Entwicklung und Biofunktionalisierung von
metallischen Nanostrukturen fiir die Anwendung in
der Krebsimmuntherapie

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
,Doctor rerum naturalium”

dem Fachbereich Chemie, Pharmazie und Geowissenschaften
der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz
vorgelegt von

Heiko Bauer

geboren in Worms

Mainz, 2014






Dekan:
Erster Berichterstatter:
Zweiter Berichterstatter:

Datum der miindlichen Priifung: 23.04.2014






Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von November 2011 bis April 2014 unter der

Betreuung von _ an der Johannes Gutenberg-Universitit

Mainz, Institut fiir Anorganische Chemie und Analytische Chemie angefertigt.

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig verfasst

und keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe.






% W72 07200702 H 720






Danksagung

Zuallererst mochte ich mich bei _ bedanken, fiir die Moglichkeit

dieses interessante Forschungsgebiet zum Thema meiner Doktorarbeit gemacht haben zu

diirfen und fiir seine unterstiitzenden Ratschlédge.

_ mochte ich fiir die zahlreichen Diskussionen und Hilfestellungen im
Rahmen der Polymerkooperationen danken, durch die ein GroBteil dieser Arbeit entstehen

konnte.

Betreffend der Polymerkooperationen sei folgenden Personen besonderer Dank
ausgesprochen, da ohne die Zurverfligungstellung ihrer entwickelten Polymerstrukturen die

Anwendung im Rahmen meiner Arbeit bei weitem nicht so vielfdltig gewesen wire:

_ sei gedankt fiir viele Erklarungen und die Vertiefung meiner Kenntnisse
der Immunologie und die Anwendung der von mir entwickelten Nanopartikel.
GleichermalBen mdchte ich _ fiir die Durchfiihrung der FACS-Analysen

danken.

_ mochte ich an dieser Stelle danken, dass ich die Viabilititstests

grofltenteils in seiner Arbeitsgruppe durchfithren durfte, und _ fiir die
Unterstiitzung bei der Durchfithrung der Tests.

Fiir die Hilfe bei der Auswertung der Rontgendiffraktogramme mochte ich _

danken.

Den Korrekturlesern, insbesondere | N

mochte ich fiir die Opferung vieler Stunden fiir die Durchforstung meiner Arbeit nach



Fehlern danken, sowic |

Nicht zuletzt sei all meinen Freunden ein grofles Dankeschon ausgesprochen fiir

Diskussionen, Hilfen, nétigen Ablenkungen und Kaffeepausen, vor allem _ und

Als wichtigste Person mochte ich allerdings noch einmal |JJlj danken, die mich in allen
Situationen und Lebenslagen unterstiitzt hat. Ohne dich wire mir alles um ein Vielfaches

schwerer gefallen!



Abstract in Deutsch

Die Anwendung nanopartikuldrer Strukturen fiir biomedizinische Aufgaben gewinnt immer
grofler werdendes Interesse. Die Vorteile liegen in der Moglichkeit, durch Funktionali-
sierungen einen zielgerichteten Transport im Organismus zu bewirken. Dieses cell targeting
verringert die Nebenwirkungen der, gerade in der Krebstherapie verwendeten Wirkstoffe, da
diese groftenteils nicht mehr global wirken, sondern bevorzugt im Zielgewebe. Durch die
konzentriertere Darbietung des Wirkstoffes auf der Partikeloberfliche wird an den
adressierten Zellen eine erhohte Zahl an Rezeptoren aktiviert, was, verglichen mit separat
bindenden Wirkstoffen, zur deutlich verbesserten Zellaufhahme und dortigen Wirkung fiihrt.
Um den Einsatz metallischer Nanopartikel in vivo zu ermdglichen, muss der Organismus vor
toxischen Effekten der Partikel geschiitzt werden. Gleichzeitig muss gewihrleistet sein, dass
die Partikel nicht vorzeitig vom Immunsystem erkannt werden und aus dem Blutstrom
entfernt werden. Unter dem Begriff des stealth effects wird die Kombination der beiden
Anforderungen verstanden. Dieser Effekt kann durch eine hoch biokompatible Liganden-
hiille um die Partikel ermoglicht werden. Langkettige wasserlosliche Polymere bieten sich
hierbei an, welche iiber hochaffine Ankergruppen wie Catechole an die metallische
Partikeloberfldche binden koénnen und somit eine langzeitstabile Dispersion im wéssrigen
Medium ermdoglichen. Gleichzeitig wird die Moglichkeit der Freisetzung von toxischen
Ionen aus den Partikeln deutlich minimiert und durch Verwendung von multifunktionellen

Polymeren ist die Anbindbarkeit von Wirkstoffen gewéhrleistet.



Abstract in english

The application of nano particulate structures for biomedical tasks is receiving increasing
interest. Significant benefits are effected by specific functionalization and a targeted
transport within the organism. This so-called cell targeting reduces the side effects of cancer
therapy agents because they do not act globally, but rather show preference for the target
tissue. Due to the concentrated presentation of the drug on a particle’s surface, an increased
number of receptors are activated on the addressed cells. Compared with separately binding
substances, the cellular uptake and induced effects are significantly improved. To allow the
use of metallic nanoparticles in vivo, the organism must be protected from the toxic effects
of the particles. At the same time, it must be ensured that the particles do not underlie a
clearance by the immune system and are removed from the blood stream. The combination
of these two requirements is called the stealth effect. This effect can be created by using a
highly biocompatible ligand shell around the particles. Long-chain water-soluble polymers
are widely used to bind to the metallic particle’s surface via high affinity anchor groups,
such as catechols, thus enabling a long-term, stable dispersion in an aqueous medium. At the
same time the possibility of the release of toxic ions from the particles is significantly
reduced, and the use of multifunctional polymers ensures the connection of drugs and

targeting agents.
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Kapitel 1

Motivation

Die Behandlung von Krebs ist eine der groBten Herausforderungen fiir die heutige
pharmazeutische und medizinische Forschung. Krebs beschreibt die krankhafte Mutation
einer Zelle, die u.a. die Befdhigung verloren hat, den eigenen programmierten Zelltod
(Apoptose) auszuldsen. Die Teilung der Zellen erfolgt somit immer weiter, oft mit
verringerter Kontaktinhibition (Stopp des Wachstums in eine Richtung durch vorhandenes
Gewebe). Krebszellen werden daher als immortalisiert, als unsterblich angesehen. Durch
voran-schreitende, weitere Mutationen ist es schlieBlich selbst fiir das korpereigene
Abwehrsystem, das Immunsystem, schwierig bis unmdglich, Krebs zu erkennen und zu
bekdmpfen. Als Folge tritt das groBflachige Wachstum von Tumoren auf und durch dessen
Wucherung die Verdrangung oder Zerstorung von gesundem Gewebe. Die Mutation kann
viele Ursachen haben, wie genetische Pradisposition oder bestimmte Umwelteinfliisse. Die
operative Entfernung eines Tumors, wenn mdoglich, fithrt oft nicht zur Heilung aufgrund von
bereits erfolgter Metastasierung oder nicht vollstindiger Entfernung des krankhaften
Gewebes. Viele Behandlungsmethoden bringen eine hohe Belastung fiir den Patienten mit

sich, so zum Beispiel sind die starken Nebenwirkungen von Chemotherapeutika zu nennen



