bei den gleichen Temperaturen. Die Freisetzung ist insgesamt etwas langsamer als
beim freien Liganden. Eine mogliche Schwachung des eingestrahlten Lichtes durch die

absorbierenden Nanopartikel ist hierfiir eine Erklarung.

Eine Dunkelmessung der Partikel zeigte ebenfalls keine Kohlenstoffmonoxidfreisetzung bei
beiden Temperaturen. Eine thermisch induzierte Freisetzung ist demnach auch bei den

getragerten Nanopartikel nicht moglich (Abb. 94).
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Abb. 94: Dunkelmessungen des [Mn(CO);Bpmd]"OTf @IONP (35) bei 20 °C (links) und 37 °C (rechts).

Es wurden deutliche Vor- und Nachteile des modifizierten Myoglobin-Assays mit Hilfe der
Messungen aufgezeigt. Sowohl der freie Ligand (33) als auch die getragerten Partikel (35)
konnten mit Hilfe dieser Methode vermessen werden. Die Reproduzierbarkeit der
Messungen bei 37 °C des [Mn(CO);Bpmd] OTf (33) war nicht zufriedenstellend. Auch
wurden starke Unterschiede bei den Absorptionsverlaufen zwischen den Messungen bei
20°C und 37°C des Mangan-Liganden (33) deutlich. Einige Effekte konnten nicht
temperaturunabhdngig beobachtet werden. Darunter fallen vor allem das Sinken der
Absorption und der folgende Anstieg bei den Messungen bei niedrigerer Temperatur. Eine
mogliche Erkldrung des Verhaltens von [Mn(CO);Bpmd] OTf (33) kdnnten die freien
Hydroxylgruppen am Catecholanker sein. Die Diole kdnnten Nebenreaktionen eingehen oder
auch als Ligand am Metallzentrum koordinieren. Fir genauere Untersuchungen kénnten die
Diole mit einer Schutzgruppe versehen werden, um so einen moglichen Einfluss zu
untersuchen. Die Hydroxygruppen sind nach der Tragerung auf die Partikel nicht mehr frei,
sodass Uber die Hydroxyfunktionalititen des CORMs bei dem getragerten Liganden keine
Nebenreaktionen ablaufen kénnten. Uber die hier durchgefiihrten Messungen kann deutlich
gesehen werden, dass das System [Mn(CO);Bpmd]'OTf @IONP (35) unter annahernd
physiologischen Bedingungen stabil ist, da anderenfalls dahnliche Effekte auftreten missten,

wie es bei den Messungen des reinen Liganden zu beobachten war.

Die Langzeit IR spektroskopische Untersuchung des photosensiblen CORMs (33) zeigt, dass
eine Freisetzung des Kohlenstoffmonoxides nicht direkt nach der Bestrahlung beginnt. Es
muss zuerst eine Aktivierung erfolgen. Sobald diese Aktivierung erfolgt ist, ist bei dem reinen
CORM (33) keine weitere Bestrahlung mehr notwendig, um das Kohlenstoffmonoxid

freizusetzen. Bei geringerer Bestrahlung wird jedoch auch weniger CORM freigesetzt. Ohne
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UV-Strahlung hingegen wird kein Kohlenstoffmonoxid freigesetzt. Die UV-Strahlung ist somit

essentiell fir die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung des hier vermessenen CORMs.

Die Vermessung der funktionalisierten Nanopartikel (35) konnte unter Verwendung von
Alginatklgelchen (s. Kapitel 5.4.8) durchgefiihrt werden. Die Freisetzung des
Kohlenstoffmonoxids verlief auf der Partikeloberfliche langsamer als bei dem reinen
Liganden. Eine mogliche Erklarung ist die Absorption der eingestrahlten Wellenlange durch
die Partikel. Zudem wurde gesehen, dass die Kohlenstoffmonoxid-Freisetzung bei héherer
Temperatur schneller erfolgt als bei 20°C. Dies kdnnte durch hohere Freiheitsgrade

aufgrund der thermischen Anregung erklart werden.

Die Aktivierung dieses photosensiblen Ligandensystems wurde in vorangegangenen Arbeiten

moglicherweise durch die Verwendung von starkeren UV-Lampen Ubersehen. Jedoch zeigten

(151 (148

die Arbeiten von ScHaTzscHNeiDER™Y als auch BERenDs und Kurz, I dass eine solche
Aktivierungsphase fir tridendate Mangancarbonyle mdglich ist. Eine exakte Auswertung der
Messdaten durch die nicht triviale Kinetik sehr schwer. Es konnten maximal grobe Werte zur

Orientierung ermittelt werden.

Die Versuche zeigen, dass die Verwendung der Alginatkiigelchen im Myoglobin-Assay nicht
nur auf thermisch labile Kohlenstoffmonoxid freisetzende Verbindungen, sondern auch fir

photosensible Systeme eingesetzt werden kann
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der Arbeit war es, eine funktionalisierte IONPs (iron oxide nanoparticle) mit
Kohlenstoffmonoxidfreisetzenden Verbindungen (CORMs, CO releasing materials)
herzustellen. Hierzu sollte fur die ersten Versuche ein CORM-3 System verwendet werden,

welches
thermosensitiv. und
in der Literatur gut
untersucht ist. Des

Weiteren sollten

stabile Dispersionen

der Nanopartikel

Abb. 95: Schematische Darstellung des Konzeptes zur Wechselfeld

hergestellt  werden
induzierten Kohlenstoffmonoxidfreisetzung.

und auf deren
Kohlenstoffmonoxidfr
eisetzung bei verschiedenen Temperaturen und im magnetischen Wechselfeld untersucht
werden. Die mogliche Verwendung von photolytisch aktiven CORMs sollte untersucht

werden um diese auf IONPs zu immobilisieren und deren Kohlenstoffmonoxidfreisetzung zu

untersuchen.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das neue Konzept der
beschleunigten Kohlenstoffmonoxidfreisetzung mit Hilfe eines magnetischen Wechselfeldes
durch immobilisierte Kohlenstoffmonoxid freisetzende Verbindungen auf magnetischen
Nanopartikeln erfolgreich angewendet werden konnte. Verwendet wurde ein CORM-3
analoges System, welches lber eine Catechol-Ankergruppe auf der Oberflache des Partikels
immobilisiert wurde. Die Halbwertszeit der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung, welche mit dem
bekannten Myoglobin Assay untersucht wurde, lag bei 13+2 min bei 25 °C. Durch Anlegen
eines externen magnetischen Wechselfeldes konnte die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung auf

712 min bei 25 °C beschleunigt werden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde eine Erhéhung der Halbwertszeit und Loslichkeit der
CORM-3 analogen Verbindung auf magnetischen Nanopartikeln, sowie eine Modifikation des
bekannten Myoglobin Assays zur Vermessung von stark absorbierenden Substanzen

vorgestellt. Das CORM-3 analoge Molekil wurde auf einer Maghemit
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Nanopartikeloberflache immobilisiert. Durch magnetisches Heizen der Nanopartikel wurde
die Kohlenstoffmonoxidfreisetzung beschleunigt, jedoch nicht das umgebende Medium
erwarmt. Um die Loslichkeit zu verbessern, wurden die funktionalisierten Nanopartikel in ein
wasserldsliches Polymer eingebettet. Von den verschiedenen getesteten Polymeren
Polyethylenglycol (PEG), Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC) und Dextran mit
einer Molmasse von 100kDa zeigte Dextran mit einer Molmasse von 500kDa im Vergleich die

beste Wasserldslichkeit und Halbwertszeitverlangerung.

Das Kompositmaterial Dextran@CORM@IONP filihrte zu einer erhohten Halbwertszeit von
5819 min bei 20 °C im Vergleich zu CORM®@IONP mit 13+2 min bei 25 °C. Die Verlangsamung
der Freisetzung resultiert

o)

iron oxidh © B aus einer Abschirmung

(0]
nanoparticle\O ~ HoN-.,, | ..CO
C

IONP c="~co der Kohlenstoffmonoxid-

0
CORM@IONP freisetzenden Verbindung
gegeniiber
CO-release: Poly@CORM@IONP
1000+ beschleunigenden
[ Jwithout
] vithout Faktoren aus dem
B vithout
" pate - .
£ B i A Myoglobin  Assay  wie
: Natriumdithionit, MOPS-
Puffer oder dem Protein.
0+
10 20 30 40 50 60 :
temperature / °C a'gg‘;ﬁ%%,’\{? Des Weiteren wurde das
dunkle, stark  UV/Vis
Abb. 96: Schematische Darstellung der CORM-3 funktionalisierten absorbierende
Partikel mit Polymerhlle und Einlagerung in Alginatkugeln zur Dextran@CORM@IONP

Halbwertszeitenbestimmung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im  Kompositmaterial ~ durch

Myoglobin Assay von Alginat@Dextran@CORM@IONP (9). Verwendung eines

quervernetzten
Alginatnetzwerkes vom Myoglobin Assay separiert. Durch diese neu entwickelte Abtrennung
konnten die Verdnderungen im UV/Vis des Myoglobin Assays ohne Uberlagerung der stark
absorbierenden Nanopartikel beobachtet werden. Die Mdoglichkeit, stark absorbierende
Substanzen im gut untersuchten und oft verwendeten Myoglobin Assay in einer einfachen
UV/Vis Kuvette mit geringem Aufwand und Kosten zu untersuchen, stellt einen groRen

Vorteil gegenliber anderen Methoden dar.
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Die bestimmten Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung des Kompositmaterials
Alginat@Dextran@CORM®@IONP unterstiitzen das Konzept der durch magnetisches Heizen
beschleunigten Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von CORM@IONP. Es konnte gezeigt
werden, dass eine  Beschleunigung der  Kohlenstoffmonoxidfreisetzung in
Alginat@Dextran@CORM@IONP um den Faktor 2.6 (von 172427 min zu 6515 min) bei
physiologischen Temperaturen (37 °C) erreicht werden konnte. Bei 20 °C konnte die
Halbwertszeit um den Faktor 5.7 und bei 50°C um 1.5 beschleunigt werden. Die
Beschleunigung der Halbwertszeit konnte mit der Erwdarmung der magnetischen
Nanopartikel auf der Oberflache durch das magnetische Heizen in Verbindung gebracht

werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Funktionalisierung von magnetischen Nanopartikeln

mit Oxim basierten
M\ 20°C R= Me
2501 HN /N//.F?\ co [_137°CR=Me| Kohlenstoffmonoxid freisetzenden
T _ « 4(.:“OvCOOR 50°C R= Me
N /] 20°C R= Et ¥ B
295 | 7 iy A srcre Molekiilen auf vorgestellt. Zunachst
e 200- l / BEASOCR=Et | \yrden die bekannten Verbindungen
£ 2001
2 Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl und
2 .
% 204 T Carbaldehydoxim(COOEt)(CO),Cl
ey /_'_ . .
104 / hergestellt. Die Bestimmung der
ol . . % ii Halbwertszeiten erfolgte mit Hilfe des

