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Strukturmodell von Polymermizellen in Abhingigkeit von der Curcu-
min-Beladung mithilfe von Festkorper-NMR-Spektroskopie**
Ann-Christin Poppler,* Michael M. Liibtow, Jonas Schlauersbach, Johannes Wiest,

Lorenz Meinel und Robert Luxenhofer

Abstract: Detaillierte FEinblicke in die Struktur von mit
Wirkstoffen beladenen Polymermizellen sind rar, aber wichtig
um gezielt optimierte Transportsysteme entwickeln zu konnen.
Wir konnten beobachten, dass eine Erhohung der Curcumin-
Beladung von Triblockcopolymeren auf Basis von Poly(2-
oxazolinen) und Poly(2-oxazinen) schlechtere Auflosungsei-
genschaften nach sich zieht. Mitthilfe von Festkorper-NMR-
Spektroskopie und komplementiren Techniken ist es maoglich,
ein ladungsabhingiges Strukturmodell auf molekularer Ebene
zu erstellen, das eine Erklirung fiir die beobachteten Unter-
schiede liefert. Dabei belegen die Anderungen der chemischen
Verschiebungen und Kreuzsignale in 2D-NMR-Experimenten
die Beteiligung des hydrophoben Polymerblocks an der Ko-
ordination der Curcumin-Molekiile, wihrend bei hoherer Be-
ladung auch eine zunehmende Wechselwirkung mit dem hy-
drophilen Polymerblock beobachtet wird. Letztere konnte
elementar fiir die Stabilisierung von ultrahochbeladenen Po-
lymermizellen sowie das Design von verbesserten Wirkstoff-
transportsystemen sein.

N ur wenn Polymer-Wirkstoff-Formulierungen auf mole-
kularer Ebene verstanden werden, konnen einzelne Kompo-
nenten gezielt modifiziert und die physikochemischen Fi-
genschaften optimiert werden. Idealerweise sollten diese
Transportplattformen grofe Mengen an Wirkstoff enthalten,
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wihrend gleichzeitig eine ausreichende Stabilitit und effizi-
ente Freigabe erhalten bleibt. Generell haben Wirkstofffor-
mulierungen, z.B. feste Dispersionen oder 16sliche Wirk-
stofftransportsysteme (WTS) bestehend aus Polymermizel-
len, viel Aufmerksamkeit erregt!!! und einige von ihnen
konnten sich als Wirkstofftransportplattformen, Hygiene-
oder Kosmetikartikel und Biomaterialien auf dem Markt
behaupten.?! Dennoch spiegelt sich die grofe Anzahl an
veroffentlichten Arbeiten zu WTS nicht direkt im therapeu-
tischen Fortschritt und Nutzen fiir den Patienten wieder."
Dabei sind besonders eine geringe Komplexitidt und hohe
Reproduzierbarkeit wichtige Kriterien fiir Polymere in der
Nanomedizin.! Ein detailliertes Verstindnis dieser ,,Makro-
molekiil/Kleinmolekiil“-Materialien auf molekularer Ebene,
mit dem diese Punkte systematisch adressiert werden konn-
ten, ist durch ihren komplexen Aufbau sowie das Fehlen von
Fernordnung nur schwer zuginglich. Daher ist das in der Li-
teratur vorherrschende Bild fiir selbstorganisierte Polymer-
mizellen das eines wohldefinierten Kern-Schale-Partikels, in
dem der hydrophobe Kern die Wirkstoffmolekiile enthélt und
die hydrophile Schale des Partikels fiir die Abschirmung und
Stabilitit verantwortlich ist.”! Der Fokus liegt hierbei auf der
Betrachtung von auflen. In diesem Kontext war die Arbeit
von Callari et al. inspirierend, weil sie zu den ersten gehoren,
die analysiert haben, wie die Struktur der Polymermizellen
durch die Anwesenheit der Wirkstoffmolekiile beeinflusst
wird.”! Sie konnten zeigen, dass eine hohere Beladung die
zelluldre Aufnahme sowie die Zytotoxizitét in vitro reduziert,
was sie auf die grofere Packungsdichte des Teilchens zu-
riickfithrten. Bei dem Polymer handelte es sich um ein Gly-
copolymer mit definierten Ankerpunkten fiir den Pt-haltigen
Wirkstoff. Allerdings basiert die Mehrzahl der WTS auf der
physikalischen Einkapselung mit weniger stark gerichteten
Wechselwirkungen. Auch fiir diese physikalisch beladenen
Mizellen, sind solche Effekte, z.B. eine Verringerung der
Auflosung mit steigender Beladung, bekannt.”’ In dieser
Arbeit verwenden wir Festkorper-NMR-Spektroskopie
kombiniert mit komplementédren Techniken, um detaillierte
Einblicke in die molekulare Struktur von ultrahochbeladenen
Mizellen zu erlangen mit deren Hilfe das Zusammenspiel
zwischen Beladung und Materialeigenschaften, wie z.B.
Auflésungsraten, fiir solche Formulierungen erkliart werden
kann. Wir sehen in dieser Struktur-Eigenschaftsbeziehung ein
Fundament fiir die definierte, systematische Modifikation
von Formulierungen, um das Beste aus beiden Welten zu er-
halten — hohe Beladung und giinstige Freisetzungseigen-
schaften.