Motivation

und die teils hohe Strahlenbelastung bei gingigen diagnostischen Methoden. Die besten
Chancen, die Krebserkrankung zu iiberleben bieten sich fiir den Patienten, wenn die
Diagnose mdoglichst frithzeitig erfolgt. Hierzu miissen die diagnostischen Methoden
verbessert werden, damit auch kleinste Zellwucherungen bereits erkannt und behandelt
werden konnen. Ebenfalls kann durch Immuntherapeutika das Abwehrsystem unterstiitzt
werden, Krebszellen zu erkennen und abzutdten. Es ist moglich eine gezielte
Programmierung des Immunsystems spezifisch auf das erkrankte Gewebe zu erreichen,
welches sonst nur noch vermindert als fremdartig erkannt wird. Durch Kombination mit
gewohnlichen Chemotherapeutika und sonstigen Therapien ist so eine Verbesserung der
Behandlung ermdglicht worden. Die Problematik, dass Therapeutika global auf den
Organismus wirken, erschwert dennoch die Genesung des Patienten. Dies kann in gewissem
Mafe umgangen werden, wenn ein nanopartikuldres Transportsystem mit spezifischen
Zielvektoren verwendet wird, welches den Wirkstoff idealerweise zum Grofiteil erst im
erkrankten Gewebe freisetzen kann. Die Dimensionen solcher Nanosysteme sind gering
genug, dass sie sich in den kleinsten kapillaren Gefdlen des Organismus bewegen kdnnen
und somit ungehindert zum adressierten Ort gelangen konnen.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung dieser Systeme, die bestimmte
Voraussetzungen erfiillen miissen: Gezielter Transport potenter Krebs- und Immunthera-
peutika durch angebrachte Zielvektoren auf der Oberfliche bei gleichzeitiger niedriger
Toxizitdt und hoher Serumstabilitit. Hierzu bieten sich funktionalisierbare Polymere an,
welche beide Hauptvoraussetzungen erfiillen konnen: Eine hohe Biokompatibilitdt und die
Moglichkeit Zielstrukturen und Therapeutika zu binden. Zusitzlich zum zielgerichteten
Wirkstofftransport werden Nanopartikel heute zur Kontrasterh6hung in tomographischen
Methoden verwendet, wodurch die Diagnostik deutlich verbessert wird und die Unter-
suchungsdauer und Strahlenexposition auf ein geringeres Mal3 angepasst werden kann. Diese
multifunktionalen, nanopartikuldren Systeme bieten vielversprechende, neue Wege in der
Krebstherapie. Die dazu erforderliche Grundlagenforschung zur Erschaffung eines solch
stabilen, funktionellen und nicht-toxischen Systems ist Gegenstand der vorliegenden

Dissertation.



Kapitel 2

Grundlagen
2.1 Nanopartikel

2.1.1 Allgemeines

Der Begriff Nanopartikel umfasst im Allgemeinen die Zusammenlagerung mehrerer 100 bis
1000 Atome zu einem Festkorper, dessen Ausmafle 100 nm nicht iibersteigt. Diese Richtlinie
wird allerdings nicht als absolute Definition gesehen. So werden zum Teil in der
medizinischen und pharmazeutischen Anwendung Partikelsysteme im Bereich von 100 nm
bis 1 um ebenfalls mit dem Préfix ,,nano“ beschrieben. Aufgrund der Tatsache, dass ein
Nanopartikel zwar sehr viel kleiner als der makroskopische Festkorper (Bulk) des jeweiligen
Materials ist, aber dennoch die Dimensionen von Molekiilen um ein Vielfaches iibersteigt,
ergeben sich physikalische und chemische Eigenschaften, die weder denen der Molekiile,
noch denen des Bulks entsprechen. Gerade bezogen auf den Ubergangsbereich zwischen
Molekiil und Festkorper sind die elektronischen Eigenschaften der Nanopartikel zu
erwihnen. Da keine definierten Energieniveaus mehr und noch keine komplett ausgebildeten

Bandstrukturen existieren, kommt es zu groBenabhiangigen Quanteneffekten (engl.: guantum
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size effects). ' So sind zum Beispiel die optischen Eigenschaften von Nanopartikeln wie die
groBenabhiingige Verschiebung der Plasmonenresonanz bei Goldpartikeln bekannt. (! Die
grof3e spezifische Oberfliche eines nanopartikuldren Materials ist ebenfalls flir verdnderte
Eigenschaften verantwortlich, da die Oberflachenenergien enorm hoch sind und damit die
Reaktivitit um ein Vielfaches gesteigert ist. Hieraus resultieren oberflichenabhdngige
Partikeleigenschaften, wie der hohere Stoffumsatz bei der Anwendung von Partikeln als
Katalysatoren B! oder der Lotuseffekt [} Bl bei schmutzabweisenden Oberflichen. Des
Weiteren sollen die rein grofen-abhéngigen Eigenschaften nanopartikuldrer Materialien
erwdhnt werden: Durch die sehr geringen Abmessungen konnen zum Beispiel bei
Beschichtungen mit Nanopartikeln besondere Interferenzeffekte erzielt werden, wie zum
Beispiel in Bragg-stacks und photonischen Kristallen. [} 7l Ebenso sind die magnetischen
Eigenschaften metallischer oder metalloxidischer Nanopartikel zu nennen, da sich der weiter
unten genauer beschriebene Effekt des Superparamagnetismus (SPM) besonders in der
biomedizinischen Anwendung, wie zum Beispiel der Magnetresonanz-Tomographie (MRT),
ausnutzen lasst. Im Rahmen dieser Arbeit wird hauptsédchlich auf metalloxidische Partikel
eingegangen, deren SPM kombiniert mit einem gezielten Wirkstofftransport in vivo
ausgenutzt werden soll. Diese Art der Anwendung macht es essentiell, dass die
Partikelsysteme im wéssrigen System ,l6slich sind. Wird von Nanopartikellosungen
gesprochen, ist damit generell keine Losung, wie sie von ionischen oder polaren/apolaren
Verbindungen bekannt ist, gemeint, da die GroBe der Partikel eine wirkliche Losung
unmoglich macht. Vielmehr ist es richtig, in einer Fliissigkeit verteilte Nanopartikel als
Dispersion zu bezeichnen. Die Oberfliche der Partikel kann hierbei allerdings effektiv
funktionalisiert sein. Sie kann Molekiile tragen, die ihrerseits im polaren oder unpolaren
Medium 16slich sind, sodass die Partikeldispersion als stabil oder kontinuierlich bezeichnet
wird. Die in dieser Arbeit vorgestellten nanopartikuldren Systeme entstammen
ausschlieflich aus der Synthese durch thermische Zersetzung, bei welcher das Partikel die
erwihnte unpolare Hiille aus Molekiilen reaktionsbedingt erhdlt. Im Weiteren wird genauer

auf die Herstellung der Partikelsysteme eingegangen. [
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2.1.2 Synthese durch thermische Zersetzung

Die thermische Zersetzung, hier eine Fliissigphasensynthese, ist eine sogenannte bottom-up-
Methode, im Gegensatz zur top-down-Methode, bei der durch Mahl- oder Ablationsprozesse
ebenfalls Material im Nanometerbereich erhalten wird, allerdings in hoher Polymorphie/
Polydispersitit und ohne die erwdhnten Oberflaichenmolekiile. Bei der botfom-up-Methode
ist es essentiell, das Wachstum eines Keims zum Partikel abzufangen, bevor das Material in
den Bulk-Bereich wichst. Entropisch ist es um ein Vielfaches giinstiger, einen ausgedehnten
Festkorper zu bilden als mehrere kleine Partikel. Hierfiir stehen wéihrend der Synthese im
hochsiedenden, organischen Losungsmittel die capping agents (organische, langkettige
Molekiile) zur Verfligung, die sich nach Bildung der Keime um die wachsenden Partikel
anordnen. So wird ein Zusammenwachsen und eine Zusammenlagerung (Agglomeration)
verhindert. Ebenfalls ist durch die capping agents die Form der Partikel kontrollierbar. Die
thermische Zersetzung eines metallischen Vorldufermolekiils (Precursor) findet meist
zusammen mit einer Reduktion oder Oxidation des Metalls statt. Das Reaktionsgemisch
zeigt oft eine starke farbliche Verdnderung, sobald die Keimbildung eingesetzt hat (z.B. tiefe
Schwarzfiarbung bei der Bildung von Platinpartikeln). Am Ende der Synthese wird das
Gemisch noch eine bestimmte Zeit bei hoher Temperatur (200 bis 300°C) gehalten, um
einerseits die vollstindige Zersetzung des Precursors zu garantieren und andererseits den
Prozess der Ostwaldreifung ablaufen zu lassen. Hierbei handelt es sich um das energetisch
getriebene Phdnomen, dass sich kleinere Partikel zu Gunsten groBerer wieder auflosen und
die gelosten Stoffe auf die groBeren Partikel aufwachsen. Bis zu einem gewissen Zeitpunkt
wird so der Erhalt hochmonodisperser Proben begiinstigt. Wird allerdings die Synthese nicht

abgebrochen, wachsen die Partikel weiter und die Dispersitit nimmt zu.