Myoglobin Assays (Abb. 97) und ergab

Abb. 97: Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxid- fur die Methoxy Verbindung 220+23
freisetzung im Myoglobin Assay von min bei 20 °C, 21+2 min bei 37 °C und
Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) und 5+1 min bei 50 °C. Die
Carbaldehydoxim(COOEt)(CO),Cl (14) Halbwertszeiten die Ethoxy-

substituierten Verbindung ergaben
22619 min bei 20 °C, 15+1 min bei 37 °C und 61 min bei 50 °C. AnschlieRend musste zur

Immobilisierung auf der Partikeloberflache das Riickgrat des Oxims erweitert werden.
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Durch Verwendung einer Acetalschutzgruppe gelang die Synthese der neuartigen CORMs

sowie eines der entschiitzten Derivate. Die Bestimmung der Halbwertszeiten (Abb. 98) der

o = geschitzten Methoxyverbindung ergab
200+ o) NN/ ?I co . . ° . .
] T >< z Ru), 155+13 min bei 20°C, 18+1 min bei
180 - (o) \N4 co COOR
] 7 OH 37 °C und 441 min bei 50 °C, sowie fiir
160 T %
£ ] J_ % 20°CR=Me| die Ethoxyverbindung 172423 min bei
E 1404 / 37°C R= Me
R % Bl 50°CR=Me| 20 °C, 18+3 min bei 37 °C und 4+1 min
° 7 77/7]20°C R= Et
o< 20 / _ T |eAsrcRr=Et | pej50°C. Durch die Modifizierung des
s | / =7 B 50°C R=Et
104 / % Riickgrates konnte eine Beschleunigung
ol ./ ] 7, e der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im

Vergleich zu den unmodifizierten

Abb. 98: Halbwertszeiten der Kohlenstoffmonoxid- Verbindungen Methoxy- und
freisetzung im Myoglobin Assay von
Ru(n*-19)(COOMe)(CO),Cl (22) und

Ru(n*-19)(COOEt)(CO),Cl (21).

Ethoxyverbindungen Carbaldehydoxim-
(COOMe)(CO),Cl und Carbaldehydoxim-
(COOEt)(CO),ClI (Abb. 97) festgestellt
werden. Der Vergleich der Halbwertszeiten untereinander zeigte im Rahmen der

Messungenauigkeit keine Unterschiede.

Die entschiitzte Oxim basierte Kohlenstoffmonoxid freisetzende Verbindung

Ru(n’-20)(COOEt)(CO),Cl

Y
i i ci .
nlarggr;)axrltci’;e _°]©)VNI/N;R:U;°° - (23) wurde auf Maghemit
IONP —o0 X co COOE
OH Nanopartikel immobilisiert,

O mit dem wasserldslichen
Polymer Dextran mit einer

H

800

600 - ‘. *

£
E Alginat@Dextran@Oxim@IONP Dextran@Oxim@IONP
8 Molmasse von  500kDa
o 400+ T 20°C without
v l 37°C without eingebettet und im
I I 50°C without
200 + - W77 37°C with AC-Field | Myoglobin Assay auf ihre
] % .
W Kohlenstoffmonoxid
0 T T T IA -—\ . .
10 20 30 40 50 60 freisetzenden Eigenschaften

. . . . (Abb. 99) mit Hilfe der
Abb. 99: Schematische Darstellung der Oxim funktionalisierten

Partikel mit Polymerhiille und Einlagerung in Alginatkugeln zur Alginat-Methode

Halbwertszeitenbestimmung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung im untersucht. Die Freisetzung

Myoglobin Assay von Alginat@Oxim@CORM@IONP (27). von  Kohlenstoffmonoxid
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4 Zusammenfassung und Ausblick

des Kompositmaterials Alginat@Dextran@Oxim@IONP ergab 814+23 min bei 20 °C, 346183
min bei 37°C und 7311 min bei 50 °C, sowie eine Beschleunigung im magnetischen
Wechselfeld um den Faktor 2.3 zu 155+27 min bei 37 °C. Es konnte gezeigt werden, dass die
Beschleunigung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung auch auf andere Kohlenstoffmonoxid
freisetzende Systeme libertragen werden kann. Des Weiteren ist die Alginat Methode nicht
nur auf substitutionslabile Verbindungen beschrankt und kann auch fiir photolytisch aktive

Verbindungen verwendet werden.

Im dritten Teil wurde die Immobilisierung einer photolabilen Kohlenstoffmonoxid
freisetzenden Verbindung auf Maghemit Nanopartikel untersucht, sowie die Untersuchung

der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung mit Hilfe der Alginat Methode im Myoglobin Assay. Es

N konnte prinzipiell gezeigt

| , werden, dass eine

----Mn CO OTfe Immobilisierung auf Maghemit
j@/\/ ' Nanopartikeln moglich ist. Auch
eine Einbettung der

Partikeldispersion in ein

Abb. 100: Schematische Darstellung des auf der IONP Alginatnetzwerk gelang. Die

Oberflache immobilisierten PhotoCORMs (35). Untersuchung der Kinetik der
Kohlenstoffmonoxidfreisetzung der modifizierten Partikel verlief jedoch nicht einheitlich.
Dennoch zeigten die Versuche, dass eine Verwendung von photosensiblen
kohlenstoffmonoxidfreisetzenden Verbindungen mit Hilfe der Alginat Methode im

Myoglobin Assay moglich ist.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Messmethode und das Konzept, magnetische Nanopartikel
zur Wechselfeldbeschleunigung einer Kohlenstoffmonoxidfreisetzung verwenden zu kénnen,
konnte nun auf diverse andere CORMs (ibertragen werden. Die Verringerung der
PolymergrofRe oder Veranderung des Polymers an sich kdnnten fiir eine bessere Loslichkeit

des Kompositmaterial und dadurch zu hoheren Konzentrationen an Wirkstoff fliihren.

Die Funktionalisierung der IONPs kdnnte hinsichtlich der Beladungsdichte noch optimiert
werden. Das Alginat@Dextran@CORM@IONP Kompositmaterial kann nur 0.2 mol
Kohlenstoffmonoxid pro mol Ruthenium freisetzen. Bei diesem System waére eine Steigerung

der Freisetzung durch Vermeidung des Verlustes von Kohlenstoffmonoxid wahrend der
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Synthese sehr interessant. Ebenfalls misste die Dispergierbarkeit und Stabilitat solcher
Kompositsysteme in Blut getestet werden, um als Fernziel das tatsachliche

Akkumulationsverhalten der Polymersysteme in einem Tumorgewebe zu untersuchen.
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5 Experimenteller Teil

5 Experimenteller Teil

5.1 Gerate

NMR-Spektren
300 MHz: FT-NMR-Spektrometer Avance Il (2010), Fa. Bruker.
600 MHz: FT-NMR-Spektrometer Avance Ill (2011), Fa. Bruker.

Fir die Messungen in CDCl; wurde Tetramethylsilan (TMS) als Referenz verwendet. Bei
Messungen in DMSO-Dg wurde mit Hilfe des Solvenssignals referenziert. Alle chemischen
Verschiebungen 6 sind in ppm angegeben. Alle Spektren wurden bei 300 K durchgefiihrt,

soweit nicht anders angegeben.

Massenspektren

HR-MS: UHR-QTOF maXis 4G (Bruker Daltonics).

El: Triple-Quadrupol-Massenspektrometer TSQ 7000 (Finnigan MAT).

ESI: lon-Trap-API-Massenspektrometer Finnigan LCQ Deca (Thermo Quest).
MALDI: MALDI-TOF Ultraflex | (Bruker Daltonics).

IR-Spektren

Die Messungen wurden an einem Tensor 37 der Firma Bruker unter Verwendung von KBr-

Presslingen aufgenommen.

Sdulenchromatograph

Die Auftrennung erfolgte an einem Reveleris Chromatograph der Firma Grace.
UV/Vis Spektrometer

Die Aufnahmen der Spektren erfolgte an einem Specord S 600 der Firma Analytik Jena.
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Transmissionselektronenmikroskopie

Die Messungen wurden an einem Titan 80-300 der Firma FEI am Ernst-Ruska-Zentrum (ER-C)

des Forschungszentrums Jilich aufgenommen.
Atomabsorptionsspektroskopie

Die Bestimmung erfolgte an einem AAnalyst der Firma Perkin Elmer. Alle Standards

(Ruthenium und Lanthan) wurden von der Firma Sigma Aldrich erworben.

Zur Untersuchung von geringen Probenkonzentrationen wurde bei der Bestimmung von
Ruthenium Lanthan als Signalverstarker hinzugefiigt. Dies ermdglichte eine Bestimmung von

Ruthenium in geringen Konzentrationen, ohne grof’e Probenmenge zu verbrauchen.
Probenvorbereitung:

50 mg des zu untersuchenden Feststoffes wurde in einem Becherglas dreimal mit 10 mL
Kénigswasser ausgekocht. Der Uberstand wurde in HCI (3.7 %) gelést und durch einen Filter
in einen 1L Messkolben gegeben. Der Messkolben wurde mit HCl (3.7 %) aufgefullt. Es
wurde eine Ruthenium-Konzentrationsreihe aus einem Ru-Standard (1 g/L) hergestellt. Die
Konzentrationen betrugen 10mg/L, 6mg/L, 3mg/L, 1mg/L und 0.5mg/L. Zur
Signalverstarkung wurden jeweils zu den Versuchsreihen zehn Volumenprozent Lanthan-

Standard (1 g/L) zugegeben.