Um eine Briicke von den experimentellen Beobachtun-
gen zu einem Strukturmodell zu schlagen, verwenden wir das
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amphiphile Triblockcopolymer Poly(2-methyl-2-oxazolin)-
block-poly(2-n-propyl-2-oxazin)-block-poly(2-methyl-2-0x-

azolin) (pMeOx-b-pPrOzi-b-pMeOx =P) (Schema 1). Auf-
grund des schwach hydrophoben Charakters von pPrOzi,

Amphiphilic Block Copolymer
pMeOx-pPrOzi-pMeOx = P

7 LA

Polymeric Micelle

o

0/
HO CH
O AN X O ~ Curcumin
0. .0
H

Schema 1. Strukturformeln der in dieser Studie verwendeten Kompo-
nenten: Das amphiphile Blockcopolymer P schliefdt Curcumin durch
Selbstassemblierung zu Polymermizellen ein (rechte Darstellung).

lagern sich die Polymerketten nur in Gegenwart von hydro-
phoben Gastmolekiilen zu iibergeordneten Strukturen zu-
sammen.”! Diese Anordnungen konnten mithilfe von SANS-
und cryo-TEM-Experimenten als sphérische und wurmartige
mizellare Strukturen identifiziert werden.™! Aufgrund seiner
sehr geringen Loslichkeit in Wasser, dem unkomplizierten
spektroskopischen Nachweis auch in kleinen Mengen und
dem Nichtvorhandensein von Signaliiberlagerungen im
NMR-Spektrum dient der Naturstoff Curcumin (CUR) als
Modellverbindung. Das 77 %-ige CUR wurde ohne weitere
Aufreinigung verwendet. Zusitzlich kann A-pPrOzi-A (P)
sehr groe Mengen an Curcumin (> 50 Gew.-% ) aufnehmen,
sodass Formulierungen mit verschiedenen, wohldefinierten
Beladungen hergestellt werden kénnen.™ Ein Set aus drei
Formulierungen, CUR-2-P, CUR-6-P and CUR-11-P, wurde
hergestellt.!'"!! Dies entspricht 2, 6 oder 11 gL™' CUR pro
10 gL' des Polymers vor der Gefriertrocknung (Kapitel S1
der Hintergrundinformationen). Fiir die hochste Beladung
iibersteigt die Anzahl der Curcumin-Molekiile pro Polymer-
block die Anzahl der vorhandenen Monomer-Wiederholein-
heiten des hydrophoberen Polymerblocks.

In standard-Auflosungstest mit gepressten Tabletten,
wurde fiir kristallines Curcumin wihrend zwei Stunden keine,
fiir amorphes CUR jedoch eine niedrige Auflosungsmenge
beobachtet (Tabelle 1 und Abbildung S2). Das Formulieren
von CUR mit A-pPrOzi-A verbesserte die Auflosungsrate um
6000 (CUR-2-P), wobei das Auflgsungsverhalten stark von

Tabelle 1: Experimentell bestimmte Aufldsungsraten in umol min~'cm™2 mit La-

tenzzeit sowie Ergebnisse der Hygroskopizititsbestimmung.

Zuschriften

der Beladung abhingt (Tabelle 1 und Abbildung S3). Die
Presslinge fiir alle Formulierungen wurden aus den gefrier-
getrockneten Proben hergestellt.