2.1.3 Modell zu Keimbildung und Keimwachstum

Entwickelt im Jahr 1950 von LaMer und Dinegar beschreibt das Modell den Mechanismus
der Bildung von monodispersen kolloidalen Dispersionen. ) Abbildung 1 zeigt das dazuge-

horige Diagramm.
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Abbildung 1: Modell von LaMer und Dinegar zur Unterscheidung der Phasen der Keim-
bildung und des Keimwachstums. [*]

LaMer geht davon aus, dass die Bildung von Keimen in Losung ein endothermer Prozess ist,
da unter anderem Solvatations- und Bindungsenergien iiberwunden werden miissen. In
Abbildung 1 ist dieser Prozess der Bindungsspaltung der Ausgangsmolekiile in Phase 1
dargestellt. In dieser Phase steigt die Konzentration der gebildeten Monomere, bis sie einen
Schwellenwert erreicht, der mit Cmin im Diagramm gekennzeichnet ist. Ab diesem Punkt ist
es moglich, dass sich Keime bilden, zu sehen in Phase 2 ab Cuin bis Cmax. Féllt dadurch die
Monomerkonzentration wieder unter Cmin, setzt die Wachstumsphase, Phase 3, ein. LaMer
fordert diese Trennung von Keimbildung und Keimwachstum fiir die Entstehung mono-
disperser Partikel. Beeinflusst werden kann dies durch die Induktion einer schlagartig
einsetzenden Keimbildung, moglich zum Beispiel durch die Heiinjektionsmethode ent-
wickelt von Murray et al. "% Hier wird das Losungsmittel aufgeheizt und per Injektion eine
Precursorlosung zum Gemisch gegeben. Ebenfalls kann durch langsames Aufheizen der
Precursorldsung eine allmihliche Ubersittigung an Monomeren erreicht werden, die sofort
in die Keimbildung {ibergeht. Voraussetzung fiir das weitere monodisperse Wachstum der
Keime sind die im Reaktionsgemisch vorhandenen capping agents, die die wachsenden

Keime abfangen und formkontrollierend wirken.
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2.2 Nanomagnetismus

Eine wichtige groflenabhingige Eigenschaft von Nanopartikeln ist der Magnetismus.
Wihrend Festkorper als Bulk gewohnlich in die Kategorien des Paramagnetismus und
Diamagnetismus eingeordnet werden, unterschreiten Partikel ab einer bestimmten Grof3e das
sogenannte superparamagnetische Limit und das Einzeldoménenlimit. Die dadurch

ausnutzbaren Effekte werden im Folgenden vorgestellt.

2.2.1 Superparamagnetismus

Unter den besonderen Formen des Magnetismus von Nanopartikeln soll hier der
Superparamagnetismus (SPM) vorgestellt werden. Wird ein ferro- oder ferrimagnetischer
Festkorper so weit verkleinert, dass seine Ausmalle unterhalb des stoffspezifischen
Einzeldoméinen-Limits liegen, besteht das entsprechende Partikel aus einer einzigen
magnetischen Doméne. Des Weiteren wird es flir die Spins mit Unterschreiten einer
bestimmten Partikelgroe moglich, frei die Orientierung zu wechseln. Erklirbar ist dies
durch die folgende Betrachtung: Die magnetische Anisotropieenergie pro Partikel E(O)
verhilt sich proportional zur Anisotropiekonstanten multipliziert mit dem Partikelvolumen
K.V. Diese Energiebarriere verhindert ein freies Bewegen der magnetischen Spins. Wird die
Partikelgrofe in einem Male verringert, sodass sich KqV der, fiir gewohnlich deutlich
niedrigeren, thermischen Energie k,7 anndhert, kann die Energiebarriere iiberwunden
werden und die Spins konnen sich frei orientieren. Die erforderliche PartikelgroB3e stellt das
superparamagnetische Limit dar. Dadurch verhilt sich eine Ansammlung von solchen
Partikeln als Paramagnet, weist jedoch eine hohe Magnetisierung beim Anlegen eines
externen Feldes auf. Charakteristisch ist die sigmoidale Magnetisierungskurve. Diese zeigt
allerdings keine Hysterese, da die einzelnen Atome innerhalb des Partikels ihren geordneten
Zustand zueinander beibehalten. Ebenfalls wird bei der Entfernung des externen Feldes

keine Remanenzmagnetisierung erhalten. SPM liegt in einem Temperaturbereich oberhalb
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einer Blockierungstemperatur 7g vor, da die Partikel sich im angelegten Feld frei ausrichten
konnen. Da sich die Partikel in diesem Zustand wie paramagnetische Spins mit einem
magnetischen ,,Supermoment verhalten, wird von Superparamagnetismus gesprochen. ['!]
Die prominentesten super-paramagnetischen Nanopartikel sind die SPIONs (engl.:
superparamagnetic iron oxide nanoparticles). Zusétzlich zu ferromagnetischen Materialien
wie Eisenoxid ist SPM allerdings auch bei klassischen Paramagneten festgestellt worden.
Wird ein solches Material unterhalb des superparamagnetischen Limits auf die magnetischen
Eigenschaften untersucht, kann die typische Magnetisierungskurve beobachtet werden. Fiir
MnO-Nanopartikel wurde beispielsweise ein signifikanter SPM berichtet, resultierend aus
der groBen Zahl an unkompensierten Oberflichenspins der Partikel. ['*! Im Vergleich zu
SPIONs weisen MnO-Nanopartikel allerdings ein sehr viel schwicheres magnetisches
Supermoment auf. Gerade dieser Befund macht sie zu einem idealen 771-Kontrastmittel in der

MRT, worauf im Weiteren genauer eingegangen wird. ['*)

2.3 Tomographische Methoden

2.3.1 Magnetresonanz-Tomographie (MRT)

Die MRT beruht auf dem Prinzip der kernmagnetischen Resonanz (NMR) und ist ein
bildgebendes Verfahren zum Darstellen von Schnittbildern des untersuchten Gewebes im
Organismus. Als nicht-invasive Methode bietet sie vielversprechende Moglichkeiten in der
Fritherkennung von Tumoren und deren Metastasen. Die grundlegenden physikalischen

Prinzipien werden im Folgenden kurz erldutert.

2.3.1.1 Physikalische Grundlagen

Die Protonenspins ('H) des untersuchten Gewebes liegen ohne angelegtes Magnetfeld

statistisch orientiert vor. Wird ein Feld By angelegt, richten sie sich parallel oder antiparallel
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danach aus. Die parallele Ausrichtung ist hierbei energetisch stabiler, was zu einer
Magnetisierung M, (Bo-Achse) fiihrt, wodurch die Messmethode erst moglich wird. Die
Kerne prizidieren dabei mit der Lamorfrequenz @ um die Achse von Bo. Wird orthogonal zu
Bo ein zweites Feld angelegt, fiir gewdhnlich in Form einer gepulsten Radiofrequenz, die der
Lamorfrequenz entspricht, werden die Protonen aus der z-Richtung in die xy-Ebene
gezwungen. Dadurch wird die Magnetisierung M,=0 und Myy=max. Bei Entfernen des
zweiten Feldes beginnen zwei Relaxationsprozesse und die Protonenspins bewegen sich
zurlick in z-Richtung. Als longitudinale Relaxation (7:) wird hierbei der Prozess des
Wiederaufrichtens des Spins betrachtet, als transversale Relaxation (72) der Verlust der
Phasenkohirenz, also die wieder beginnende Prizessionsbewegung um die z-Achse. Bei
dem im zweiten Fall vorliegenden Dephasieren wird die kleiner werdende Magnetisierung

M,y gemessen, beim Aufrichten der Spins die groBer werdende Magnetisierung M,. [14]

Die Bildgebung beruht auf den unterschiedlichen Relaxationszeiten der Protonenspins in
verschiedenen Gewebearten des Organismus. Generell gilt, dass Gewebe mit hohem Wasser-
anteil einen hoheren Kontrast liefern als solche mit geringerem Anteil. Zur Bildgebung wird
das Gewebe in einen Magnetfeldgradienten gebracht. In Richtung dieses Gradienten
verdndert sich die Resonanz der Protonen aufgrund unterschiedlicher Feldstiarken. Bei der
NMR-Spektroskopie wird mit sehr viel hoherer Auflésung gearbeitet, wodurch chemisch
nicht-dquivalente Protonen unterschieden werden konnen. Da die Aufldosung in der MRT
niedriger ist, erscheinen alle Protonen bei derselben Frequenz. Das Resonanzsignal als
Funktion der Frequenz ergibt die Protonenverteilung als Funktion des Ortes. 3] Verbessert
werden kann die MRT durch Kontrasterhdhung. Hierzu werden Kontrastmittel eingesetzt,

die die 71- und 7>*-Relaxationszeiten der Protonen beschleunigen.