Dynamische Lichtstreuung

Die Bestimmung der hydrodynamischen Radien erfolgte an einem Zetasizer Nanoseries der

Firma Malvern.
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5.2 Chemikalien

Name CAS Hersteller Reinheit [%]
2-Chloro-3,4-dihydroxy-

99-40-1 Sigma-Aldrich 97
acetophenon
3-(N-Morpholino)-

1132-61-2 Fluka Analytical >99.5
Propansulfonsaure
Aceton 67-64-1 VWR 99.8
Acetonitril 75-05-8 Sigma-Aldrich >99.5
Ammoniak 7664-41-7 technisch 25
D,L-3,4-Dihydroxy-phenylalanin  63-84-3 Sigma Aldrich 99
3,4-Dimethoxyphenethylamine  120-20-7 Sigma Aldrich 97
Dopaminhydrochlorid 62-31-7 Sigma Aldrich 99
Eisen(ll)chloridtetrahydrat 13478-10-9 Alfa Aesar 98
Eisen(lll)chloridhexahydrat 10025-77-1 Grissing 99
Eisen(lll)nitratnonahydrat 7782-61-8 Sigma Aldrich >98
Essigsaure 64-19-7 VWR 99
Ethanol 64-17-5 VWR >99.8
Ethylacetat 141-78-6 Sigma Aldrich 299.5
Hydroxylaminhydrochlorid 5470-11-1 Grissing 98
Imidazol-2-carboxaldehyd 10111-08-7 TCl >98
Manganpentacarbonylbromid 14516-54-2 STREM 98
Methanol 67-56-1 Fischer Scientific 99
Myoglobin aus dem Pferde-

100684-32-0 Sigma Aldrich 95-100
Skelettmuskel
Natriumcarbonat 497-19-8 Riedel-de Haén >99.8
Natriumdithionit 7775-14-6 Fischer Scientific > 85
Natriumhydroxid 1310-73-2 Merck >99
Natriumtriacetoxyborhydrid 56553-60-7 Sigma Aldrich 97
Phosphorpentoxid 1314-56-3 Applichem/Panreac 98
Pyridin-2-aldehyd 1121-60-4 Sigma Aldrich 99
Salpetersaure 7697-37-2 technisch 65
Salzsdure 7647-01-0 Fischer Scientific 36.9
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5.3 Synthesen

5.3.1 Maghemit-Nanopartikel (1)

In 380 mL destilliertem Wasser wurden 3.27g (16.5 mmol) FeCl, x4H,0 und 8.7¢g
(32.2 mmol) FeCls x 6H,0 gelost. Unter starkem Rihren mittels eines KPG-Rihrers (50 %
Leistung) wurde das Reaktionsgemisch mit 20 mL konz. Ammoniak versetzt, wobei
0.33 Tropfen pro Sekunde zugegeben wurden. Die entstandene rotbraune Suspension wurde
fur zehn Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, der
Bodensatz mit 50 mL Salpetersdure (2 mol/L) suspendiert und fiir 5 min gerihrt. Nach der
Zugabe von 60 mL einer 0.35 mol/L Eisen(lll)-nitrat Losung wurde flr eine Stunde zum
Rickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen der Suspension wurde diese fiir 20 min bei 2000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Maghemit-Nanopartikel mit d.d.
Wasser aufgenommen. Die entstandene dunkelrote Losung wurde mit d.d. Wasser auf

200 mL aufgefiillt.

Ausbeute: 2.52 g.

IR-Spektrum (KBr): v [cm™] = 3433, 1627, 1384, 629, 578.
DLS: 1315 nm.

TEM: 8-12 nm
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5.3.2 D/L-Dihydroxy-phenylalanin funktionalisierte Maghemit Nanopartikel
(2)

OH

dNOlI

NH,

300 mg Maghemit Nanopartikel (1) wurden in 100 mL d.d. Wasser gelost. 160 mg D,L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) wurden unter Ultraschall in 5 mL d.d. Wasser gel6st und zu
der Losung hinzugegeben. Der pH-Wert wurde mit verd. NaOH-Losung auf 7.6 eingestellt
und mit 800 mL Acteon versetzt. Die Partikel wurden mit einem Permanentmagneten
sedimentiert und der Uberstand verworfen. AbschlieRend wurden die Partikel dreimal mit je

50 mL Aceton gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 192 mg

IR-Spektrum (KBr): v[cm™] = 581, 631 (Fe-O Gerlistschwingung), 802 (DOPA), 879 (DOPA),
1384, 1587, 1445 (DOPA), 3431 (OH Oberflachenschwingung)
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5.3.3 Tricarbonyldichlororuthenium(ll) Dimer (3)

oC O _a ¥ co
‘R Ru

u
OC 1 g~ I CO

—
u_ '
CO

|
Cl
In einen Autoklaven mit Glasinlett wurden 2.00 g Trirutheniumdodecacarbonly (3.1 mmol)
80 mL Chloroform und 2mL Ethanol gegeben. Die Mischung wurde unter
Stickstoffatmosphadre in einem Autoklaven bei 5bar und 110 °C fir 18 h gerihrt. Die
erhaltene Losung wurde am Rotationsverdampfer auf die Hélfte eingeengt. Der Kolben
wurde Uber Nacht bei -10 °C gelagert, der Feststoff abfiltriert und dreimal mit 10 mL kaltem
Chloroform gewaschen. Die vereinten Losungen wurden erneut eingeengt und zum
Auskristallisieren in den Gefrierschrank gestellt. Die Losung wurde so lange eingeengt und

auskristallisieren lassen, bis kein farbloser Feststoff mehr auskristallisierte.
Ausbeute: 1.47 g (62 %, Lit."*?: 61 % - 80 %).

IR-Spektrum (KBr): v [cm-1] = 2146 (freies CO), 2091, 2066 (Ru-CO), 610, 564, 477, 467.
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5.3.4 CORM funktionalisierte Maghemit Nanopartikel, CORM@IONP (4)

O
_+—0
O o)
Z /
T o HZN\RU,CO
Cl” 1 "CcO
CO

95 mg D/L-DOPA-funktionalisierte Nanopartikel (2), 90 mg (0.18 mmol) [Ru,Cl4(CO)e], und
50 mg Natriummethanolat wurden unter Stickstoffatmosphare in 40 mL tr. Methanol
suspendiert. Die Suspension wurde fir 2 Stunden zum Riickfluss erhitzt, auf Raumtemp.
abkihlen lassen und der Feststoff mit einem Permanentmagneten sedimentiert. Der

Feststoff wurde dreimal mit jeweils 10 mL Aceton gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 80 mg.

IR (KBr): V/cm-1 = 3417 (br, s), 2961 (w), 2925 (w), 2856 (w), 2360 (w), 2238 (w), 2059 (m),
1986 (m), 1619 (s), 1482 (m), 1387 (w), 1262 (m), 1114 (w), 806 (w), 631 (s), 581 (s).

120



5 Experimenteller Teil

5.3.5 Tri(carbonyl)-chlorido-phenylalaninato-ruthenium(ll) (5)
O

P
HN—Ry-CO
1 "CO

74 mg (0.45 mmol) D/L-Phenylalanin (2-Amino-3-phenylpropionsaure), 117 mg (0.23 mol)
[RuCl,(CO)s]» (3) und 42 mg (0.62 mol) Natriumethanolat wurden in 50 mL tr. Methanol
unter Stickstoffatmosphdre bei Raumtemp. fiir 18 Stunden gerihrt. Das Losungsmittel
wurde i. Vak. entfernt und der entstandene Feststoff in 50 mL tr. Tetrahydrofuran wieder
aufgenommen. Die Loésung wurde Uber Celite gefiltert, eingeengt und ein gelblicher Feststoff

mit n-Hexan ausgefallt.

Ausbeute: 90 mg (0.23 mmol, 51 %).

IR (KBr): ¥/cm—1 = 2137 (s), 2057 (s), 1984 (m), 1644 (s).
MS (El): m/z =320 [M - CO, CI]".

'H-NMR (500 MHz, dg-THF): 6 = 7.38 (d, 3'J=7.5, 2H, 2,6-(ortho-)CeHs), 7.31 (t, 3]=7.5, 2H, 3,5-
(meta-)CgHs), 7.21 (d, *J=7.3, 1H, para-CeHs), 3.97 (m, 1H, CH), 3.42 (dd, 1H, diastereotopes H
von CH;), 3.04 (m, 1H, diastereotopes H von CH;) ppm. Im NMR-Rdhrchen konnte die
Entstehung eines gelben Feststoffes aus der THF-Losung innerhalb von 2 Stunden
beobachtet werden. Das ‘H-NMR-Spektrum zeigte zusitzliche kleine Signale bei 6.42 und
5.54 ppm auf. Diese konnten ein Indikator fiir die Entstehung eines weiteren Produkts durch

Ligandenaustausch von CO und THF sein.
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5.3.6 CORM-3 (6)

Unter Stickstoffatmosphare wurden 129 mg (252 umol) [RuCl,(CO)s]l,, 39 mg (520 umol)
Glycin und 34 mg (630 umol) Natriumethoxid in 75 mL tr. Methanol gegeben. Die Losung
wurde fiir 18 h bei Raumtemp. geriihrt und farbte sich gelblich. Das Lésungsmittel wurde
i. Vak. bei 20 °C entfernt und der Riickstand in 50 mL Tetrahydrofuran suspendiert. Die
Suspension wurde (iber eine Pore 3 Fritte filtriert und i. Vak. eingeengt. Die L6sung wurde
mit 50 mL n-Hexan versetzt und der entstandene Feststoff abfiltriert. Der gelbliche Feststoff

wurde dreimal mit 5 mL n-Hexan gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 118 mg (80 %, Lit."**":96 %)

IR: ¥/cm-1 = 2134 (s), 2072 (s), 2058 (s), 1985 (w). Das Spektrum andert sich stark in

Abhangigkeit des pH—Wertes.[”g]
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5.3.7 [Ru(CO);Cl] DOPA-IONPs (7)

o)
‘o
e P
5 HoN—Ry-CO
0 I’ GO
co

D/L-Dihydroxy-phenylalanin funktionalisierte Maghemit Nanopartikel (2) (20 mg) und
[Ru(CO)sCl»]5 (3) (20 mg, 45 mmol) wurden jeweils in 5 mL d.d. Wasser mit Ultraschall gelost,
vereint und bei Raumtemp. fiir drei Stunden geriihrt. Nach der Zugabe von 50 mL Aceton
wurden die Partikel mit einem Permanentmagneten sedimentiert und der Uberstand
verworfen. Der entstandene Feststoff wurde dreimal mit je 10 mL Aceton gewaschen und

Uber Nacht i. Vak. getrocknet.

