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1. Verwendung der Zuwendung

Fiir die Bearbeitung der im Projekt vereinbarten Aufgaben wurde fiir die Fraunhofer-Gesellschaft
zur Forderung der angewandten Forschung e.V. eine Gesamtsumme in Hoéhe von 286.750,02 € fiir
einen Zeitraum von 3 Jahren bewilligt. Die enthaltenen Personalkosten beziehen sich auf die
Finanzierung von wissenschaftlichem Personal. Die bewilligten Material- bzw. Verbrauchs-
mittelkosten sind im Wesentlichen fir den Bezug bendtigter Chemikalien verwendet worden.
Kleinere Summen aus dieser Position wurden fiir die Anschaffung iiblichen Kleinmaterials fiir
Laborzwecke und externe analytische Dienstleistungen aufgewendet. Die bewilligten Investmittel
dienten der Anschaffung der im Beantragungsverfahren aufgefiihrten Gerate.

2.  Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse
2.1. Synthese von Ausgangsstoffe (Arbeitspaket 1.1 und teilweise 1.3)

In den Arbeitspaketen 1.1 und 1.3 wurden das Monomer HPMA-Bz und dessen Vorstufe HPMA,
die fir die freie radikalische und RAFT-Polymerisation notwendigen Makroinitiatoren MI und
Macro-CTA sowie N-Methacryloylglycin (NMAG) als zusétzliche Polymerisationskomponente
synthetisiert. Abweichend zum Projektantrag erfolgte die Umsetzung von NMAG mit Deferoxamin
(DFO) aus préparativen Griinden erst nach dem Einbau von NMAG in das Polymer. Da sich die
geplanten Arbeiten zur Herstellung von Ausgangsstoffen in AP 1.1. und 1.3 nur in der
Grofenordnung unterscheiden, sind die Ergebnisse hier in einem Abschnitt zusammengefasst. Im
Rahmen von Vorversuchen wurden zundchst wenige Gramm HPMA und dessen Folgeprodukt
HPMA-Bz synthetisiert. Gleiches gilt fiir die Makroinitiatoren und NMAG, wobei zweiteres im
Rahmen des Projektes ohnehin nur in geringen Mengen benétigt wurde. Die erhaltenen Produkte
dienten als Testmaterial fiir Reinigungstests und analytische Untersuchungen.

In AP 1.3 wurden die Ansatzgrof3e auf einen 2L-Reaktor erweitert. Eine anschlieBende Erweiterung
auf 5L bzw. 10L Reaktionsvolumen wére problemlos mdglich, das notwendige Equipment am PAZ
war vorhanden. Limitierend war hier u.a. die schlechte Verfligbarkeit hinreichender Mengen
Methacrylsdurechlorid am Markt.

Zur Herstellung des Makroinitiators (MI) fiir die freie radikalische Polymerisation wurde eine zu
synthetisierende Menge pro Batch von ca. 120-170 g (d.h. 1L Reaktionsvolumen) angestrebt. Dies
war an den Mengenbedarf einer Polymerisation angepasst, in der ca. 18% Ma.-% der Gesamtmenge
(bezogen auf die Mischung) MI enthalten waren. Beim Makroinitiator fiir die RAFT-
Polymerisationen (Macro-CTA) wurden lediglich kleine Mengen (bis 40 g) hergestellt.

Die Formelschemata sind in den Abb. 1-4 dargestellt. Eine beispielhafte Ubersicht ausgewihlter
Versuche ist in Tabelle 1 gegeben.
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Abb.4: Formelschema der Synthese von Macro-CTA

Probe Maly Ausbeute | Ausbeute Fp,0sc Aquivalente
[g] [g] [%] [°C] Glycin/MaOCI/NaOH

NMAG 1 26,1 16,6 ~33 107,5 1,00:1,00:2,00

NMAG 2 100,0 74,0 ~39 n.b. 1,00:1,00:2,00
M Aminoalk Ausbeute | Ausbeute Fp,0sc Aquivalente

[g] [g] [%] [°C] Aminoalk/MaOCIl/NaOH

HPMA 8 200,0 283,8 ~74 74,2 1,00:1,05:1,20

HPMA 11 178,0 253,7 ~75 71,8 1,00:1,04:1,20
MupMA Ausbeute | Ausbeute Fp,0sc Aquivalente

[g] [g] [%] [°C] HPMA/BzOCI/TEA

HPMA-Bz 5 215,4 249,0 ~67 69,1 1,00:1,43:1,43

HPMA-Bz 7 215,4 290,8 ~78 67,7 1,00:1,43:1,43
Mmnupecsoco | Ausbeute | Ausbeute Fp,0sc Aquivalente