2.3.1.2 Kontrastmittel fiir die MRT

Werden die beiden Relaxationsmechanismen beschleunigt, wird eine Authellung des Bildes
im Falle der 71-Zeit und eine Abdunklung im Falle der 7>*-Zeit erhalten. Werden die

angeregten Kerne durch lokale Magnetfeldinhomogenititen beeinflusst und ihre longi-
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tudinale Relaxation durch Spin-Spin-Wechselwirkung verkiirzt, fiihrt dies zur Signal-
ausloschung und somit zur Abdunklung des Bildes. Die magnetische Information des Kerns
kann durch die Inhomogenitit aufgenommen werden. Die hierfiir ndtigen 7>*-Kontrastmittel
miissen diese Inhomogenitit erzeugen konnen, daher kommen nur Materialien mit einem
hohen magnetischen Moment in Frage. Wie bereits erwédhnt, eignen sich hierzu SPIONSs.
Durch sie wird ebenfalls die 71-Relaxation beeinflusst, allerdings nur schwach. Soll eine
Authellung erzielt werden, eignen sich paramagnetische Materialien, wie zum Beispiel
Gadoliniumkomplexe, Manganverbindungen und -komplexe, sowie Gadolinium markierte

171 8] Diese konnen eine Spin-Gitter-Relaxation begiinstigen, sobald

Partikelsysteme. 16} [
sich ein angeregter Kern in rdumlicher Néhe zur entsprechenden Verbindung befindet.
Begriindet liegt das in der Eigenschaft dieser Metallzentren, eine hohe Zahl an ungepaarten
Elektronen aufzuweisen. Dadurch ist es moglich, das Wiederaufrichten des Protonenspins in
Richtung des Bo-Feldes zu beschleunigen. Aufgrund des sehr viel kleineren magnetischen
Momentes im Vergleich zu SPIONs ist zwar ein leichter Effekt auf die 7>*-Relaxation
moglich, allerdings sehr gering ausgeprigt. Da Gadolinium und Mangan als freie Ionen im
Organismus toxisch wirken wiirden, miissen sie als stabile Komplexe zum Einsatz kommen.
Ein Nachteil hierbei ist, dass die fiir die 71-Relaxationsbeschleunigung nétige rdumliche
Nihe zum Metallzentrum eingeschriankt ist. Verbessert werden kann dies durch die
Benutzung von biokompatiblen superparamagnetischen MnO-Nanopartikeln. Durch die
geringe Grofle weist das (super-)paramagnetische Material eine hohe Zahl an
unkompensierten Oberflichenspins auf, die idealerweise fiir eine Kontrasterhohung sorgen.
Zwar muss ein solches Partikel ebenfalls durch capping agents umhiillt und geschiitzt

werden, doch anders als beim Metallkomplex liegt eine sehr viel groBere Zahl an Atomen

vor, die den Einfluss der ungepaarten Elektronen erh6hen.

10
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Nettomagnetisierung bei para- und ferromagnetischen Nanopartikeln
bei Verringerung des Durchmessers

1 ’ff

P Y

MnO Fe,O, FePt

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Nettomagnetisierung und der unkompensierten
Oberflachenspins bei paramagnetischen (links) und ferromagnetischen Nanopartikeln
(rechts) unterhalb des Einzeldoménenlimits und des SPM-Limits.

In Abbildung 2 ist die schematische Darstellung von MnO-Partikeln als paramagnetische
Substanz und eisenhaltigen Partikeln als ferromagnetisches Material gezeigt. In beiden
Féllen nimmt die Anzahl der unkompensierten Oberfldchenspins mit abnehmendem Partikel-
durchmesser zu. Im Falle von MnO wéchst dadurch das Nettomoment des Partikels (rote
Pfeile), da das paramagnetische Material selbst keine Magnetisierung hat. Bei Eisenoxiden
oder Eisenlegierungen verhélt es sich umgekehrt: Trotz ebenfalls erhohter Zahl an
unkompensierten Spins fillt das Gesamtmagnetische Moment des Partikels, da weniger

ferromagnetisches Material vorliegt (schwarze Pfeile). SPIONs bewirken daher bei

11
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kleinerem Durchmesser etwas verschlechterte 7>*-Zeiten verglichen mit grofleren Partikeln

des gleichen Materials und gleichzeitig leicht beschleunigte Ti-Zeiten. [!7-(19]

2.3.2 Computertomographie (CT)

Ebenfalls ein bildgebendes Verfahren, bei dem Schnittbilder der untersuchten Gewebe
erhalten werden, ist die Computertomographie. Das Prinzip beruht auf der Rontgentomo-
graphie, bei der aus verschiedenen Richtungen Rontgenbilder aufgenommen werden und per
Computer zu einem Schnittbild verrechnet werden. Rontgenstrahlung entsteht durch stark
beschleunigte Elektronen, die auf Metallkerne hoher Masse treffen und dabei die
charakteristische Rontgenstrahlung aussenden (Wellenléinge zwischen 10" und 10> m). Der
Kontrast wird bei dieser Methode durch die Dichte der durchstrahlten Substanz beeinflusst.
Je dichter das Gewebe, desto hoher ist die Absorption der Strahlung und desto hoher der
Kontrast. Bei einer gewdhnlichen zweidimensionalen Rontgenaufnahme wird das Gewebe
durchdrungen und der erhaltene Kontrast auf einem Schirm abgebildet. Hierbei kann
zwischen zwei denkbaren Erklarungen fiir hohen Kontrast nicht klar abgegrenzt werden. Da
die durchdrungenen Gewebe {iiberlagert werden, kann der Kontrast durch hohe Dichte
zustande kommen oder durch hintereinanderliegende Gewebe geringerer Dichte. Durch die
Berechnung verschiedener Schnittbilder wird dieses Problem umgangen. Vorteil bei der
Verwendung der CT sind die gute Darstellbarkeit von Knochenstrukturen und Frakturen und
der vergleichsweise geringere Untersuchungsaufwand im Gegensatz zur MRT. Ein wesent-
licher Nachteil gegeniiber der MRT ist die Strahlungsbelastung des Patienten und die
schlechtere Unterscheidung verschiedener weicher Gewebe. Die CT kommt daher nicht ohne
Kontrastmittel aus, die Weichgewebe erst darstellbar machen. Ein Kontrastmittel fiir die CT
muss somit eine hohe (Elektronen-)Dichte aufweisen um die Rontgenstrahlung gentigend zu
schwichen. Heutzutage hauptsédchlich gebrauchlich sind hierfiir ionische und nicht-ionische