Ausbeute: 17.7 mg

IR (KBr): v [cm-1] = 584, 636 (Fe-O Geriistschwingung), 817, 883 (DOPA), 1619, 1121, 1487
(DOPA), 1989 (M-CO), 2060 (M-CO), 2129 (M-CO).
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5.3.8 Dextran@CORM@IONP (8c-500@7)

20 mg [Ru(CO)sClz]2 wurden in 5 mL d.d. Wasser in einem Schnappdeckelglas gelost. 60 mg
Dextran 500k wurden in 5 mL einer Lésung aus 2 (4 mg/mL in d.d. Wasser) ebenfalls in
einem Schnappdeckelglas gelost. Beide Losungen wurden eine Stunde geriihrt, dann
vereinigt und fir weitere 3 h geriihrt. Das Schnappdeckelglas (25 mL) wurde komplett mit
Aceton aufgefillt und der ausgefallene Feststoff (ber Nacht sedimentiert. Der Feststoff

wurde dreimal mit jeweils 5 mL Aceton gewaschen und anschlieBend i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 63 mg

IR-Spektrum (KBr): v [cm1] = 548, 614 (FeO Gitterschwingungen), 766, 915, 1159 (CH
Dextran), 848, 1009, 1426 (DOPA), 1367, 1647 (Nitrat- und Nitritschwingungen), 1985, 2059,
2141 (CO), 2924 (CO Dextran), 3435 (OH-Oberflachenschwingungen)

5.3.9 Synthese von Alginat@Dextran@CORM@IONP (9)

10 mg von 8c¢c-500@7 wurden in 0.5 mL MOPS-Puffer mit Hilfe einer Spritze durch
mehrmaliges Aufziehen geldst. AnschlieRend wurden 0.3 mL der Loésung mit 0.7 mL
Alginatlosung (50 mg Natriumalginat in 10 mL d.d. Wasser) vereint und wieder mit Hilfe
einer Spritze gut durchmischt. Die entstandene stark viskose Losung wurde durch eine
Kaniile (B-Braun, Sterican, 0.60x80mm BL/LB, Einmal-Injektions-Kanile) in eine
Calciumchlorid-Losung (2 g Calciumchlorid-Hexahydrat in 60 mL d.d. Wasser) getropft. Die
entstandenen Kugeln wurden fiir 30 min. in der Losung gelassen, um eine vollstdndige
Quervernetzung des Polymers zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden die Kugeln fiinfmal
mit je 10 mL d.d. Wasser und dreimal mit je 10 mL MOPS-Puffer zur Lagerung gewaschen.

Der Kugeldurchmesser betrug 2 mm.

Zur Herstellung von kleineren Kugeln (1 mm) wurde eine B-Braun, Sterican, 0.30x12mm

BL/LB Kanule verwendet.
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5.3.10Synthese von Alginat@CORM-3 (10)

3 mg CORM-3 (6) wurden in 10 mL MOPS-Puffer oder d.d Wasser mit Hilfe einer Spritze
durch mehrmaliges Aufziehen geldst. AnschlieBend wurden 0.3 mL der Lésung mit 0.7 mL
Alginatlosung (50 mg Natriumalginat in 10 mL d.d. Wasser) vereint und wieder mit Hilfe
einer Spritze gut durchmischt. Die entstandene stark viskose Losung wurde durch eine
Kanule (B-Braun, Sterican, 0.60x80mm BL/LB, Einmal-Injektions-Kanule) in eine
Calciumchlorid-Losung (2 g Calciumchlorid-Hexahydrat in 60 mL d.d. Wasser) getropft. Die
entstandenen Kugeln wurden fiir 5 min. in der Losung gelassen, um eine Quervernetzung
des Polymers zu gewadhrleisten. AnschliefRend wurden die Kugeln fiinfmal mit je 10 mL d.d.
Wasser und dreimal mit je 10mL MOPS-Puffer zur Lagerung gewaschen. Der

Kugeldurchmesser betrug 2 mm.
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5.3.11Imidazol-2-Carbaldehyd Oxime (12)

1.44 g (20.7 mmol) NH,OH*HClI wurden in 8 mL Reinstwasser gelést und mit 1.1g
(10.4 mmol) Na,COs3 neutralisiert. AnschlieRend wurden 1.0g (10.4 mmol) Imidazol-2-
Carboxaldehyde (29) hinzugefiigt und 24 h bei 70 °C gerlhrt. Bei der anschlieRender
Eisklihlung fiel ein farbloser Feststoff aus. Die Losung wurde filtriert und mit d.d. Wasser

gewaschen. Der Feststoff wurde i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 478 mg (41 %, Lit.: 44 % [35]).
HR-MS (ESI): m/z = 112.05 [M-H]+.

'H NMR (300 MHz, D,0): & = 7.31 (s, 1H, NO-H), 6.78 (s, 1H, NOH-CH-C), 6.39 (s, 2H, CH-CH),
6.34 (s, 1H, N-H) ppm.

IR-Spektrum (KBr): v [cm-1] = 3193 (OH-Schwingung), 3034, 2949 (C=CH-R Schwingung),
930,984 (HRC=CHR'-Schwingung).
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5.3.12Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl) (13)
HN/=\N Cl
7 .1 \CO
Ly
¢ coCOOMe
OH

100 mg (0.20 mmol) Tricarbonyldichlororuthenium(ll)-Dimer (3) wurden in einem
Mikrowellenréhrchen in 1.5 mL Methanol gelost. 66 mg (0.60 mmol) Imidazol-2-
carbaldehydoxime (26) wurden in 1.5 mL Methanol gel6st und langsam unter Rithren zu dem
zu dem Tricarbonyldichlororuthenium(ll)-Dimer (3) gegeben. Das Mikrowellenréhrchen
wurde verschlossen und bei 30°C fiir 7 Tage gerthrt. Die Losung wurde langsam rétlich und
es bildete sich ein farbloser Feststoff. Die Lésung wurde zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Der Feststoff wurde dreimal mit 2 mL kaltem Methanol gewaschen. Die
vereinten organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer eingeengt. Der erneut

ausfallende Feststoff wurde durch Zentrifugieren von der Losung getrennt und mit kaltem

Methanol gewaschen.
Ausbeute: 43.4 mg (31 %, Lit.: 41% *4).
IR-Spektrum (KBr): v [cm-1] = 2068, 1990 (CO-Schwingung).

'H NMR (300 MHz, CDs0D): 6 = 8.43 (s, 1H, N=C-H), 7.40 (d, J = 15.8 Hz, 2H, H-C=C-H), 3.36
(s, 3H, CH3) ppm.
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5.3.13Ru(Imidazol-2-Carbaldehydoxim(COOEt)(CO),Cl) (14)

HN_ Cl
/N/"' I \CO
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¢ &0 COOEt
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OH

100 mg (0.20 mmol) Tricarbonyldichlororuthenium(ll)-Dimer (3) wurden in einem
Mikrowellenréhrchen in  1.5mL Ethanol gelost. 66 mg (0.60 mmol) Imidazol-2-
carbaldehydoxime (12) wurden in 1.5 mL Ethanol gelost und langsam unter Riithren zu dem
zu dem Tricarbonyldichlororuthenium(ll)-Dimer (3) gegeben. Das Mikrowellenréhrchen
wurde verschlossen und bei 30 °C fiir 5 Tage gerihrt. Die Losung wurde langsam rétlich und
es bildete sich ein farbloser Feststoff. Die Lésung wurde zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Der Feststoff wurde dreimal mit 2 mL kaltem Ethanol gewaschen. Die
vereinten organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer eingeengt. Der erneut
ausfallende Feststoff wurde durch Zentrifugieren von der Losung getrennt und mit kaltem

Ethanol gewaschen.
Ausbeute: 68.4 mg (45 %, Lit.: 53 % 1),

'H NMR (300 MHz, CD;0D): & = 8.43 (s, 1H,N=C-H), 7.40 (d, 3J = 15.8 Hz, 2H, H-C=C-H), 3.62
(g, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH2), 1.20 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CH3) ppm.

IR-Spektrum (KBr): v [cm-1] = 2067,1994 (CO-Schwingung).
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5.3.142-Chloro-1-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethanone (16)

XZITO“‘“

6 g (32.58 mmol) 2-Chloro-2,4-dihydroxy-acetophenon wurde mit 0.95 g Phosphorpentoxid
in 120 mL tr. Toluol in einem 250 mL Dreihalskolben vorgelegt. Der Kolben wurde mit
Septum und Rickflusskiihler versehen und anschlieBend unter Riihren auf 75 °C erhitzt. Es
wurde in 20 min Abstdnden je 0.55mL Aceton und in 30 min Abstdnden je 0.85g
Phosphorpentoxid zugegeben. Nach Abkiihlen des Reaktionsgemisches wurde der Uberstand
abgenommen und mit 24 mL 20 %iger Natronlauge versetzt. Die wassrige Phase wurde
abgetrennt und die organische Phase dreimal mit je 60 mL dd. Wasser gewaschen. Das

Losemittel wurde abgezogen und der Riickstand i. Vak. getrocknet.