CUR-2-P mit der geringsten CUR-Beladung begann sich
direkt zu Beginn des Experimentes mit einer Rate von
6.2 umolmin’1 cm 2 aufzulosen, was fiir diese Untersuchun-
gen das Maximum darstellt. Bei Erhohung der CUR-Bela-
dung (CUR-6-P), verringert sich die Auflosungsrate um den
Faktor 2 und eine Latenzzeit von 24 min wird beobachtet. Fiir
die hochste CUR-Beladung ist dieser Unterschied noch
starker ausgeprégt und die Auflosungsrate verringert sich um
den Faktor 100. Auch wenn die Auflosungsrate dann immer
noch 20-mal schneller ist als fiir amorphes CUR, zeigt dies,
dass die hochste Beladung nicht zwangsldufig die fiir die
(orale) Verabreichung vorteilhafteste Form darstellt. Wie ein
zweiseitiger t-Test zeigt, sind die beobachtete Unterschiede
zwischen CUR-2-P und CUR-6-P sowie CUR-11-P und
amorphem CUR statistisch signifikant (p <0.05). Fiir die
verschiedenen Auflosungsraten konnten Kristallisationsef-
fekte durch lange PXRD-Messungen der gequollenen Ta-
bletten ausgeschlossen werden (Abbildung S16). AuBerdem
sollten die hohen Riihrgeschwindigkeiten (4800 UpM) ver-
hindern, dass ruhende Wasserschichten eine Diffusionsbar-
riere erzeugen. Die Bildung einer hoch-viskosen Gelschicht
scheint jedoch moglich. Ergénzend zu den Auflosungstest
wurde die Wasseraufnahme bei 80% relativer Feuchtigkeit
untersucht. Die Formulierung mit der geringsten Beladung
zeigte nach 24 Stunden 30% Gewichtszunahme, wihrend
geringere Zunahmen von 16 % und 15% fiir CUR-6-P und
CUR-11-P beobachtet wurden, letztere also hydrophober
sind.

Um diese verschiedenen Eigenschaften zu erkldren,
wurden die gefriergetrockneten Formulierungen zunéchst
durch Pulverrontgendiffraktometrie charakterisiert (Abbil-
dung S13). Wihrend das kristallines CUR deutliche Diffrak-
tionspeaks zeigt, die mit der stabilsten, monoklinen Kristall-
form (CSD Code: BINMEQO5!'?) iibereinstimmen, sind alle
Formulierungen rontgenamorph und zeigen keine Fernord-
nung. Allerdings weisen Trends beziiglich Position und Breite
des Halos auf Nahordnungseffekte hin. Da NMR-Spektro-
skopie besonders empfindlich fiir die lokale Umgebung der
NMR-aktiven Kerne ist, stellt es eine leistungsfihige Sonde
fiir solche Nahordnungsphdnomene dar. Folglich wurden die
Proben im nicht-selektiven Losemittel CDCl; (keine Mizel-
len, einzelne Komponenten) oder in D,O (selektiv, Mizellen
mit CUR-Beladung) gelost und anschlieBend analysiert
(Abbildungen S4-S6). Wihrend sich sowohl CUR und das
Polymer in CDCl; l6sen, konnen die CUR Signale in D,O
kaum ausgemacht werden. Nur die Polymer-Reso-
nanzen waren eindeutig erkennbar, was darauf hin-
deutet, dass sich CUR im Kern der Mizelle nahezu
wie ein Feststoff verhélt und mit jiingsten Analysen

durch Fluoreszenzspektroskopie iibereinstimmt.*!
Das erschwert die detaillierte Analyse jedoch deut-

Probe Latenzzeit  Auflésungsrate Wasseraufnahme [Gew.-%]
[min] [umolmin~'em ™ bei 80% r.F."

CUR-2-P 0 6.2+0.5 30

CUR-6-P 24 2.6+0.8 16

CUR-11-P N/A 0.025+0.008 15

amorphes CUR ~ N/A 0.001 £0.0004 -

lich und NMR-Spektroskopie in Losung ist daher
nicht geeignet, um intermolekulare Wechselwirkun-
gen innerhalb der Mizellen zu untersuchen. In Dif-
fusions(DOSY)-NMR-Messungen der drei Formu-

[a] Mittelwert £ SD (n=3). [b] n=1.
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damit abgeschitzte Radien erhalten werden, die mit in frii-
heren Arbeiten mit dynamischer Lichtstreuung bestimmten
Werten iibereinstimmen (beide in Tabelle $3).' Das zeigt,
dass Informationen beziiglich der Gro3e und zum Teil auch
Morphologie der Mizellen verfiigbar sind, wihrend Infor-
mationen zur molekularen Anordnung innerhalb der Mizelle
deutlich schwerer zugéinglich sind.