Iodverbindungen sowie Bariumsulfat. (2

12
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2.3.3 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Als dritte Tomographieart wird hier die PET vorgestellt und kurz erlautert. Wie der Name
vermuten ldsst, ist es eine Methode, die auf dem radioaktiven Zerfall eines Isotops und
dessen Lokalisierung im Organismus beruht. Durch den B'-Zerfall des Nuklids und die
Kollision dabei entstehender Positronen mit Elektronen entsteht Gammastrahlung. Es
handelt sich dabei um hochenergetische Photonen die sich in einem Winkel von nahezu 180°
voneinander entfernen und von zwei Detektoren aufgenommen werden. Dadurch ist die
Lokalisierung des Zerfalls moglich. Die Detektion gestaltet sich aufgrund der hoch-
energetischen Gammastrahlung als schwierig, da diese kaum in Wechselwirkung mit
Materie tritt. Ein weiteres Problem der PET ist die im Vergleich zur CT relativ geringe
Ortsauflosung. Die Bildgebung der PET wird beeinflusst von verschiedenen Streueinfliissen,
die durch Wechselwirkungen der Strahlung mit dem Gewebe oder der falsch-positiven
Detektion verursacht werden. Da die PET im wesentlichen Gewebe hohen Stoffwechsels
darstellt (hohe SUV-Werte, Abkiirzung fiir standardized uptake value) und die CT einen
hohen Gewebekontrast ermoglicht, wird heute fast ausschlieBlich die Kombination der
PET/CT verwendet, neben der auch die PET/MRT bekannt ist. '} 2 Durch die
Kombination verbessert sich die Auflosung der Bildgebung maBgeblich. Wie bei der CT
besteht flir den Patienten eine Strahlenbelastung. Da die PET sowie die CT in der
Krebsdiagnostik angewendet werden, muss eine Abwégung der Gefahren und Nutzen einer

Untersuchung getroffen werden, die individuell auf den Patienten abgestimmt wird. %)

13
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2.4 Krebs

2.4.1 Definition

Der Begriff Krebs behandelt die krankhafte und unkontrollierte Wucherung von Zellen. Die
Benennung erfolgte aufgrund des krebsartigen Aussehens eines Brusttumors. Bei der
Krebserkrankung wird durch die Tumorbildung gesundes Gewebe aufgrund fehlender
Kontaktinhibition verdrangt oder zerstort. Neben dem Wachstum solcher Tumoren ist die
Verteilung im Organismus durch den Blutstrom mdglich, was als Metastasierung bezeichnet
wird. Hier l9sen sich krankhafte Zellen vom eigentlichen malignen (bdsartigen) Tumor ab,

gelangen in den Blutkreislauf und konnen schlieBlich weitere Tumoren bilden. 24

2.4.2 Krebsentstehung

Krebsgewebe besteht aus Zellen, deren Gleichgewicht zwischen Proliferation (Zellwachstum
und Teilung) und Apoptose (programmierter Zelltod) zu Gunsten der Proliferation
fehlreguliert ist. Unter anderem fiir die Regulation der Apoptose sind einige Enzyme
zustdandig, die ab einem bestimmten Alter der Zelle oder einem irreparablen Schaden den
kontrollierten Abbau der Zelle einleiten. Die Genorte, auf denen diese Enzyme kodiert sind,
werden als Tumorsupressorgene bezeichnet. Erfolgt an diesen Genorten eine Mutation, kann
es zur Bildung uneffektiv arbeitender Tumorsupressoren kommen und die Zelle teilt sich
weiter, statt in die Apoptose zu gehen. Dadurch wird die Mutation an die Folgezellen
weitergegeben. Als einer der wichtigsten Tumorsupressoren wird das Enzym p53 angesehen.
In iiber 50% aller Tumoren ist das Gen fiir p53 mutiert, und das eigentliche Enzym arbeitet
nicht korrekt. Durch den Verlust der Befdhigung der Zelle in die Apoptose gehen zu kdnnen,
werden maligne Zellen als immortalisiert (unsterblich) bezeichnet. Ein weiteres Problem
besteht in der Tatsache, dass das Immunsystem als Abwehrsystem maligne Zellen zwar
aufspiiren und bekdmpfen kann, dies aber durch die nach wie vor korpereigenen Zellen

erheblich erschwert wird. Wird eine Zellwucherung dadurch zu spét erkannt, ist es durch die
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korpereigene Abwehr nicht mehr moglich, die Tumorbildung zu verhindern. Weiterhin kann
Tumorgewebe nach einer bestimmten Zahl an Zellteilungen und weiteren Mutationen
zusitzliche Eigenschaften ,,zum Schutz erlangen. So zum Beispiel kann ein Tumor eine
eigene Blutversorgung aufbauen und ein immunsupressives Milieu erschaffen (Immun-

evasion).

2.4.3 Krebsbehandlung

Die Krebstherapie wird oft durch die Kombination aus drei Hauptmethoden begonnen. Zum
einen wird versucht, den Tumor operativ zu entfernen, wobei das Gewebe allerdings oft
nicht vollstidndig entfernt werden kann oder vollstdndig inoperabel ist. Zusédtzlich wird eine
Chemotherapie angefangen, bei der durch die Gabe von Medikamenten mit oft hoher
Nebenwirkung auch gesundes Gewebe betroffen ist. Ebenso bei der Strahlentherapie wird
nicht malignes Gewebe in Mitleidenschaft gezogen. Ein weiterer Ansatz kann iiber das
Immunsystem erfolgen. Durch gezielte Vakzinierung (Impfung) wird dem Immunsystem
,beigebracht”, welche Zellen angegriffen werden miissen. Das so ermoglichte Immunzell-

targeting wird im Weiteren genauer behandelt (siche Kapitel 5).

2.5 Biomedizinische Anwendung von Nanopartikeln

Anwendungen wie Wirkstofftransport, Bildgebung und Therapien von verschiedenen
Krankheiten sind die bekanntesten biomedizinischen Einsatzorte fiir Nanopartikel. Die
Kombination aus Therapie und Diagnostik — weithin bekannt als Theranostik — erlangt einen

(251 Die in dieser Arbeit vorgestellten Nanopartikel und

immer grofler werdenden Stellenwert.
deren Funktionalisierung zielen auf eine moglichst effektive Kombination von Diagnostik
und Therapie ab. Um die Prozesse und Hiirden zu verstehen, die die angewendeten Partikel
in einem Organismus nehmen miissen, werden einige wichtige Punkte hier kurz erldutert.

Das Prinzip einen Wirkstoff im Korper gezielt zu einem bestimmten Kompartiment oder
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Organ zu bringen, wird mit dem Begriff cell targeting beschrieben, was sinngeméal iibersetzt
,Ansteuern von Zellen® bedeutet. Die Verwendung von Nanopartikeln als Wirkstoff- und
Vektortrager (Vektor entspricht der adressierenden Substanz) verbessert die Effektivitét des
cell targetings signifikant. Durch die geringe Grof3e der Partikel ist einerseits der Transport
durch die kleinsten Blutgefdale moglich, aber auch eine effektivere Bindung an die Zielzelle
verglichen mit einem nicht-nanopartikuldren Wirkstoff/Vektor-System zu vermerken. Dies
ist begriindbar durch folgende Uberlegung: Nanopartikelgebundene Vektoren oder Ziel-
strukturen treten konsequenterweise in hoherer Dichte mit der Zelle und deren Rezeptoren in
Wechselwirkung als die Zielstruktur alleine. Dadurch wird der gewiinschte Effekt auf die
Zelle, wie die Aufnahme des Partikels oder das Ausldsen einer Signalkaskade, um ein
Vielfaches verstéirkt. Es werden zwei Varianten nachfolgend diskutiert, die des passiven und

des aktiven cell targetings.

2.5.1 Passives cell targeting

Beim passiven cell targeting werden Prozesse ausgenutzt, die nicht von spezifischen
Strukturen auf der Nanopartikeloberflache beeinflusst werden. Vielmehr ist das umgebende
Milieu und Gewebe selbst ausschlaggebend fiir die beobachteten Effekte. Aufgrund eines
Konzentrationsgradienten diffundieren Partikel aus dem Blutstrom (nach intravendser
Injektion) heraus in die extrazellulire Matrix oder das Lymphsystem. Nach unspezifischer
Bindung konnen solche Partikel in Zellen aufgenommen werden und sich dort ansammeln.
Dieser Prozess ist offensichtlich nicht kontrollierbar und geschieht im Organismus im Mittel
iiberall gleich hiufig. Allerdings wird fiir Tumorgewebe eine bei weitem hohere
Permeabilitdt und Diffusionsgeschwindigkeit berichtet als fiir gesundes Gewebe. Dieser
Effekt wird EPR-Effekt genannt (engl.: enhanced permeability and retention). Der
beschriebene Weg der diffundierenden Partikel lduft in Tumorgewebe somit schneller ab und
fiihrt zu einer hoheren Anreicherung, die zu einer haufigeren Zellaufnahme der Partikel in

solchen Gewebe fiihrt.