Ausbeute: 6.6 g (87 %)

'H NMR (300 MHz, Acetone-d6): 5 [ppm] = 7.64 (dd, 3J = 8.2 Hz, 4) = 1.8 Hz, 1H, CAR-H),
7.37 (dd, 4) = 1.8 Hz, 5J = 0.4 Hz, 1H, CAR-H), 6.90 (dd, 3J = 8.2 Hz, 5J = 0.4 Hz, 1H, CAR-H),
4.91 (s, 2H, CH2-Cl), 1.71 (s, 6H, CH3).
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5.3.151-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-imidazole-
2-carbaldehyd (17)

M/
OD)J\/N N
T

5g(22.1 mmol) (16), 2.34 g Na,CO3 und 4.24 g Imidazol-2-carboxaldehyd wurden in 200 mL
Acetonitril in einem 250 mL Rundkolben vorgelegt. Es wurde ein Riickflusskiihler mit
Trockenrohr aufgesetzt und 10 d bei 60 °C gerlhrt. Nach Abkiihlen der Reaktionsmischung
wurde der ausgefallene Feststoff 30 min bei 10000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde in 1 L d.d. Wasser getropft, der ausfallende Feststoff abzentrifugiert und getrocknet.
Der Feststoff wurde in 60 mL Ethylacetat gel6st und in 4 Durchgingen an einer 120 g Saule

mit einer Flussgeschwindigkeit von 40 mL/min am Grace Sdulenautomaten aufgetrennt.
Ausbeute: 2.5 g (40 %)

'H NMR (300 MHz, Acetone-d6): 5 [ppm] = 9.67 (d, 3) = 0.9 Hz, 1H, C-CH=0), 7.71 (dd, 3] =
8.2 Hz, 4) = 1.8 Hz, 1H, CAR-H), 7.48 (t, 4 = 0.9 Hz, 1H, N-CH=C), 7.40 (d, 3J = 1.8 Hz, 1H,
CAR-H), 7.30 (d, J = 0.9 Hz, 1H, C=N-CH), 6.94 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, CAR-H), 5.99 (s, 2H, C-CH2-
N), 1.72 (s, 6H, CH3).
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5.3.161-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazole-2-carbaldehyd

(18)
O/

HO NN

o 1§

2g (7 mmol) 19 wurden in 200 mL Essigsdure und 66 mL d.d. Wasser in einem 500 mL
Rundkolben gelést und mit 26 mL 6m Salzsdure versetzt. Es wurde 2 h bei 100 °C gerihrt.
Nach dem Abkihlen der Lésung wurde das Losemittel abgezogen und der Riickstand mit
80 mL d.d. Wasser gewaschen. Es wurde 15 min bei 10000 rpm zentrifugiert und der
Rickstand bei RT getrocknet. Der Uberstand wurde mit Natriumhydroxid neutralisiert. Der

ausgefallene Feststoff wurde abzentrifugiert und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 1.47 g (85 %)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 9.64 (s, 1H, C-CH=0), 7.57 (s, 1H, Cag-H), 7.43 (d, *J
= 7.3 Hz, 1H, Car-H), 7.36 (s, 1H, Cag-H), 7.32 (s, 1H, N-CH=C), 6.86 (s, 1H, C=N-CH), 5.88 (s,
2H, C-CH,.N).

MS (ESI): m/z = 247.2 [M-H]", 265.2 [M-H +H,0]".
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5.3.17(E)-1-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-oxoethyl)-1H-

imidazol-2-carbaldehyd-oxime (19)

@) —\
Xoﬁ e
o) Y
OH

200 mg (0.70 mmol) 17 wurde zu 74 mg (0.7 mmol) Natriumcarbonat und 94 mg (1.4 mmol)
Hydroxylaminhydrochlorid in 4 mL d.d. Wasser in einen 10 mL Rundkolben gegeben und 24 h
bei 70 °C gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen tberfiihrt
und 60 min bei 10000 rpm und 5 °C zentrifugiert. Nach dem Abdekantieren wurde der

Rickstand mit Ethylacetat gewaschen, erneut 30 min bei 10000 rom und 5 °C zentrifugiert

und der Riickstand im HV getrocknet.
Ausbeute: 158 mg (75 %)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d): & [ppm] = 11.22 (s, 1H, NO-H), 7.97 (s, 1H, NOH-CH-C), 7.65
(dd, 3/ = 8.2 Hz, ) = 2.4 Hz, 1H, Cag-H), 7.44 (s, 1H, Cag-H), 7.22 (s, 1H, Cag-H), 7.11 — 6.98 (m,
2H, CH=CH), 5.86 (s, 2H, NCH,), 1.70 (s, 6H, CH3).

MS (ESI): m/z = 302.1 [M-H]",
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5.3.181-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazole-2-carbaldehyd-
oxim (20)

o/
HO N\EN
HO N

300mg (1.22 mmol) (18), 95mg (1.22 mmol) Na,CO3; und 169 mg (2.44 mmol)

N
OH

Hydroxylaminhydrochlorid wurden in 10 mL d.d. Wasser gegeben und 24 h bei 70 °C gerihrt.
Nach Abkiihlen des Reaktionsgemisches wurde das Gemisch Eisgekiihlt und der ausgefallene

Feststoff 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 151 mg (47 %)
MS (ESI): m/z = 247.2 [M-H]", 265.2 [M-H +H,0]".

IR-Spektrum (KBr): v [cm™] = 1692 (C=O Streckschwingung), 1472 (C=C aromatische

Ringschwingungen).
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5.3.19Ru(n-19)(COOEt)(CO),Cl (21)

i - Cl
@) N\EN//,, ' \CO
>< Ru
o x ¢ CO COOE
|
OH

250 mg (0.83 mmol) 19 wurden mit 160 mg 3 (313 umol) in 5mL Ethanol in ein
Mikrowellenréhrchen gegeben. Es wurde 5d bei 30 °C geriihrt. Die Reaktionsmischung
wurde nach Eiskithlung 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,

der Riickstand 2 Mal mit je 6 mL kaltem Ethanol gewaschen.
Ausbeute: 221 mg (47 %)

IR-Spektrum (ATR): v [cm™}] = 2059; 1986 (CO-Schwingungen)
IR-Spektrum (KBr): v [cm™'] = 2065, 1988 (CO-Shwingungen)

'H NMR (300 MHz, Aceton-d;s): 6 [ppm] = 8.73 (s, 1H), 7.72 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H), 7.51 —
7.47 (m, 1H), 7.42 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.06 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.26 (t, J
= 8.3 Hz, 1H), 3.56 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 1.72 (s, 6H), 1.28 (dd, J = 8.5, 5.6 Hz, 2H), 1.12 (s, 1H).

MS (ESI): m/z = 499.1 [M -OEt -CI -H* -CO +C,H3N]*, 527.0 [M -OEt -CI" -H* +C,HsN]".
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5.3.20Ru(n-19)(COOMe)(CO),Cl (22)

ST I

270 mg (0.9 mmol) 19 und 170 mg 3 (0.3 mmol) wurden je in 2.5 mL Methanol geldst, unter
Rihren in ein Mikrowellenréhrchen gegeben und verschlossen. Das GefaR wurde
verschlossen und 5d bei 30 °C geriihrt. Das unter Eiskiihlung ausgefallene Produkt wurde
15 min bei 5000 rpm abzentrifugiert, mit 5 mL kaltem Methanol gewaschen und erneut

15 min bei 5000 rpm abzentrifugiert.

Ausbeute: 249 mg (50 %)

IR-Spektrum (ATR): v [cm™] = 2074; 1985 (CO-Schwingungen)
IR-Spektrum (KBr): v [cm™] = 2075; 1989 (CO-Schwingungen)

'H NMR (300 MHz, Aceton-ds): & [ppm] = 8.75 (s, 1H, NO-H), 7.72 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H,
Car-H), 7.51 — 7.46 (m, 2H, CH=CH), 7.42 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Cag-H), 6.97 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Cas-
H), 6.05 (d, J = 3.7 Hz, 2H, NC-H,), 3.75 (s, 3H, COOC-Hs), 1.72 (s, 6H, (CHs),).

HR-MS (ESI): m/z = 499.1 [M -OMe™ -Cl -H* -CO +C,H3N]", 527.0 [M -OMe™ -CI -H* +C,H3N]".
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5.3.21 Ru(n-20)(COOEt)(CO),Cl (23)

j@)‘\/ \[ / GO COOEt

50 mg 20 (0.19 mmol) wurden in 1 mL Ethanol gelést zu mit 48 mg 3 (96 umol) in 1 mL
Ethanol getropft. Das Mikrowellenrohrchen wurde verschlossen und 7 d bei 30 °C gerihrt.
Der ausgefallene Feststoff wurde eisgekihlt und 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Der
Rickstand wurde zweimal mit je 5 mL kaltem Ethanol gewaschen. Der Riickstand wurde

i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 70 mg (70 %)

IR-Spektrum (KBr): v [cm-1] = 2064, 1995 (CO-Schwingungen), 1678 (C=0

Streckschwingung), 1478 (C=C aromatische Ringschwingungen).

MS (ESI): m/z = 459.1 [M -OEt -Cl -H" -CO + CH5CN]", 487.0 [M -OEt -CI" -H" + CH3CN]".
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5.3.22Ru(n’-20)(COOMe)(CO),Cl (24)

j@)l\/ \[ / GO COOMe

50 mg 20 (0.19 mmol) wurden in 1 mL Methanol geldst zu mit 32 mg 3 (63 umol) in 1 mL
Methanol getropft. Das Mikrowellenréhrchen wurde verschlossen und 5 d bei 30 °C gerihrt.
Die klare braune Losung wurde eingeengt und der Riickstand i. Vak. getrocknet. Das Produkt

konnte nicht aus dem Riickstand ausgefallt werden und wurde als Rohprodukt vermessen.

Rohausbeute: 88.5 mg

MS (ESI): m/z = 459.2 [M -OMe -CI" -H" -CO + CH3CN]", 487.0 [M -OMe -CI" -H" + CH5CN]".

137



5 Experimenteller Teil

5.3.23 Tragerung von Ru(n2-20)(COOEt)(CO),Cl auf IONP und Einbettung in

D)J\/ \[ / &Q COOEY

Eine Suspension aus 5mg 23 in 2 mL d.d. Wasser wurde mit wenigen Tropfen 0.1 m

Dextran (25)

\dN—qI/

Natronlauge versetzt, bis sich eine klare Losung bildete. Nun wurde 3 mL Maghemit-
Nanopartikellosung (10 mg/mL) zugegeben und der Reaktionsansatz flir 5 min gerihrt. In
einem zweiten Kolben wurden 60 mg Dextran in 5mL d.d. Wasser gelést und zum
Reaktionsansatz gegeben. Nach weiteren 10 min Rihren wurde die Losung neutralisiert, mit
100 mL Aceton ausgefallt und zentrifugiert. Der Rickstand wurde einmal mit 5 mL Ethanol

gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 69 mg

IR (KBr): V= 3400 (OH-Schwingung  Dextran), 2064, 1995 (CO-Schwingung),
1678 (C=0-Streckschwingung).
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5.3.24Tragerung von (23) auf IONP und Einbettung in Dextran (26)

Eine Suspension aus 5mg 23 in 2mL d.d. Wasser wurde mit wenigen Tropfen 0.1wm
Natronlauge versetzt, bis sich eine klare Losung bildete. Nun wurde 3 mL Maghemit-
Nanopartikelldsung (10 mg/mL) zugegeben und der Reaktionsansatz fir 5 min gerihrt. In
einem zweiten Kolben wurden 60 mg Dextran 500k in 5 mL d.d. Wasser gelést und zum
Reaktionsansatz gegeben. Nach weiteren 10 min Rihren wurde die Losung neutralisiert, mit
100 mL Aceton ausgefallt und zentrifugiert. Der Rickstand wurde einmal mit 5 mL Ethanol

gewaschen und i. Vak. getrocknet.
Ausbeute: 69 mg

IR (KBr): V= 3400 (OH-Schwingung Dextran), 2064, 1995 (CO-Schwingung),
1678 (C=0-Streckschwingung).