(gl (gl [%] [°C]| MHPEG/ABCPA/DCC/DPTS

Ml 10 23,8 21,2 ~95 2,00:0,95:2,86:0,29

Ml 12 165,8 158,2 ~93 2,00:0,98:2,83:0,26
Mmupecsooo | Ausbeute | Ausbeute Fp,0sc Aquivalente

[g] (gl [%] [°C] MHPEG/CTA/DCC/DMAP

Macro-CTA 2 15,0 14,3 ~89 1,00:1,20:1,50:0,12

Macro-CTA 3 40,0 36,6 ~93 1,00:1,20:1,50:0,12

Tab.1: Ubersicht zur Synthese ausgewihlter Ausgangsstoffe




2.2 Analytik der Ausgangsstoffe

Das Monomer HPMA-Bz, seine Vorstufe HPMA und NMAG wurden mit Hilfe der Kernresonanz
und HPLC untersucht. In allen Fillen liegt der Gehalt der Zielkomponente bei >98,5 F1.-%. Die 'H-
und !*C-Spektren bestitigen die Struktur der Zielkomponente, im 'H-Spektrum treten lediglich
vernachléssigbar kleine Resonanzsignale auf, die nicht identifizierbar sind.
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Abb.6: 400 MHz '"H-NMR-Spektrum von HPMA-Bz



Die Makroinitiatoren FRP-MI und Macro-CTA wurden ebenfalls mit der 'H-Kern-
resonanzspektroskopie und zusitzlich mit GPC charakterisiert. Die zur Einfithrung der Azogruppe
verwendete Dicarbonsdure ABCPA koppelt zwei Molekiile des monofunktionellen MHPEG und
verdoppelt dadurch die Molmasse. Im Falle der FRP-Makroinitiatoren kénnen daher im HPLC-
Modus der GPC die Fliachenprozente von gekoppeltem MHPEGS5000 und ungekoppeltem
MHPEGS5000 zur Auswertung herangezogen werden. Idealerweise liegen die Anteile des

gekoppelten MHPEGS5000 bei >90 F1.-%.
Beim Makro-CTA wird eine Monocarbonsdure zur Umsetzung der OH-Gruppe des MHPEGS5000

verwendet. Eine merkliche Anderung des Molekulargewichtes ist nicht feststellbar. Kern-
resonanzspektroskopische Untersuchungen fiihrten in beiden Fillen wegen der geringen
Konzentration an Endgruppen nur zu sehr ungenauen Ergebnissen.
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Abb.7: GPC-Elugramm eines FRP-MI im HPLC-Modus
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Abb.8: GPC-Chromatogramm eines Macro-CTA im HPLC-Modus



2.3 Synthese von Polymeren (Arbeitspaket 1.2 und teilweise 1.3)

Inhalt der Arbeitspakete 1.2 und 1.3 war die Herstellung der Polymere durch zwei vorgegebene
Syntheserouten. Im Rahmen einer Reihe von Vorversuchen wurden verschiedene
Polymerisationsparameter getestet und gegebenenfalls angepasst (Polymerisationsdauer,
Temperatur, Konzentrationen und molare Verhéltnisse). Diese Vorarbeiten hatten das Ziel, die
Eckdaten fiir das im Arbeitspaket 1.3 geplante Upscaling zu definieren. Wichtig in dem
Zusammenhang war vor allem ein moglichst reproduzierbarer Polymerisationsverlauf, d.h. im
Ergebnis eine Einstellbarkeit von Molekiilparametern wie Molekulargewicht, Polydispersitdt und
Zusammsetzung bzw. Anteil an PEG zu erreichen. Die Definition dieser Parameter folgte aus den
Ergebnissen der Produktuntersuchungen und wurde gemeinsam mit dem Projektpartner UKA
festgelegt. Dies galt ebenso fiir die Versuche zum Upscaling, auch hier wurden die herzustellenden
Mengen gemil3 Absprache mit UKA festgelegt.

Ein weiterer Arbeitsschwerpunkt war die Aufarbeitung der erhaltenen Polymerisationsgemische u.a.
im Hinblick auf den Restmonomergehalt. Im Rahmen der Upscalingversuche wurde am Ende im
Malstab eines 1L-Reaktors gearbeitet. In dieser Groenordnung waren unter Beriicksichtigung von
Polymerisationsumsatz und Aufarbeitungsverlusten bis zu ca. 90 g Polymer zugénglich. Aus unserer
Sicht stehen einer Erweiterung auf SL- oder 10L-Reaktoren keine sicherheitstechnischen Bedenken
(z.B. im Hinblick auf die Abfuhr von Polymerisationswiarme) entgegen. Allerdings ist zu beachten,
dass im Rahmen der Aufarbeitung der Polymerlosung durch Umféllvorgénge sehr grofe Volumina
auftreten konnen, die den Gesamtprozess im Labor limitieren.