16



Biomedizinische Anwendung von Nanopartikeln

Ebenfalls unter den Begriff des passiven targetings fillt die Bildung einer Proteinkorona um
die injizierten Partikel. ?%! Die sich auf- und abbauende Hiille aus Serumproteinen fiihrt zu
einer Verschiebung der Partikeldiffusion in Richtung bestimmter Zellkompartimente, da
durch partikelgebundene Proteine die Retention der Partikel in diesen Geweben erhdht ist.
Im Vergleich zum EPR-Effekt ist die Proteinkorona eher kontraproduktiv, da die Partikel
nicht wie gewiinscht im Tumorgewebe angereichert werden. ['’! Dies macht deutlich, wie
wichtig eine effektive Umbhiillung der Partikel ist, um bestmoglich zu vermeiden, dass sich
eine Proteinkorona bildet. Die Eigenart von Partikeln, die nicht stark oder idealerweise gar
nicht von Serumproteinen umbhiillt werden, wird als stealth effect (engl.: Tarnkappeneftekt)
bezeichnet. Jiingste Forschungen zielen auf die Aufkldrung der Bildung einer Korona und
der Verbesserung des Tarnkappeneffektes ab. 2"} Die Erkennung und Aufnahme der Partikel
durch das reticuloendotheliale System (RES; Umbhiillung der Partikel durch Opsonine) zéhlt
zusitzlich zum passiven cell targeting. Der dadurch ablaufende Prozess der Opsonisierung,
also der Entfernung des fremdartigen Nanopartikels aus dem Blutstrom, unterstreicht die

Notwendigkeit der Erschaffung eines stealth effects.*®]

2.5.2 Aktives cell targeting

Im Gegensatz zum passiven cell targeting, welches nicht direkt beeinflusst werden kann, ist
die aktive Variante eine Mdglichkeit zum spezifischen targeting auf verschiedene
Zellkompartimente. Wiahrend durch den EPR-Effekt zwar von einer stirkeren Ablagerung
von Partikeln in Tumorgewebe ausgegangen werden kann, ist dennoch ein gezieltes
targeting auf einzelne Gewebe nicht moglich. Da maligne Zellen oft eine deutliche
Uberexpression an bestimmten Rezeptoren aufweisen, stellen diese ideale Zielstrukturen dar.
Durch die Anbringung von speziell zur Zielstruktur passenden Molekiilen auf die Oberflédche
der Nanopartikel kdnnen zwei Verbesserungen erreicht werden: Die Bindung der Partikel an
Zellen mit liberexprimierten Zielstrukturen ist viel hoher als in gesundem Gewebe und die
Aufnahme der Partikel ist durch die rezeptorvermittelte Auslosung einer intrazelluldren

Signalkaskade wahrscheinlicher als bei unspezifischer Bindung. Solche speziellen Molekiile,
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Grundlagen

zur Anbringung auf Nanopartikel sind zum Beispiel Folsdure, Antikorper, kleinere Proteine
und DNA/RNA-Fragmente. ) Weiterhin ist bei aktivem cell targeting die eigentliche An-
wendung des Partikels, wie Wirkstofftransport, molekulares imaging oder Hyperthermie im
Gegensatz zum passiven targeting deutlich verbessert. *% Der Wirkstoff wird direkt am
Wunschort freigesetzt und die hohe Anreicherung der Partikel im Gewebe wird fiir das

imaging ausgenutzt.

18



Kapitel 3

Isotrope Nanopartikel

3.1 Theorie

3.1.1 Einfiihrung

Seit mehreren Jahrzehnten ist die Verwendung symmetrischer, isotroper Nanopartikel
gebrauchlich. Vielfiltige Einsatzgebiete existieren: Oberflichenbeschichtungen (Lotuseffekt,
Anti-Fouling), magnetische Fliissigkeiten, magnetisch schaltbare Partikel, Sonnencremes,
Katalysatoren, um nur einige zu nennen. Eines der wohl interessantesten Gebiete ist das der
biomedizinischen und pharmazeutischen Anwendung. Hier sollen die Partikel und deren
physikalische und chemische Eigenschaften ausgenutzt werden, um in einem Organismus
bestimmte Orte anzusteuern und dort eine bestimmte Aufgabe zu erfiillen. Im Allgemeinen
wird dies als passives und aktives cell targeting bezeichnet, wie bereits in Kapitel 2
beschrieben. Hierfiir ist die Verwendung von isotropen Nanopartikeln die simpelste

Methode, da symmetrische Partikel am einfachsten moglichst monodispers herzustellen und
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homogen zu funktionalisieren sind. Die erforderliche Biofunktionalisierung, in Kapitel 5

beschrieben, ist mit den hier vorgestellten Partikeln reproduzierbar durchzufiihren.

3.1.2 Ausnutzung physikalischer Eigenschaften prominenter Nanopartikel

Heutzutage sind vor allem drei Partikelarten hauptsachlich bekannt. Neben den ,,Quantum
Dots* sind wohl Goldnanopartikel die gebrduchlichsten. Hier wird besonderes Augenmerk
auf die Ausnutzung deren Oberflichenplasmonenresonanz gelegt und dabei die relativ
niedrige Toxizitdt ausgenutzt, um Goldpartikel in biomedizinischen Aufgabenstellungen
beispielsweise zum dualen imaging zu verwenden. Hervorzuheben ist hier der Vorteil, dass
recht kleine GroBen (unter 10 nm) relativ einfach zu erreichen und monodisperse
Nanopartikel in hohen Ausbeuten zu erhalten sind. Goldnanopartikel sind heutzutage fiir
verschiedenste Anwendungen kommerziell erhiltlich, so zum Beispiel funktionalisiert mit
Polymeren wie PEG und/oder gekoppelt an bioaktive Molekiile wie spezifische Antikorper.
Im letzteren Fall wird beim cell targeting ausgenutzt, dass die Partikel sich um oder im
betreffenden Gewebe ansammeln und in elektronenmikroskopischen Aufnahmen wie TEM

oder Cryo-TEM einen sehr hohen Kontrast bieten.

Eine zweite Partikelart, die ebenfalls aufgrund ihrer nicht bzw. kaum vorhandenen Toxizitét
oft genannt wird, ist die der Silicapartikel. Diese bestehen aus einem Netzwerk aus
kondensierten Kieselsduren, welches biokompatibel ist und keine toxischen Schwer-
metallionen enthélt. Silicananopartikel finden daher oft Anwendung im Wirkstofftransport
bei aktivem und passivem cell targeting. Sie konnen aufgrund ihrer amorphen Struktur pords
gestaltet werden, was die einfache Aufnahme und Abgabe eines Wirkstoffes ermdoglicht.
Gleichzeitig kann unter Anbindung einer zweiten Struktur auf die Oberfliche ein gezielter
Transport garantiert werden. B!} 321 Als besondere Form ist hier die Umhiillung von
Nanopartikeln mit SiO> zu nennen, nach welcher ein Partikel nach auen hin Silica zeigt,
aber die Eigenschaften des Kerns weiterhin relativ uneingeschrénkt genutzt werden konnen.
Solche Partikel sind meist Metalloxide, wobei Eisenoxid wohl das prominenteste Beispiel

1st.
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Fe304- oder y-Fe,Os-Nanopartikel sind ebenfalls etablierte Kandidaten, die den Weg in die
klinische Anwendung gefunden haben. Oft als ,,SPIONs* (engl.: superparamagnetic iron
oxide nanoparticles) bezeichnet, ergibt sich bereits aus dem Namen die bevorzugte
Ausnutzung der magnetischen Eigenschaften. [**! Wie in Kapitel 2 erldutert, werden die
superparamagnetischen Eigenschaften in der MRT ausgenutzt, wobei Eisenoxid durch die
Erschaffung lokaler Magnetfeldinhomogenititen eine Verkiirzung der 7>*-Relaxation
schafft, wodurch Gewebe mit SPIONs im resultierenden Schnittbild der MRT dunkler
erscheinen als Gewebe ohne Nanopartikel. Bei SPIONs ist ein schlechterer Einfluss auf die
T»*-Relaxation zu verzeichnen, wenn der Partikeldurchmesser reduziert wird, da hier das

magnetische Moment des ferromagnetischen Materials abnimmt.