5.3.25Einbettung von (26) in Alginatkiigelchen (27)

10 mg 26 wurden in 0.5 mL 3-(N-Morpholin)-propansulfonsdure-Puffer (pH 7.4) dispergiert.
AnschlieBend wurde eine Losung aus 50 mg Natriumalginat in 10 mL d.d. Wasser hergestellt
und 0.5 mL dieser Losung zum Ansatz gegeben. Nach Homogenisierung dieser Lésung wurde
sie vorsichtig zu einer Lésung aus 2 g CaCl,*6H,0 in 60 mL d.d. H,0 getropft. Die gebildeten
Kugeln wurden fir 30 min zur Quervernetzung in der CaCl,-Losung belassen und

anschliefend mit 3-(N-Morpholin)-propansulfonsdure-Puffer gewaschen und gelagert.
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5.3.26Tragerung von 1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-
carbaldehyd (9) auf IONP (28)

O/
0 N /N
kﬁ“ G

100 mg 18 (0.41 mmol) wurden in 6 mL d.d. Wasser gegeben und mit verdinnter

dNOI

Natronlauge pH 10 eingestellt. Es wurden 2 mL Maghemit-Nanopartikellosung (10 mg/mL)
zugegeben und fiir 10 min geriihrt. 2 mL der Losung wurden in 10 mL Aceton gegeben. Der
ausgefallene Feststoff wurde mit einem Magneten sedimentiert, zentrifugiert, dreimal mit

10 mL Aceton gewaschen und im Trockenschrank getrocknet.
Ausbeute: 25 mg

IR-Spektrum (KBr): v [cm-1] = 1686 (C=0 Streckschwingung), 1488 (C=C aromatische

Ringschwingungen).

DLS-Messung: Mittelwert hydrodynamischer Radius 23 + 4 nm.
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5.3.27Tragerung von 1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethyl)-1H-imidazol-2-
carbaldehyd-oxim (13) auf IONP (29)

O/
OD)J\/N /N
T
@) N
OH

5 mg 20 (0.41 mmol) wurden in 1 mL d.d. Wasser gegeben und mit verdiinnter Natronlauge

7

(0.2 pL 1m) gelost und in 1 mL Nanopartikelldsung gegeben. Die Losung wurde mit 0.1 mol/L
Salzsaure neutralisiert und anschliefend in Aceton ausgefallt. Die Partikel wurden 5 min bei

5000 rpm zentrifugiert und mit 10 mL Aceton gewaschen.
Ausbeute: 7 mg

IR-Spektrum (KBr): v [cm™] = 1638 (C=O Streckschwingung), 1490 (C=C aromatische

Ringschwingungen).

DLS-Messung: Mittelwert hydrodynamischer Radius 32 + 10 nm.

141



5 Experimenteller Teil

5.3.284-(2-(bis((pyridin-2-yl)methyl)amino)ethyl)-benzene-1,2-diol (32)

| X
=
N
HO N
N
X
HO
G

Es wurden 180 mL tr. Dichlormethan vorgelegt und im Stickstoffgegenstrom 1.71g
(9.02 mmol) Dopaminhydrochlorid und 4.72 g (22.3 mmol) Natriumtriacetoxyborhydrid
zugegeben. Die Lésung wurde mit einem Eis-Salz-Bad auf 0 °C herunter geklhlt. Unter
Rihren wurden 2.2 mL (23.1 mmol) Pyridin-2-Aldehyd zu der Losung getropft. Nach
vollstandiger Zugabe wurde die Reaktionslosung fiir eine Stunde bei 0°C gerihrt.
AnschlieBend wurde Gber Nacht auf Raumtemp. erwarmt und fiir weitere 19 h gerihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit 80 mL Dichlormethan versetzt und das Produkt mit 200 mL 0.7 m
Salzsdure extrahiert. Mit einer Natriumhydroxid-Losung wurde die wassrige Phase
neutralisiert und der entstandene Feststoff in Dichlormethan gelést. Die abgetrennte
organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Dichlormethan i. Vak.
entfernt. Das entstandene gelbe Ol wurde in 6mL Dichlormethan gelést und
sdulenchromatographisch an einer GraceResolv Silica 24 g/32 mL Saule gereinigt. Als Eluent
wurde eine Mischung aus Dichlormethan und Methanol mit den unten angegebenen

Verhéltnissen verwendet.

Schritt | x - Sdulenvolumen Eluenten-Verhaltnis
Dichlormethan : Methanol

1 0.0 95:5

2 33 95:5

3 33 90:10

4 33 80:20

5 1.0 40 : 60

6 5.0 40 : 60

Das Losemittel wurde im Hochvakuum entfernt, es wurde ein gelblicher Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.1 g (3.26 mmol, 36 %).
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'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 =8.40 (d, /= 4.2 Hz, -Np,-CHp,-CHp,), 7.58 (td, */=7.7 Hz,
?J=1.9 Hz, 2H, -Cp,-CHp,- CHp,), 7.40 (d, */=7.9 Hz, 2H, -Cp,-CHp,~ CHp,-), 7.10 (ddd,
J=7.4Hz, 2H,-Np,-CHp,-CHp,-), 6.67 (d, */=8.0Hz, 1H, -COHa-CHa-CHa-), 6.51 (d,
%)= 2.0 Hz, 1H, -COHa-CHa~Car-), 6.35 (dd, >/ = 8.0 Hz, 1H, -CHa~CHa-Ca-), 3.81 (s, 4H, -Cpy-
CH-N-), 2.65- 2.60 (M, 2H, -Ca-CH»-CH,-), 2.60 — 2.55 (m), 2H, -Ca-CH,-CHa-) ppm.

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 159.2 (-CH-Cp,-Npy-), 148.4 (-Np,-CHp,-CHp,-), 145.0 (-Car-
CHar-COHa-COHpr-), 143.4 (-Ca-CHa-COHa-COHar-), 137.3 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 132.1 (-Car-),
123.6 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 122.5 (-Npy-CHpy-CHpy-), 120.4 (-COHp-CHa-CHa-), 116.0 (-COHa-
CHa-Car-), 115.4 (-Ca-CHa-CHar-), 59.8 (-N-CHy-Cpy-), 56.6 (-Car-CHa-CHa-), 32.7 (-Car-CH,-CHo-

) ppm.

IR-Spektrum (KBr): v [cm™] = 3052 (OH-Streckschwingung), 3019 (aromatische =C-H
Streckschwingung), 2929 (C-H Streckschwingungen), 1593 (Pyridin), 1282 (-O-H), 766 (C-H).
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5.3.29[Mn(C0O);(4-(2-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)-benzen-1,2-
diol]OTf (33)

_ _®
AN
=
N
N I\/I%% S/
M
HO In:CC OTf
N
HO
P

In  einem sekurierten Schlenkkolben wurden 212mg (0.77 mmol) Mangan-
pentacarbonylbromid und 208 mg (0.81 mmol) Silbertriflat in 30 mL trockenem Aceton
vorgelegt und unter N,-Atmosphdre fiir 1.5h in einer lichtgeschitzten Apparatur zum
Rickfluss erhitzt. In einem zweiten sekurierten Kolben wurden 271 mg 32 (0.81 mmol) (4-(2-
(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)benzen-1,2-diol in 30 mL trockenem Aceton geldst. Nach
dem Erhitzen unter Riickfluss fiir 2 h und kurzem Abkiihlen wurde der Uberstand (ber eine
Fritte (Pore 3) in die Liganden-Losung Uberfihrt. Der Kolben wurde mit 10 mL tr. Aceton
gespilt. Die vereinten Losungen wurden ebenfalls unter Lichtausschluss fiir 1.5h zum
Rickfluss erhitzt. Die abgekihlte Losung wurde i. Vak. eingeengt und in 10 mL tr. Aceton
aufgenommen. Mit 90 mL n-Hexan wurde das Produkt Uberschichtet und tGber Nacht im
Kihlschrank stehen gelassen. Die Uberstehende Losung wurde mit einer Spritze
abgenommen und der ausgefallene gelbliche Feststoff getrocknet. Zur Aufreinigung wurde
das Produkt erneut in 20 mL Aceton geldst und mit 80 mL n-Hexan wie oben beschrieben

ausgefallt und erneut getrocknet.
Ausbeute: 387 mg (0.62 mmol, 80 %).

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): & = 8.76 (d, >/ = 5.1 Hz, -Np,-CHp,-CHp,), 7.69 (t, *J = 7.0 Hz, 2H, -
Np,-CHpy-CHpy.), 7.29 (d, >/ = 7.1 Hz, 2H, -Cp,-CHp,- CHpy-), 7.22 (t, *J = 7.3 Hz, 2H,-Np,-CHp,-
CHp,-), 6.62 (d, *J = 8.0 Hz, 1H, -COHp-CHa-CHa-), 6.55 (d, *J = 2.0 Hz, 1H, -COHa-CHa~Car-),
6.51 (d, >/ = 1.9 Hz, 1H, -CHa-CHa-Car-), 4.74 (d, ) = 16.7 Hz, -Cp,-CH,-N-), 4.46 (d, J = 16.6 Hz,
-Cpy-CHa-N-), 3.72 (s, 2H, -Ca-CH5-CH,), 2.97 (s, 2H, Ca-C-CH, ) ppm.
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3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 159.2 (-CH-Cpy-Npy-), 149.1 (-Np,-CHp,-CHp,-), 148.0 (-Car-
CHar-COHa-COHpr-), 147.3 (-Car-CHa-COHa-COHar-), 136.5 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 133.2 (-Car-),
122.9 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 122.1 (-Npy-CHpy-CHp,-), 120.8 (-COpr-CHar-CHar-), 112.3 (-COp-CHar
Car-), 111.1 (-Car-CHa-CHar-), 60.4 (-N-CHy-Cp,-), 56.3 (-Ca-CHa-CH,-), 56.1 (CH3-0-Ca,), 55.8
(CH3-O-Cpy) 33.3 (-Car-CH,-CH,-) ppm.