Aus diesem Grund richteten wir unser Augenmerk auf die
Festkorper-NMR-Spektroskopie, die im pharmazeutischen
Kontext bereits erfolgreich fiir die Untersuchung von amor-
phen Darreichungsformen verwendet wurde! und die
zudem besonders sensitiv auf intermolekulare Wechselwir-
kungen sowie subtile Anderungen in der lokalen Anordnung
reagiert. Beispielsweise konnten kiirzlich Prochazkova et al.
polymorphe Umwandlungen in Glycopolymervesikeln mit
Hilfe der Kombination aus Festkorper-NMR-Spektroskopie
und PXRD aufkliren.” 'H- and *C-CP/MAS-NMR-Expe-
rimente bei 24 kHz MAS und 14.1 T wurden fiir alle Formu-
lierungen durchgefiihrt. Zur Stabilitdtskontrolle wihrend des
MAS wurden zu verschiedenen Zeitpunkten 'H-NMR-
Spektren und im Anschluss an die NMR-Messungen PXRD-
Daten aufgenommen (Abbildung S14b). Fiir einen ersten
Machbarkeitsnachweis wurden die spektroskopischen Daten
der drei Formulierungen mit den Spektren der individuellen
Komponenten (CUR und reines Polymer), einer 1:1 physi-
kalischen Mischung und amorphem CUR verglichen (Ab-
bildung 1, Skalierung mit individueller Scananzahl). Die “C-
CP/MAS-NMR-Spektren des CUR-Ausgangsmaterials des
Polymers fiir die Herstellung der Formulierungen sind in grau
und blau abgebildet. Die Signalzuordnung erfolgte mithilfe
der NMR-Spektren in Losung sowie der bisher veroffent-
lichten Zuordnungen basierend auf Festkorper-NMR-Daten
und erginzenden Rechnungen.['! Bei dem Spektrum der 1:1-
Mischung (griin) handelt es sich dementsprechend um die

amorphous CUR

CUR-11-P

S S e e L e e e e e
200 150 100 50

C/ppm

Abbildung 1. *C-CP/MAS-NMR-Spektren von amorphem CUR
(schwarz), den drei Formulierungen (gelb, orange, rot mit steigender
CUR Beladung), dem reinen Polymer (blau), CUR (grau) und einer 1:1-
Mischung der beiden Komponenten (griin). Alle Spektren wurden bei
14.1 T und 24 kHz aufgenommen und entsprechend der Scananzahl
der individuellen Datensitze skaliert.

© 2019 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Summe der Spektren der einzelnen Komponenten. Dagegen
unterscheiden sich die Spektren der drei Formulierungen
(gelb-orange-rot) beziiglich der Anzahl der Signale, Signal-
positionen und -breiten sowie relativer Intensititen eindeutig
von den anderen Spektren. Erhohung der CUR-Beladung
resultiert in einer Erhohung der CUR-Signalintensitdten und
steigender Ahnlichkeit zum Spektrum von amorphem CUR.
Dies zeigt, dass Festkorper-NMR-Spektroskopie geeignet ist,
um diese Polymer-Wirkstoffanordnungen systematisch zu
untersuchen. Im Folgenden werden konkrete Spektralberei-
che (Abbildung 1, grau unterlegt) im Hinblick auf spezifische,
strukturelle Aspekte der Formulierungen diskutiert (Abbil-
dung 2 und Abbildung 4). Dafiir wurde die Skalierung so

amorphous CUR O'H‘ 0
CUR-11-P C15 — ] - Cc11
CUR-6-P C16 C10
014012 c4 CS
s HO OH
C-OH
C-OMe >
CUR
c11, ¢4 oMe
C14 15, €12 C16 CUR

Pbca

L0 | P2 |
120 110 60 55
=C/ppm

(N LI

1’55‘ ' 150 o '1'45v o '130

Abbildung 2. VergroRerte Ausziige aus der Uberlagerung der '>C-CP/
MAS-NMR-Spektren von CUR-2-P (gelb), CUR-6-P (orange), CUR-11-P
(rot) und amorphem CUR (schwarz) aus Abbildung 1. Fiir eine bessere
Vergleichbarkeit wurden die Intensititen so skaliert, dass die Signale
eine dhnliche Hohe haben. Berechnete chemische Verschiebungen
werden durch Striche dargestellt.

angepasst, dass die Signale nahezu identische Hohen auf-
weisen, was den Vergleich von chemischen Verschiebungen
und Linienbreiten vereinfacht. Ein Uberblick iiber alle ex-
trahierten Parameter ist in Tabelle S4 zu finden. Generell sind
die Polymersignale in den Formulierungen alle breiter als fiir
das reine Polymer (keine Mizellen), wihrend alle CUR-Si-
gnale schmaler sind als in der vollstdndig amorphen Probe,
was mit dem Konzept eines rontgenamorphen Materials mit
einem unterschiedlichen Ausmafl an Nahordnung tiberein-
stimmt.