3.1.3 Manganoxidnanopartikel

Die beschriebenen drei wohl bekanntesten Nanopartikelarten isotroper Form kénnen durch
eine Reihe verschiedener, anderer Partikelsysteme ergénzt werden, die im Folgenden
behandelt werden. So zum Beispiel stellen Manganoxidnanopartikel (MnO) eine in der MRT
einsetzbare Alternative fiir gingige Gadoliniumkomplexe dar. Mit diesen Komplexen wird
die T1-Relaxation beschleunigt und damit eine Aufhellung des Gewebes erzielt. MnO eignet
sich aufgrund seines Superparamagnetismus dazu, vergleichbar mit Eisenoxid. Im Gegensatz
zu diesem kann MnO aufgrund fehlender ferromagnetischer Eigenschaften allerdings keine
Inhomogenitit im Magnetfeld erzeugen, eine Spin-Spin-Relaxation (72) kann also durch
MnO nicht erfolgen, da das gesamt-magnetische Moment nicht hoch genug ist. Die Ti-
Relaxation, welche auf der Spin-Gitter Relaxation beruht, wird allerdings bedeutend durch
die unkompensierten Oberflachenspins des Manganoxids beeinflusst. Deren Zahl wird mit
abnehmender Partikelgrofle relativ zum Volumen gréBer. Kleinere MnO-Partikel weisen
somit ein hoheres magnetisches Moment auf als grofere, womit kleinere Partikel zu einer
effektiveren Beschleunigung der 7i-Relaxation fiihren. Vergleichbar mit den
Gadoliniumkomplexen, welche zum gleichen Zweck ausgenutzte, ungepaarte Elektronen

aufweisen, stellen = MnO-Nanopartikel eine vielversprechende  Alternative als
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T1-Kontrastmittel dar. ['?! Die Partikel werden in einer Synthese durch thermische Zersetzung
hergestellt, in welcher ein Manganprecursor in einem hochsiedenden organischen
Losungsmittel bei hohen Temperaturen (250-300°C) zersetzt wird. Die Partikel werden in
threm Wachstum von einem capping agent stabilisiert. Dieser ist flir Manganoxid
idealerweise Olsdure. Um in der Synthese Precursor und capping agent gleichzeitig zur
Verfligung zu stellen und keine anderen storenden Gegenionen wie z.B. CI” oder (acac)” zu
haben, wird das Metallion vorher mit der Olsiure komplexiert und dadurch ein Mangan(II)-
Oleat Komplex erhalten. ** Die Verwendung dieses Komplexes vereinfacht die Synthese

und verbessert die Morphologie der Partikel, was in Abbildung 3 zu sehen ist.

Abbildung 3: TEM-Aufnahme von Manganoxidnanopartikeln. 34

3.1.4 Platin-Nanowiirfel

Edelmetallnanopartikel finden Anwendung in Gebieten wie Elektronik 3, optischer
Materialien 3% 3¢ Katalysatoren 7], aber auch in der Biomedizin **l. Die Tatsache, dass
Platin einen sehr hohen ROntgenstrahlenabsorptionskoeffizienten hat, macht Platin-
Nanopartikel zu idealen Kandidaten fiir die Computertomographie. Voraussetzung fiir den
Einsatz der Nanopartikel ist die Biokompatibilitit. Wéhrend metalloxidische Partikel
reaktive Sauerstoffspezies in einer Zelle bilden konnen, wird fiir Platin dieser Effekt weniger
berichtet als die Eigenschaft DNA-Schiiden zu induzieren. *°! Aus diesem Grund wurde in

dieser Arbeit hauptsdchlich Wert darauf gelegt, Platin-Nanowiirfel zur keimvermittelten
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Synthese von Heterodimeren wie Pt@MnO herzustellen, wie in Kapitel 4 berichtet wird. Da
die Anwendung des Platins auf seiner physikalischen Eigenschaft beruht und nicht auf einer
chemischen, fiir die die Oberfldache des Partikel hitte frei zugénglich sein miissen, kann das
Platinpartikel mit einem Metalloxid teilweise umbhiillt werden, ohne die Anwendbarkeit
einzuschranken. Gleichzeitig werden aber Heterodimere und keine Kern-Schale-Strukturen
hergestellt, um eine orthogonale Funktionalisierung zu ermdoglichen. Bei dieser Art der
Funktionalisierung werden die zwei, sich gegeniiberliegenden, unterschiedlichen Ober-
flichen der Heterodimere mit verschiedenen Ankern angesteuert und besetzt. In diesem
Kapitel soll auf die notigen Voraussetzungen eingegangen werden, monodisperse
Platinwiirfel zu erhalten. Die Synthese ist vergleichbar mit der beschriebenen Synthese des
MnO, eine Synthese durch thermische Zersetzung kombiniert mit der Heifinjektion die in
einem organischen Losungsmittel unter Verwendung eines Metallprecursors und passender
capping agents durchgefiihrt wird. Als Precursor wird Platinacetylacetonat (Pt(acac).)
verwendet und als capping agent ein Gemisch aus Olsiure und Oleylamin. Hierbei ist das
Oleylamin der fiir das eher Pearson-weichere Platin, wichtigere capping agent. Olséure ist
bei der Herstellung von Platinwiirfeln nur ein formkontrollierender Faktor aufgrund der
schwicheren Bindungsfahigkeit der Carboxylgruppe zur Platinoberfliche. Wird keine
Olsiure verwendet, wachsen die Partikel in sphirischer Morphologie. Ebenfalls essentiell fiir
die LaMer geforderte schlagartige Keimnukleation ist eine Spurenmenge an Eisen-
pentacarbonyl (Fe(CO)s). %) Wang et al. berichten von keiner messbaren Menge an Eisen in
den gebildeten Partikeln, was die Schlussfolgerung zulésst, dass das Eisen nicht mal3geblich
am Aufbau des Partikels beteiligt ist, sondern wohl durch Komplexbildung mit Oleylamin,
lediglich die Keime bildet, an denen die Platinnukleation stattfindet. Zusétzlich wird in der
Literatur berichtet, dass andere Metallcarbonyle oder sogar reines Kohlenmonoxid als Gas
den gleichen kontrollierenden Effekt erzielen, was die Vermutung aufkommen lésst, dass das
Carbonylmolekiil selbst den beobachteten Effekt bewirkt. !l Im Rahmen dieser Arbeit
wurde Eisenpentacarbonyl als Initiator gewéhlt. Abbildung 4 zeigt die nach von Wang et al.
beschriebenen Methode dargestellten, monodispersen Platin-Nanowiirfel. In diesem Kapitel

wird eine leicht verdnderte Methode beschrieben, um Platin-Nanowtrfel fir das keimver-
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mittelte Aufwachsen von Manganoxid zu erhalten. In Abbildung 5 ist die Synthese von

Platinpartikeln unter Verwendung von Spurenmengen Fe(CO)s dargestellt.