IR-Spektrum (KBr): v [cm™?] = 3338 (OH-Streckschwingung), 2038, 1958, 1917 (-CO
Streckschwingung), 1610-1449 (Pyridin), 1029 (C-0), 777, 637 (C-H).
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5.3.30Tragerung von IONP mit 4-(2-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)-
benzen-1,2-diol (34)
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40mg 32 (0.12 mmol) 4-(2-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)benzen-1,2-diol wurden
zunachst in einigen Tropfen Salzsdure pH 2 gel6st. Anschliefend wurde ein pH-Wert von 5
eingestellt und der Ansatz mit d.d. Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 mL aufgefiillt. Ein
Milliliter dieser Losung wurde mit 1 mL der Maghemit-Nanopartikel Losung (10 mg/mL)
vereint und mittels weniger Tropfen einer verdiinnten Natriumhydroxid-Lésung basisch
gestellt (pH 12). Nach ausreichendem Vermischen wurde der Feststoff fiir 10 min bei
6000 rpm Leistung mit der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Prazipitat mit d.d. Wasser gewaschen, bis das Waschwasser nach erneuter

Zentrifugation fast farblos war.
Ausbeute: 28.6 mg.

IR-Spektrum (KBr): v [cm™] = 3431 (OH-Streckschwingung), 1630 (Pyridin), 1477 (Alkan),
1259 (-0-H), 623 (Fe-O-Gerustschwingung).

DLS: 356 nm.
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5.3.31Trigerung von IONP mit [Mn(CO);Bpmd] OTf (35)
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[Mn(CO)s(4-(2-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)benzen-1,2-diol]"OTf (33) (4 mg, 6 umol)
wurden in 1 mL DMSO gel6st. Die Losung wurde mit dem gleichen Volumen Maghemit-
Nanopartikel Stammloésung (10 mg/mL) vermengt, mit einigen Tropfen einer
Natriumhydroxid Losung basisch gestellt (pH 12) und anschliefend fir finf Minuten bei
100 % Leistung in der Zentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Nanopartikel zweimal mit je 2 mL d.d. Wasser gewaschen. Das Waschwasser wurde

verworfen und die noch feuchten Nanopartikel in 1.5 mL DMSO geldst.
Ausbeute: 32.2 mg.

IR-Spektrum (KBr): v [cm™] = 3434 (-OH Schwingung), 2078, 2032, 1924 (-CO
Streckschwingungen), 1631, 1383 (Nitrat und Nitrit), 1536-1485 (Pyridin), 797, 693 (Alkan),

629 (Fe-O-Geriistschwingung).
DLS: 3716 nm.

TEM: 5-10 nm (exakte Auswertung auf Grund der Auflosung nicht moglich.).

5.3.322-(3,4-dimethoxyphenyl)-N,N-bis((pyridin-2-yl)methyl)ethanamin (36)
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3,4-Dimethoxyphenethylamin (1.74 g, 8.66 mmol), Natriumtriacetoxyborhydrid (4.7 g,
22.1 mmol) und (2.2 mL, 23.1 mmol) Pyridin-2-aldehyd wurden in 80 mL tr. Dichlormethan
gelost. Die Losung wurde 1 h bei 0° C und anschlieBend 72 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach
der Zugabe von 100 mL Dichlormethan wurde die Losung zweimal mit je 80 mL ges.
NaCl-Lésung und 80 mL d.d. Wasser gewaschen. Die wassr. Phase wurde zweimal mit 50 mL
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten org. Phasen Gber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt und das erhaltene Rohprodukt
saulenchromatographisch an einer GraceResolv Silica 24 g/32 mL Saule gereinigt. Die

Durchfiihrung erfolgte analog (Abschnitt 5.3.28).
Ausbeute: 1.5 g (4.13 mmol,48 %).

'H-NMR (500 MHz, CDC;): 6 = 8.47 (d, >/ = 4.9 Hz, -Np,-CHp,-CHp,), 7.54 (td, *J = 7.7 Hz,%J = 1.
Hz, 2H, -Cp,-CHpy- CHpy.), 7.33 (d, *J = 7.8 Hz, 2H, -Cpy-CHp,~ CHp,-), 7.08 (ddd, >/ = 7.3 Hz, 2H,-
Np,-CHpy-CHpy-), 6.72 (d, *J = 8.0 Hz, 1H, -COHa-CHa-CHa,-), 6.61 (d, *J = 2.0 Hz, 1H, -COHa
CHa-Car-), 6.57 (d, /= 1.9 Hz, 1H, -CHa-CHa-Car-), 3.85 (s, 4H, -Cp,-CH2-N-),3.81 (s, 4H, -O-
CHs), 3.74 (s, 4H, Ca-O-CHs) 2.73- 2.79 (m, 4H, -Ca-CH,-CH,-) ppm.

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 159.2 (-CH-Cpy-Npy-), 149.1 (-Np,-CHp,-CHp,-), 148.0 (-Car-
CHar-COHA-COHpr-), 147.3 (-Car-CHa-COHar-COHa-), 136.5 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 133.2 (-Car-),
122.9 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 122.1 (-Npy-CHpy-CHp,-), 120.8 (-COp-CHar-CHar-), 112.3 (-COp-CHar-
Car-), 111.1 (-Car-CHar-CHar), 60.4 (-N-CHy-Cpy-), 56.3 (-Car-CHa-CHy-), 56.1 (CH3-0-Ca,), 55.8
(CH3-O-Car) 33.3 (-Car-CHy-CHa-) ppm.

5.3.33 [Mn(CO);Br(N,N,N-OMe)]OTf (37)
_ _®

N
[
—0 N—Mn-CO 0T
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In einem sekurierten 50 mL Schlenkkolben wurden unter N,-Atmosphdre 100 mg (0.36
mmol) Mg(CO)sBr und 94 mg (0.36 mmol) AgTf vorgelegt und in 15 mL tr. Aceton geldst. Die
Reaktionslosung wurde 1.5 h zum Rickfluss erhitzt. In einem zweiten sekurierten 50 mL
Schlenkkolben wurden 10 mL tr. Aceton unter Ny,-Atmosphdre vorgelegt. Die
Reaktionsl6sung wurde filtriert und in 10 mL tr. Aceton mit 130 mg $$24$$ (0.36 mmol) 4-(2-
(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)ethyl)benzene-1,2-dimethoxy inert Gberfihrt. Die vereinigten
Losungen wurde 1.5 h zum Ruckfluss erhitzt. Anschliefend wurde das Reaktionsgemisch auf
1 mL Volumen im Vakuum eingeengt, mit n-Hexan Uberschichtet und 3 d in den Kihlschrank
gestellt. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert und der Feststoff im Vakuum

getrocknet. Es resultierte ein gelbes, feines Pulver.
Ausbeute: 196 mg (0.29 mmol, 80 %).

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): § = 8.47 (d, >/ = 4.9 Hz, -Np,-CHp,-CHpy), 7.54 (td, */ = 7.7 Hz, %) = 1.
Hz, 2H, -Cp,-CHp,- CHp,.), 7.33 (d, *J = 7.8 Hz, 2H, -Cp,-CHp,~ CHp,-), 7.08 (ddd, *J = 7.3 Hz, 2H,-
Np,-CHpy-CHpy-), 6.72 (d, *J = 8.0 Hz, 1H, -COHa-CHa--CHa,-), 6.61 (d, *J = 2.0 Hz, 1H, -COHa
CHa-Car-), 6.57 (d, /= 1.9 Hz, 1H, -CHa-CHa-Car-), 3.85 (s, 4H, -Cp,-CH,-N-),3.81 (s, 4H, -O-
CHs), 3.74 (s, 4H, Ca-0-CH3) 2.73- 2.79 (m, 4H, -Ca-CH,-CH,-) ppm.

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 159.2 (-CH-Cpy-Npy-), 149.1 (-Np,-CHp,-CHp,-), 148.0 (-Car-
CHar-COHa-COHpr-), 147.3 (-Car-CHa-COHa-COHar-), 136.5 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 133.2 (-Car-),
122.9 (-Cpy-CHpy-CHpy-), 122.1 (-Npy-CHpy-CHp,-), 120.8 (-COp-CHar-CHar-), 112.3 (-COp-CHar
Car), 111.1 (-Car-CHa-CHar-), 60.4 (-N-CHy-Cp,-), 56.3 (-Ca-CHa-CH,-), 56.1 (CH3-0-Ca;), 55.8
(CH3-O-Cpy) 33.3 (-Car-CH,-CH,-) ppm.
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5.4 Durchfiihrung des Myoglobin Assays

5.4.1 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure-Puffer

5.225g (0.25 mol) 3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure wurden in 190 mL d.d. Wasser
gelost. AnschlieBend wurde mit einer pH-Elektrode und verdiinnter Natronlauge der

pH-Wert auf 7.4 eingestellt und die Losung auf 250 mL aufgefiillt.

5.4.2 Myoglobin-Assay mit CORM@IONP

Die UV/Vis-Spektren wurden mit einem Specord S 100 Spektrometer der Firma Analytik Jena
aufgenommen. Alle Arbeiten wurden unter Argon oder Stickstoff in temperierten Kivetten

durchgeflhrt.

Es wurde eine Myoglobin-Stocklésung (44 mmol/L) aus 20 mg Myoglobin (1.17 mmol) gel6st
in 13 mL 3-(N-morpholin)-propansulfonsdure-Puffer (0.1 mol/L, pH 7.4) hergestellt. Nach
dem Entgasen wurde diese mit 100 mg Natriumdithionit (575 umol) reduziert. Die Kivette
wurde inert mit 1.4 mL der Myoglobin-Stocklésung und 1.5 mg der CORM funktionalisierten

Nanopartikel befiillt. Die Messung wurde schnellst moglichst gestartet.