Zuerst werden die Signale der quaternidren C-OH-/C-
OMe-Kohlenstoffatome bei ~ 150 ppm und die Signale der
CH;-Gruppe von Curcumin (/56 ppm) verglichen, die am
starksten durch eine hohere Beladung beeinflusst zu sein
scheinen (Abbildung 2, graue Ellipsen). Dabei handelt es sich
um die polaren Endgruppen, die erwartungsgemif an inter-
molekularen Wasserstoffbriicken beteiligt sein sollten, wih-
rend die Enol-Einheit weitgehend intramolekulare Wechsel-
wirkungen eingeht. Dies wurde durch den Vergleich von be-
rechneten chemischen Verschiebungen der Kristallstruktur
sowie eines isolierten Molekiils bestitigt (Abbildung S19/
S20). Die “C chemischen Verschiebungen nehmen von
niedriger (CUR-2-P) zu hoher Beladung (CUR-11-P) ab und
die Linienbreiten steigen, was insgesamt einer Annidherung
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an das Spektrum von amorphem CUR entspricht. Demzu-
folge erfahren die Curcumin-Molekiile mit steigender Bela-
dung eine unterschiedlichere molekulare Umgebung. Inter-
essanterweise sind die absoluten Anderungen zwischen CUR-
2-P und CUR-6-P groBer als zwischen den beiden hoheren
Beladungen (6 vs. 11). Des Weiteren sind die Signale aus dem
CUR Riickgrat (hellblau unterlegt) sehr aufschlussreich. Fiir
Curcumin in der stabilsten Form (monokline Raumgruppe
P2/n) werden keine "°C Signale im Bereich von 120 ppm be-
obachtet wie auch die berechneten Verschiebungen zeigen
(Abbildung 2, schwarze Striche). Demgegeniiber sagen
Rechnungen fiir die zwei anderen bekannten Polymorphe, in
denen CUR einen deutlich kleineren Torsionswinkel aufweist
(16.1° vs. 46.0°), *C-Signale in diesem Bereich vorher (blaue
Striche). Daraus konnen wir ableiten, dass CUR in den Mi-
zellen eine Konformation mit einer geringen intramolekula-
ren Verdrehung ausweist.

Als zusitzliches Indiz fiir die Beteiligung der Hydroxy-
Gruppen des Curcumin an Wasserstoffbriickenbindungen mit
dem Amid des Polymers wurden fiir CUR-11-P, CUR-6-P,
kristallines CUR und die 1:1-Mischung 'H-NMR-Spektren
bei schnellem MAS aufgenommen (Abbildung 3). Darin wird

CUR-11-P

cryst. CUR

W/ppm O -10
Abbildung 3. Vergleich der 'H-Festkérper-NMR-Spektren von CUR-11-
P, CUR-6-P, einer 1:1-Mischung und kristallinem CUR, die bei 14.1 T
und 65 kHz MAS aufgenommen wurden. Die Enol- sowie die Hydroxy-
Funktionalitdt in den verschiedenen Proben sind jeweils hervorgeho-
ben.

fiir die Formulierungen ein breites Signal bei 9-10 ppm (ge-
strichelte, rote Linie) beobachtet, dessen Intensitidt von CUR-
6-P zu CUR-11-P ansteigt und das fiir kristallines CUR sowie
die physikalische Mischung nicht vorhanden ist. Signale mit
derart hohen chemischen Verschiebungen sind typisch fiir H-
Briicken-Wechselwirkungen, sodass dieses Signal der OH-
Gruppe zugeordnet werden kann.

Fiir CUR und die physikalische Mischung liegt das Signal
der OH-Gruppe mit 7.5 ppm bei deutlich niedrigeren ppm-
Werten. Diesen Unterschied fithren wir auf die stdrkeren
Wechselwirkungen zuriick, die zwischen den OH- und Car-
bonyl-Funktionalititen im Vergleich mit den Methoxy-

Angew. Chem. 2019, 131, 1871218718
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Gruppen des Curcumins gebildet werden konnen. Dies
stimmt mit GIPAW(CASTEP)-Rechnungen fiir ein Set von
Modelstrukturen, die dhnliche OH:-O=CN-Kontakte ausbil-
den konnen, iiberein (Kapitel S8). Dabei wurde eine Verla-
gerung von ca. 5-6 ppm zu hoheren Werten fiir Gruppen
vorhergesagt, die an derartigen H-Briicken-Anordnungen
beteiligt sind, was 1-2 ppm iiber den fiir CUR in Form 1 be-
rechneten Werten liegt (Kapitel S7).