Im Gegensatz zu den Versuchen zur freien radikalischen Polymerisation konnten die Ziele des
Projektes in den Versuchen zur RAFT-Polymerisation nicht erreicht werden. Die angestrebte
Erweiterung des MaBstabes auf eine zu den FRP-Arbeiten vergleichbare Grofenordnung wurde
nicht weiter verfolgt, da es nicht gelang, reproduzierbare Ergebnisse bei den RAFT-
Polymerisationen zu erhalten.

In nachfolgender Tabelle sind die Daten ausgewéhlter Versuche zur FRP bzw. RAFT-
Polymerisation dargestellt.

Probe MHuPMA-B2 Ausbeute Gehalt PEG Muw P Aquivalente

[g] [%] [Ma.-%] [g/mol] FRP-MI : HPMA-Bz
FRP 14 20,0 ~66 ~25 31700 1,37 1,0:200
FRP 17 5,0 ~77 ~22 29900 1,37 1,0:200
FRP 23 100,0 ~62 ~27 26300 1,33 1,0:200
Probe MHuPMA-B2 Ausbeute Gehalt PEG Muw P Aquivalente

[g] [%] [Ma.-%] [g/mol] Macro-CTA : HPMA-Bz : AIBN
RAFT 16 2,00 ~92 ~22 22400 1,48 1:100:0,20
RAFT 11 7,92 ~82 ~15 26800 1,36 1:100:0,20
RAFT 22 10,00 ~20 ~52 8700 1,09 1:100:0,20

Tab.2: Ubersicht zur Herstellung ausgewéhlter FRP- und RAFT-Polymere




2.3 Analytik der Polymere

Die synthetisierten Proben wurden zur Bestimmung der mittleren Molekulargewichte und der
Molekulargewichtsverteilung mittels GPC unter nachfolgend genannten Bedingungen untersucht:
GPC-Bedingungen

Instrument: Tosoh EcoSEC HLC-8320 GPC

Sdule: 2x PSS SDV linear S 5 pm mit Guard

Detektor: RI

Temperatur: 35°C

Eluent: THF; 1 ml/min

Kalibration: PEG-Standards

In den Abbildungen 9 bis 11 sind typische Molmassenverteilungskurven fiir FRP- und RAFT-
Polymere dargestellt. Auf der Seite groferer Retentionsvolumina sind Restanteile an Makroinitiator
bzw. Ausgangs-PEG zu erkennen, die im Zuge der Aufreinigung nicht abgetrennt wurden. Probe
FRP 14 (rechte Seite in Abb.10) wurde testweise mit Wasser extrahiert, um die Moglichkeit der
Abtrennung des wasserloslichen PEG zu priifen.
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Abb.9: Molmassenverteilungskurven der Polymere FRP 17 und 23
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Abb.10: Molmassenverteilungskurven der Polymeren FRP 14 vor und nach Extraktion mit Wasser
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Abb.11: Molmassenverteilungskurven der Polymere RAFT 11 und 16

Die Bestimmung des PEG-Anteiles erfolgte mittels "H-NMR durch Vergleich der Integrale der
PEG-Hauptkettenprotonen und des Protons der NH-Gruppe.
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Abb.6: 400 MHz '"H-NMR-Spektrum von FRP 23



2.4 GMP-Produktion von Ausgangsstoffen und Polymeren (Arbeitspaket 1.4)

Die in diesem Arbeitspaket geplanten praktischen Arbeiten wurden im Wesentlichen durch den
Unterauftragnehmer ARDENA durchgefiihrt. Einige priparative Arbeiten wurden allerdings auch
nach Austausch von Vorprodukten am PAZ durchgefiihrt und dienten der Validierung der
Syntheserouten. Des Weiteren fand ein regelméafiger Austausch der Beteiligten in Online-Meetings
statt.

2.5 Zusammenfassung

Die in der Beantragung des Projektes vorgestellten und PAZ iibertragenen Arbeitspakete konnten
erfolgreich und im Zeitrahmen abgeschlossen werden. Lediglich die Arbeiten zur RAFT-
Polymerisation konnten wegen der schlechten Reproduzierbarkeit bzw. nicht befriedigender
Ergebnisse nicht zu einem erfolgreichen Ende gefiihrt werden. Dies gilt auch fiir das Upscaling der
RAFT-Polymerisation, was jedoch eine Fragestellung eher wissenschaftlicher Natur war. Zur
Synthese der Ausgangsstoffe, der Polymere mittels FRP, der Aufarbeitung bzw. Aufreinigung und
den analytischen Verfahren wurden Protokolle etabliert, die als Grundlage einer GMP-konformen
Produktion verwendet werden konnen. Insgesamt wurden in einer Vielzahl einzelner Ansétze
erhebliche Probemengen generiert, die ebenso wie Protokolle wiahrend der Laufzeit des Projektes
regelmiBig an UKA iibergeben wurden.