5.4.3 Myoglobin-Assay mit Dextran@CORM@IONP

5.0 mg (0.29 umol) Myoglobin vom Pferdeherzmuskel wurden in 3.25 mL MOPS-Puffer
gelost und mit Schutzgas entgast. AnschlieBend wurden 30 mg Natriumdithionit (179 umol,
Uberschuss von 550 dq zugegeben, um das Myoglobin zu reduzieren. In den ebenfalls
entgasten MOPS-Puffer wurden 1.2 mg von 8¢-500 in 1.4 mL Pufferlésung mit Hilfe einer
Spritze gelost. In eine temperierbare Kiivette wurden 0.6 mL der gelosten Probe, 0.6 mL
MOPS-Puffer und 0.2 mL der Myoglobinstocklésung unter Ausschluss von Sauerstoff
Uberfihrt. Die endgililtigen Konzentrationen in der Kiivette betrugen 12.8 uM Myoglobin und
7.04 mM Natriumdithionit. Als Referenz diente eine Lésung aus 0.8 mL MOPS-Puffer und
0.6 mL der Probenlésung. Die Messung wurde direkt nach Zugabe der Myoglobinstocklésung

gestartet.
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5.4.4 Myoglobin-Assay mit Alginat@Dextran@CORM@IONP

Die Myoglobinstocklosung wurde wie in 5.4.3 beschrieben angefertigt. In die Kiivette
wurden 15 Kugeln (9) Gberfihrt, 1.2 mL MOPS-Puffer und 0.2 mL der Myoglobinstocklésung.
Die Kugeln wurden mit Hilfe eines Permanentmagneten am Kiivettenboden gehalten, um ein
Eindringen in den Strahlengang zu verhindern. Als Referenz diente eine reine MOPS-

Pufferlosung.

5.4.5 Myoglobin-Assay mit Oxim basierten CORMs

In einen Erlenmeyerkolben mit Schliff wurden 6.3 mg Myoglobin vom Pferdeherzmuskel
gegeben. Der Kolben wurde mit einem Septum verschlossen und es wurden 5 mL
3-(N-morpholin)propansulfonsaure-Puffer (pH 7.4; 0.1 M) zugegeben. Man erhélt eine
Losung, die 66 uM stark ist. Durch die Losung wurde 5 Minuten lang Stickstoff geleitet.
AnschlieBend wurden 5 mg Natriumdithionit (5.7 mmol / mL) zugegeben. Die Mischung
wurde weitere 10 Minuten lang mit Stickstoff entgast. Es wurde 1.0 mg des Analyten in so
viel Dimethylsulfoxid geldst, bis eine 10 mM starke Losung erhalten wurde. Eine
temperierbare Kiivette, welche 30 Minuten lang unter Stickstoff gelagert wurde, wurde im
Stickstoffgegenstrom mit 1.5mL der vorbereiteten Myoglobin-Pufferlosung befullt.
AnschlieBend wurden 6 pL der Analyten-Losung hinzugeflgt, die Kiivette wurde mit einem
Teflonstopfen fest verschlossen und die Messung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung

schnellstmoglich gestartet.

5.4.6 Myoglobin-Assay mit Dextran@OximCORM@IONP

Ein 50 mL Erlenmeyerkolben wurde mit 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure Puffer (MOPS
Puffer) (0.1 mol/L, pH 7.4) geflllt und fir 5 min mit Stickstoff entgast. In einem 25 mL
Erlenmeyerkolben wurden 5.4 mg Myoglobin in 7 mL entgastem MOPS Puffer geldst und fir
5 min mit Stickstoff entgast. AnschlieBend wurden 5 mg Natriumdithionit zugegeben und die
Losung unter Stickstoff gelagert. Es wurde eine UV Referenzmessung mit reinem MOPS-
Puffer durchgefiihrt. Eine temperierbare Kiivette wurde fiir 30 min mit Stickstoff gespiilt.
AnschlieRend wurden 15 Alginatkiigelchen (27) unter Stickstoff in die Klvette gefillt und die

Kivette mit entgastem MOPS-Puffer aufgefillt. Nun wurden 200 uL des MOPS-Puffers
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(0.1 mol/L, pH 7.4) abgenommen, durch entgaste Myoglobinlésung (5.4 mg Myoglobin auf
7 mL d.d. Wasser) ersetzt und die Kiivette ziigig mit einem Teflonstopfen verschlossen. Die

Messung der Kohlenstoffmonoxidfreisetzung wurde schnellstmoglich gestartet.

5.4.7 Myoglobin-Assay mit PhotoCORM

Es wurden 6.3 mg Myoglobin von Pferde-Skelett-Muskulatur in 5 mL MOPS-Puffer geldst.
Durch den MOPS-Puffer wurde zuvor fiir 10 min Stickstoff gespilt. Die Myoglobin-Losung
wurde Uber ein Septum fir 5 Minuten mit Stickstoff durchspilt. AnschlieBRend wurde im
Stickstoffgegenstrom 5 mg Natriumdithionit zugegeben. Abschlieend wurde die Myoglobin-
MOPS Lésung (Myoglobin-MOPS) erneut fiir 10 min mit Stickstoff durchspilt.

An jedem Versuchstag wurde die Losung frisch angesetzt. Mit jeder Losung wurden vier
Messungen, im gleichen Aufbau wie zuvor beschrieben, durchgefiihrt. Die sekurierten
Kivetten wurden im Stickstoffgegenstrom jeweils mit 1.5 mL Losung befillt und mit einem
Teflonstopfen fest verschlossen. Fir die Hauptmessung wurden 1.5 mg des Mangan-
Liganden (33) in 1.32 mL DMSO geldst. Im Stickstoffgegenstrom wurden 6 pL dieser Losung
in eine mit 1.5 mL Myoglobin-MOPS befiillte Kiivette tUberfihrt und kurz durch auf- und
abpipettieren durchmischt. Unmittelbar im Anschluss wurde die Kiivette in die Apparatur
gestellt und die Messung nach einigen Sekunden Temperierzeit gestartet. Bei jeder Messung
war die UV-Lampe im gleichen Abstand eingeschaltet. Als Referenz wurde MOPS-Puffer

vermessen.

5.4.8 Myoglobin-Assay mit PhotoCORM@IONP

Bei der Vermessung der Nanopartikel (18) wurde die Myoglobin Loésung ebenso angesetzt

wie bei der Messung des reinen Liganden (8), lediglich die Probenvorbereitung wich ab.

Die Maghemit-Nanopartikel (16) wurden vor jeder Messung frisch mit [Mn(CO);Bpmd] OTf
(8), wie in Abschnitt 5.3.31 beschrieben, getragert. Von der Mangan-Liganden Nanopartikel
Losung (18) wurden 52 uL mit 1 mL einer Alginat Losung zu einer homogenen Ldsung
vermischt. Dazu wurde spatestens alle zehn Tage erneut 50 mg Natriumalginat in 10 mL dd.
Wasser gelost. Das homogene Nanopartikel-Alginat-Gemisch wurde anschliefend mit einer

Spritze und einer Sterican® 0.60x80 mm Kandle in eine Calciumchlorid Lésung (3 g Calcium
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Hexahydrat in 60 mL Reinstwasser) getropft. Die entstandenen Kiigelchen wurden 30 min in
der Calciumchlorid Losung gelagert und anschlieBend in MOPS-Puffer gewaschen. 14 dieser

Kigelchen wurden in 1.5 mL Myoglobin-MOPS Lésung vermessen.
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Anhang 1: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von
Alginat@Dextran@CORM@IONP (9) bei 20°C ohne Wechselfeld und einer Halbwertszeit der

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von t;,; = 890+70 min.
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Anhang 2: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von
Alginat@Dextran@CORM@IONP (9) bei 20°C mit Wechselfeld und einer Halbwertszeit der

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von t;/, = 15518 min.
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Anhang 3: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von
Alginat@Dextran@CORM@IONP (9) bei 37 °C ohne Wechselfeld und einer Halbwertszeit der

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von t;/, = 172+27 min.
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Anhang 4: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von
Alginat@Dextran@CORM@IONP (9) bei 37 °C mit Wechselfeld und einer Halbwertszeit der

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von t;; = 65+5 min.
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Anhang 5: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von
Alginat@Dextran@CORM@IONP (9) bei 50 °C ohne Wechselfeld und einer Halbwertszeit der

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von t;/, = 457 min.
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Anhang 6: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von
Alginat@Dextran@CORM@IONP (9) bei 50°C mit Wechselfeld und einer Halbwertszeit der

Kohlenstoffmonoxidfreisetzung von t;/, = 30£3 min.
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Anhang 7: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von Ru(lmidazol-2-

Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) bei 20 °C.
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Anhang 8: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von Ru(lmidazol-2-

Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) bei 37 °C.
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Anhang 9: Messung des auf 570 nm normierten Myoglobin-Assay von Ru(lmidazol-2-

Carbaldehydoxim(COOMe)(CO),Cl (13) bei 50 °C.
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Anhang 10: Messung des Myoglobin-Assay von Ru(lmidazol-2-Carbaldehydoxim(COOEt)(CO),Cl (14)

bei 20 °C.
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Anhang 12: Messung des Myoglobin-Assay von Ru(lmidazol-2-Carbaldehydoxim(COOEt)(CO),Cl (14)

bei 20 °C.
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Anhang 13: Messung des Myoglobin Assays von Ru(n’-19)(COOEt)(CO),Cl (21) bei 20 °C.
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Anhang 14: Messung des Myoglobin Assays von Ru(n’-19)(COOEt)(CO),Cl (21) bei 37 °C.
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Anhang 15: Messung des Myoglobin Assays von Ru(n’-19)(COOEt)(CO),Cl (21) bei 50 °C.
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Anhang 16: Messung des Myoglobin Assays von Ru(n’-19)(COOMe)(CO),Cl (22) bei 20 °C.
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Anhang 17: Messung des Myoglobin Assays von Ru(n’-19)(COOMe)(CO),Cl (22) bei 37 °C.
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Anhang 18: Messung des Myoglobin Assays von Ru(n’-19)(COOMe)(CO),Cl (22) bei 50 °C.
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