Im Hinblick auf das Polymer sollte die Amid C=O-
Gruppe (=~ 172 ppm), die als H-Briicken-Akzeptor fungieren
kann, empfindlich auf die Anwesenheit von CUR reagieren.
Fiir das reine Polymer wird nur ein Signal im 1D-"*C-CP/
MAS-NMR-Spektrum beobachtet, sodass die pMeOx- und
pPrOzi-Blocke nicht unterschieden werden kénnen. Erst im
'H-BC-HETCOR-Spektrum mit lingerer Kontaktzeit
(1.5 ms) konnen drei verschiedene Signale bei 172.8, 171.7
und 171.0 ppm beobachtet werden, die mit Hilfe der C-
NMR-Daten in Losung zur PrOzi-Carbonylgruppe und den
cis/trans-Isomeren des pMeOx-Blocks zugeordnet werden
konnen (Abbildung 4a). Das Auftreten von cis/trans-Isome-
ren bei tertidfren Amiden, wie z.B. Poly(2-oxazolin)en ist
bekannt.'” Das Auftreten der Isomeren im Feststoff sollte
daher auch beim Aufbau von detaillierten Strukturmodellen
beachtet werden. Durch die Beladung mit CUR verbreitern
sich die Signale und Uberlagerungen werden beobachtet.
Dies ist eine Folge der Verteilung von Umgebungen und des
parallelen Vorhandenseins von unkoordinierten und koordi-
nierten Amid-Gruppen. Um die Rolle der verschiedenen
Polymerblocke bei der CUR-Koordination genauer zu un-
tersuchen, wurden Anderungen in den chemischen Ver-
schiebungen und Linienbreiten fiir die CH;-Gruppe des
pMeOx-Blocks analysiert (Abbildung 4b). Die Linienbreite
steigt deutlich fiir den Ubergang von reinem Polymer zu
selbst-assembliertem CUR-2-P und weiter zu den CUR-6-P
und CUR-11-P Formulierungen, die sich nicht mehr stark
unterscheiden. Die chemische Verschiebung dndert sich zwi-
schen reinem Polymer und niedriger Beladung nur sehr wenig
(0.1 ppm), was mit dem vereinfachten Bild von CUR im Kern
der Mizelle in der Ndhe der hydrophoben PrOzi Einheiten
ibereinstimmt. Mit steigender Beladung wird jedoch eine
deutlichere Anderung der chemischen Verschiebung beob-
achtet, was dafiirspricht, dass der hydrophile Polymerblock an
der CUR-Koordination beteiligt wird. Im Gegensatz dazu
bleiben die chemische Verschiebung und die Linienbreite der
Propyl-CH;-Einheit zwischen den CUR-6- and CUR-11-P-
Formulierungen weitestgehend konstant, was nahelegt, dass
die Wechselwirkungen mit dem hydrophoben Kern der Mi-
zelle groBtenteils abgesittigt sind (Abbildung S9). Um diese
Hypothese zu bestitigen, wurden 'H-C-2D-HETCOR-
Spektren mit einer langen Kontaktzeit von 5 ms, in denen
intermolekulare Wechselwirkungen zwischen CUR und dem
Polymer sichtbar sein sollten. Die entsprechenden 2D-NMR-
Spektren von CUR-6-P and CUR-11-P sind in Abbildung 4¢
und 4d gezeigt. Da im Polymer keine aromatischen Einheiten
enthalten sind, miissen Kreuzsignale fiir *C-chemische Ver-
schiebungen mit '"H-aromatischen Signalen durch CUR-Pol
Kontakte hervorgerufen werden. Solche Kontakte sind durch
farbige Boxen entsprechend dem Farbcode in Abbildung 1
gekennzeichnet. Das 2D-HETCOR-Spektrum von CUR-2-P
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Abbildung 4. a) Amid-Region des 'H-"*C-FSLG-HETCOR-Spektrums
des reinen Polymers aufgenommen mit einer 1.5 ms Kontaktzeit sowie
13C-NMR-Spektrum in CDCl;, Gesamtspektren in den Hintergrundin-
formationen. b) Vergleich der chemischen Verschiebung (griin) und Li-
nienbreite (rot) der CH;-Gruppe des hydrophilen pMeOx-Polymer-
blocks fiir das reine Polymer und die drei Formulierungen. c) und
d) "H-"*C-FSLG-HETCOR-Spektren von CUR-6-P und CUR-11-P aufge-
nommen bei 14.1 T und 20 kHz MAS mit einer Kontaktzeit von 5 ms.
Vertikale 1D-Schnitte (rechts) gehéren zu den im 2D-Spektrum einge-
zeichneten Linien. Farbigen Boxen markieren Kreuzsignale, die von
CUR-Pol intermolekularen Kontakten stammen. Der 2D Datensatz fiir
CUR-2-P befindet sich in den Hintergrundinformationen.