3. Wichtigste Positionen des zahlenm:ifligen Nachweises

Finanzierungsplan:
Posten Vorkalkulation Abgerufen
0813 Verbrauchsmaterial 26.400,00 € 12.939,52 €
0837 Personalkosten 202.850,02 € 207.790,52 €
0847 Vorhabenspezifische Abschreibungen 56.000,00 € 63.743,85 €
0838 Reisekosten 1.500,00 € 0,00 €
Zuwendung (100%) 286.750,02 € 284.473,89 €

Von den genehmigten Mitteln wurden bisher ca. 99% abgerufen.

4. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die Kernkompetenz des Fraunhofer Pilotanlagenzentrums Schkopau liegt auf dem Gebiet der
Polymerchemie. Dazu gehdren Kunststoffsynthesen, Verfahrensentwicklung, Up- und Downscaling
sowohl im Labor als auch im PilotmaBstab. Als Projektpartner haben wir alle notwendigen
Materialien und Hilfsstoffe in geforderter Menge, Reinheit und strukturellen Eigenschaften
synthetisiert und den Partnern zeitnah iibergeben konnen. Dies war wesentlich fiir alle nach-
folgenden Arbeiten (z.B. Herstellung der Picellen, Wirkstoffbeladung, Stabilitidtsuntersuchungen
etc.). Weiterhin dienten die Arbeiten der Etablierung von Protokollen als Voraussetzung fiir eine
spatere GMP-konforme Produktion.



5. Voraussichtlicher Nutzen

Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt ausgefiihrt, liegt der Schwerpunkt der
Forschungstétigkeit im Fraunhofer PAZ in der industrienahen Forschung an Kunststoffen
und Verfahren. Aus stofflicher Sicht sind Synthesekautschuk und andere Elastomere, aber
auch Polykondensate wie Polyamide oder Polyester, Schwerpunkte in unserer Tétigkeit.
Die Arbeit auf dem Gebiet von Polymeren, die in der medizinischen Forschung bzw.
Pharmabranche eine Rolle spielen, war daher fiir uns neu. Aus der wéhrend des Projektes
vermittelten Kompetenz im Hinblick auf GMP-kompatible Verfahren kénnen wir daher,
z.B. durch Erweiterung unseres Portfolios, eine besonderen Nutzen ziehen.

6. Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die in der Projektlaufzeit gewonnenen Erkenntnisse sind fiir das Fraunhofer PAZ sehr gut niitzlich,
da es ein Pilotprojekt in der pharmazeutischen Materialherstellung war. Der gute Projektverlauf
ermoglicht daher eine Etablierung weiterer Kooperationen und Projekte mit Partnern aus dem
biomedizinischen-pharmazeutischen Bereich.

7. Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Aufgrund der Spezifik unseres Beitrages zum Gesamtprojekt konnen wir uns zu Fortschritten auf
dem Gebiet des Vorhabens der durch unsere Partner erzielten Ergebnisse nicht duflern.

8. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der
NKBF/NABF

Seitens PAZ wurden wéhrend der Projektlaufzeit keine Arbeiten publiziert bzw. prasentiert. Es gibt
auch keine Planung zu kiinftigen Publikationen.

Die Ergebnisse des PP-TNBC-Projektes wurden bereits auf vielfdltige Art und Weise publiziert und
prasentiert. Es konnten bis jetzt 15 Publikationen verdffentlicht werden, zudem wurde in zahlreichen
Vortragen und Postern auf verschiedenen nationalen und internationalen Konferenzen die
Ergebnisse des Projekts allgemein und die Pizellen als Plattformsystem flir den Wirkstofftransport
im speziellen wissenschaftlichen Gesellschaften vorgestellt. Neben diesen Kklassischeren
Vortragsarten wurden die Pizellen als Plattform auch auf dem jihrlichen Meeting der Controlled
Release Society in Bologna im Rahmen einer Session zur Translation von Nanomedizin gepitcht. In
den néchsten Jahren werden auch klinischere Meetings besucht, um die Pizellen nicht nur der
Community der pharmazeutischen Entwicklung von Wirkstofftrigersystemen sondern auch den
klinischen Anwendern zu prasentieren.