befindet sich in Abbildung S11b. Fiir die Formulierung mit
der geringsten Beladung wurden iiberwiegen intramolekulare
Kreuzsignale beobachtet. Eine Ausnahme bildet eine
schwache Wechselwirkung mit einer CH,-Einheit der Pro-
pylkette bei 20.5 ppm. Insgesamt ist die Intensitét jedoch so
niedrig, dass auch das Vorhandensein von weiteren Kontak-
ten nicht ausgeschlossen werden kann. Fiir die mittlere Be-
ladung zeigen zusitzliche Kontakte zwischen CUR und
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pMeOx die Beteiligung des pMeOx-Blocks an der CUR-
Koordination. Interessanterweise konnten zur Carbonyl-
gruppe zwei Kontakte mit unterschiedlicher Intensitédt beob-
achtet werden. Ohne weitere Untersuchungen kann nicht
vollstiandig gekldrt werden, ob es sich dabei um die cis/trans-
Isomere oder verschieden starke Wechselwirkungen mit den
pMeOx und pPrOzi-Segmenten handelt. SchlieBlich zeigt das
Spektrum von CUR-11-P eine Vielzahl von weiteren Kreuz-
signalen, u.a. zu allen Carbonyl-Umgebungen sowie dem
Polymerriickgrat. Kreuzsignale fiir *C-CUR-Einheiten mit
Protonen bei niedrigen chemischen Verschiebungen konnten
ebenso auf intermolekulare CUR-Pol Kontakte hindeuten,
allerdings ist die Interpretation hier komplexer, da die
Methoxygruppe von CUR ebenfalls bei ca. 3.5 ppm beob-
achtet wird. Extrahierte horizontale Schichten zeigen, dass
der Mittelpunkt des Kreuzsignals bei 128 ppm (griin) bei
einem niedrigeren ppm-Wert liegt, als fiir die OMe Gruppe
(grau). Trotzdem konnen CUR-CUR-Kontakte oder intra-
molekulare Spindiffusion als Ursprung dieser Kreuzsignale
nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Ein HETCOR-
Spektrum mit einer zusitzlichen Spin-Diffusionszeit von
50 ms wie von Duan et al. verwendet!"¥! zeigte Spindiffusion
zwischen den verschiedenen Komponenten (Abbil-
dung S12a). Dies ist ein Anhaltpunkt dafiir, dass auch bei
hohen Beladung keine Phasenseparierung und Doménenbil-
dung auftreten, was zudem in einer fritheren Studie durch das
Vorhandensein eines gemeinsamen Glasiibergangs fiir die
Formulierungen unterstiitzt wird.®l Als Gegenkontrolle
zeigte ein HETCOR Experiment fiir die 1:1 physikalische
Mischung keine Kreuzsignale zwischen CUR und dem Poly-
mer (Abbildung S12b).

Aufbauend auf diesen Beobachtungen, kénnen wir nun
die Puzzleteile aus den verschiedenen Experimenten zu
einem libergeordneten, beladungsabhéngigen Strukturmodell
zusammensetzen (Abbildung5): Die einzelnen Polymer-
strange ordnen sich nur in Gegenwart von Curcumin zu Mi-
zellen zusammen. Fiir die niedrigste CUR-Konzentration
(CUR-2-P) befinden sich die schlecht wasserloslichen CUR-
Molekiile im Kern der Mizelle und nehmen dabei eine fast
planare Konformation ein. Es liegt eine Verteilung von relativ
definierten Umgebungen in Form von Wasserstoffbriicken
zwischen den phenolischen OH-Gruppen und den Amid-
Einheiten des hydrophoben Blocks vor (rote Struktur, Ab-
bildung 5). Mit der Absittigung dieser bevorzugten Wech-
selwirkungspartner bei steigender Beladung (CUR-6-P),
sinkt die Nahordnung um die Curcumin-Molekiile. AuBer-
dem wird angenommen, dass CUR-Molekiile nun auch an der
hydrophil-hydrophoben Grenzfliche zu finden sind (iiber-
einstimmend mit dem Himbeer-Modell fiir ein &hnliches
System aus SANS-Daten”). Dies bedeutet, dass nun ver-
starkt Interaktionen mit den Wiederholungseinheiten des
hydrophilen Polymerblocks stattfinden, was durch konkrete
Anderungen in den chemischen Verschiebungen sowie
Kreuzsignale in den 2D-HETCOR-Spektren belegt wird. Die
Amid-Funktionalititen des hydrophilen Blocks (Abbil-
dung 5, in blau) sorgen dariiber hinaus fiir die Stabilisierung
und Hydratisierung der Mizellen. Somit blockieren die CUR-
Molekiile nun teilweise die Wasserstoffbriicken-Akzeptor-
einheiten in der Schale der Mizelle, die wichtig fiir den Hy-
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Abbildung 5. Schematisches Modell der strukturellen Anderungen, die die Polymermizellen mit steigender Curcumin-Beladung erfahren. Die
strukturellen Anderungen basieren auf Festkérper-NMR-Daten und komplementiren Einblicken. Fiir jede Beladung sind die zusitzlich auftreten-

den Wechselwirkungsarten dargestellt.

dratisierungs- und Auflosungsprozess sind, was mit der be-
obachteten Verzogerung beim Auflésen von CUR-6- und
CUR-11-P korreliert. Schlieflich ist im Falle der hochsten
Beladung nicht nur der Kern im Wesentlichen mit CUR-
Molekiilen gefiillt (geringster Grad an Nahordnung in den
NMR-Spektren), sondern auch die hydrophilen Amid-Ein-
heiten werden abgesittigt, was quasi zur Vernetzung der hy-
drophilen Schale fiihrt und damit die Hydratisierung stark
beeinflusst. Dies ist im Einklang mit den deutlich verringer-
ten Auflosungsraten fiir CUR-11-P1 und dem Anstieg der
PartikelgroBe, dessen Schale fiir solch ultrahohe Beladungen
starrer ist. Aus diesem Gesamtbild wiirde sich eine erhchte
Hydrophobizitit der Mizellen bei hoherer Beladung ableiten,
was die Ergebnisse in Tabelle 1 sowie verschiedene Unter-
suchungen an Glycopolymeren mit SAXS und SANS
zeigen.[")

Die detaillierte Einsicht in die Struktur und das Ver-
stindnis von mit Wirkstoff beladenen Polymermizellen ist
schwierig zu erhalten. In dieser Arbeit konnten wir zeigen,
dass Festkorper-NMR fiir diesen Zweck eine vielseitige
Werkzeugkiste sein kann, mit der — in Kombination mit
komplementdren Methoden — eine detaillierte Analyse von
Polymermizellen und damit ein besseres Verstdndnis der
Struktur moglich ist. Durch die NMR-spektroskopischen
Daten konnten Verdnderungen im Wechselwirkungsprofil in
Abhingigkeit der Ladung sichtbar gemacht werden. Fiir hohe
Beladungen zeigte sich, dass die hydrophilen Polymerblocke
an der Koordination von CUR beteiligt sind, was vermutlich
ein kritischer Faktor ist, um solche extrem hohen Beladungen
von ca. 50 Gew.-%, wie fiir diese Polymerplattform beob-
achtet, zu erzielen. Darauf aufbauend kénnen die Polymere
nun gezielt modifiziert werden, um einerseits die ultrahohen
Beladungen aufrecht zu erhalten, aber andererseits das
Freisetzungsverhalten nicht negativ zu beeinflussen. Weitere
Untersuchungen miissen dann bestédtigen ob und wie auf
diesem Wege verbesserte Nanopartikel fiir den Wirkstoff-
transport erzeugt werden konnen. Aulerdem konnen die hier
verwendeten NMR-Experimente um weitere protonende-
tektierte Experimente bei schnellem MAS erweitert werden.
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Damit sollte es dann moglich sein, noch genauere Struktur-
modelle fiir diese und andere Wirkstoff-Polymeranordnungen
zu erstellen. Dartiber hinaus ist eine Untersuchung mit sys-
tematisch veridnderten Polymer- und Gastmolekiilen eventu-
ell auch in Kombination mit Isotopenmarkierungen nétig, um
zum Beispiel Wirkstoff-Spezifitdten von strukturell dhnlichen
Polymeren verstehen zu konnen.'"*! Eine Analyse der
Proben zu verschiedenen Lagerzeitpunkten bei definierter
relativer Feuchtigkeit konnte auBerdem Riickschliisse auf
den Auflosungsmechanismus liefern. Auflerdem konnten
Paarverteilungsfunktionen aus Rontgen-Daten sowie Einbli-
cke aus SANS-Messungen sehr wertvoll sein, um mehr tiber
diese interessanten Systeme zu lernen.
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