RO
RAXAOBEY bl

Abbildung 4: TEM-Aufnahme von Platin-Nanowiirfeln nach Wang et al. 1%

3.1.5 Eisen-Platin-Nanowiirfel

Fiir eine Kombination aus magnetischen und katalytischen Eigenschaften bietet sich die
Legierung aus Eisen und Platin, im weiteren FePt genannt, an. 8] Der biomedizinische
Einsatz in der MRT aufgrund des vorhandenen Superparamagnetismus in Kombination mit
der CT aufgrund der Elektronendichte des Platins ist ebenfalls mdglich. Zwar sind sie,
bezogen auf die HU-Werte (engl.: Hounsfield units) von gebrduchlichen Iodverbindungen,
erst bei hohen Konzentrationen von 100 mM vergleichbar effektiv, doch kann die Toxizitéit
durch ihren Einsatz geringer sein. [*? Fiir FePt-Nanopartikel wird auch von der Funktion als
Eisenreservoir berichtet und die dadurch ermoglichte kontrollierte Eisenfreisetzung im
Organismus. Da die hergestellten FePt-Partikel eine ungeordnete fcc Struktur aufweisen, ist
es leichter, Eisenionen bei niedrigen pH-Werten herauszuldsen, als aus Partikeln mit
geordneter fct Struktur. Werden nun die FePt-Partikel mit einem Molekiil versehen, welches
die Partikel zum aktiven cell targeting befdhigt, kann beispielsweise Tumorgewebe

angesteuert werden und dort nach Zellaufnahme und Erreichen des Lysosoms (Zellorganell
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niedrigen pH Werts) kontrolliert Eisen abgegeben werden. Hierdurch kann die Zersetzung
von H2Oz in reaktive Sauerstoffspezies (ROS) katalysiert werden (Fenton-Reaktion), welche
das Gewebe zerstoren. 3! Die fcr Struktur ist {iber Behandlung bei hohen Temperaturen
(tiber 550°C) zu erreichen und resultiert in Partikeln mit einem gréferen magnetischen
Moment verglichen mit der fec Struktur. 4 Die Synthese der FePt-Nanowiirfel ist in fast
allen Punkten der der Platinwiirfel entsprechend. Wichtig ist hier allerdings die Reihenfolge
der zugegebenen capping agents. Der Platinprecursor formt aufgrund der kubischen Struktur
wiirfelformige Keime, die von Olsdure eher schwach besetzt werden. Der Eisenprecursor
tendiert dazu sich auf der [100]-Fliche abzusetzen, was zum weiteren wirfelformigen
Wachstum fiihrt. Ist von Beginn an Oleylamin vorhanden, bildet dieses Komplexe mit dem
Platin und es werden sphirische Partikel erhalten. [*! Ein weiterer Unterschied ist die
aquimolare Verwendung des Initiators Fe(CO)s. Zwar ist das Eisencarbonyl hier, wie auch
bei reinen Platinwiirfeln, formkontrollierend, fiihrt aber in groBeren Mengen zu einer
statistischen Verteilung der Fe-Atome im Platinkristall. Abbildung 5 zeigt die Herstellung
der FePt-Nanowiirfel unter Zersetzung der Precursor-molekiile. Eine TEM-Aufnahme von

FePt-Wiirfeln ist in Abbildung 6 gezeigt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Herstellung von Platin- bzw. FePt-Nanowiirfeln
unter Verwendung der beiden Precursormolekiile Pt(acac), und Fe(CO)s. Die verwendete
Menge des Eisencarbonyls liegt im dquimolaren Verhéltnis zum Platin-Precursor fiir FePt-
und im Spurenbereich fiir Platinwiirfel. Abbildung angepasst nach Liu et al. 3%

25



Isotrope Nanopartikel

Abbildung 6: TEM-Aufnahme von FePt-Nanowiirfeln nach Schladt et al. [4°)

3.2 Ergebnisse und Diskussion

3.2.1 Herstellung von Manganoxidnanopartikeln (MnO)

Die literaturbekannte Synthese der MnO-Nanopartikel ** aus Mangan(II)-Oleat wurde in
dieser Arbeit angewendet um monodisperse MnO-Partikel herzustellen, die spéter als Keime
fiir die in Kapitel 4 vorgestellten Pt@MnO- oder FePt@MnO-Heterodimere fungieren. Eine
GroBenkontrolle wurde iiber gezieltes Ansteuern einer Hochsttemperatur wéhrend der
Synthese in 1-Octadecen erreicht. So wurden ca. 19 nm grof3e Partikel bei einer Temperatur
von 317°C erhalten und entsprechend kleinere Partikel bei niedrigeren Temperaturen, wie
zum Beispiel ca. 10 nm grof3e Partikel bei 250°C Hochsttemperatur. Bei der Herstellung von
19 nm groBen Partikeln konnte ein Effekt wihrend der Synthese beobachtet werden, der oft
ein Indiz fiir hoch monodisperse Partikel war. So konnte bei erreichter Hochsttemperatur
eine griinliche Farbung ohne Triibung des Reaktionsgemisches festgestellt werden, wie in
Abbildung 7 gezeigt. Beim Abkiihlen wurde die Losung wieder braun, wie zu Beginn der
Keimbildung der Nanopartikel. Dieser Effekt trat nicht immer auf und konnte noch nicht

aufgeklart werden.
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Abbildung 7: Aufnahme der Synthese von MnO-Nanopartikeln nach Erreichen der Hochst-
temperatur von 317°C. Die klare Losung mit griinlicher Farbung ist oft ein Zeichen fiir eine
hochmonodisperse Probe.

Abbildung 8: TEM-Aufnahme von (A) ca. 19 nm MnO-Nanopartikeln und (B) ca. 8§ nm
MnO-Nanopartikeln.

In Abbildung 8 A und B sind die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von MnO-Nano-
partikeln unterschiedlicher GroBen gezeigt. Mit Hilfe der Rontgendiffraktometrie wurde
bestdtigt, dass es sich bei den Partikeln um phasenreines MnO handelt (4bbildung 9). Das
Diffraktogramm zeigt die charakteristischen Reflexe von Manganoxid, welches in NaCl-

Struktur in der Raumgruppe Fm-3m kristallisiert. (47!
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Abbildung 9: Pulverrontgendiffraktogramm von MnO-Nanopartikeln.

3.2.2 Herstellung von Platin-Nanowiirfeln

Bei der Herstellung von Platinwiirfeln musste die genaue Menge des Initiators Fe(CO)s
ermittelt werden, da in der Literatur nur ungenaue Angaben gemacht werden, die Synthese
aber sehr empfindlich auf Eisencarbonyl reagiert. Wird zu wenig Eisencarbonyl benutzt,
wird keine schlagartige Keimbildung induziert, was zu polydispersen Partikeln fiihrt. Wird
eine zu hohe Menge verwendet, ndhert sich die Zusammensetzung der Partikel der der FePt-
Wiirfel an. Nach mehreren Testreihen wurde eine Menge von 50 pL einer 10-prozentigen
Losung des Fe(CO)s in 1-Octadecen als ideal angesehen und fiir die Herstellung der
Platinwiirfel verwendet. In Abbildung 10 ist eine TEM-Aufnahme monodisperser Platin-

wiirfel gezeigt.
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Abbildung 10: TEM-Aufnahme von ca. 5 nm Platinwiirfeln.

Abbildung 11 zeigt das Pulverrontgendiffraktogramm von Platin-Nanopartikeln. Durch die
Verfeinerung wurde eine Gitterkonstante von 3,906 A ermittelt, welche durch die nano-
kristalline Form vom Wert der Bulkverbindung leicht abweicht (3,998 A). Die ermittelte
mittlere Groe der kohdrent streuenden Bereiche der Partikel betrug 4,514 nm, was
verglichen mit den TEM-Aufnahmen zeigt, dass nahezu alle Partikel monokristallin sind.
Wesentlich ist hier die Tatsache, dass das Diffraktogramm keine Spuren von Eisen zeigt,

was bewiesen werden sollte.

100% Platin
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Abbildung 11: Pulverrontgendiffraktogramm mit Rietveldverfeinerung von Platin-Nano-
partikeln (blau: Experiment, rot: Verfeinerung, grau: Differenz).
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3.2.3 Herstellung von FePt-Nanowiirfeln

Um anstelle von Platinwiirfeln eine Legierung aus Eisen-Platin zu erhalten, muss die
Synthese mit dquimolaren Mengen an Fe(CO)s durchgefiihrt werden. Wie in 3.1.5
beschrieben muss dabei die Reihenfolge der zugegebenen capping agents eingehalten
werden. Demnach erfolgte vor der Injektion des Carbonyls die Zugabe von Olsiure und
einen bestimmte Zeit nach Injektion die Oleylaminzugabe, um das Wachstum der FePt-
Wiirfel positiv zu beeinflussen. Im Vergleich zu reinem Platin als Nanopartikel ist die hier
zu erhaltene Form ebenfalls wiirfelférmig, jedoch mit stiarker abgerundeten Ecken. Dies ist
wohl eine Folge des enthaltenen Eisens, welches nicht zur kubischen Kristallisation neigt.
Abbildung 12 zeigt die TEM-Aufnahme der synthetisierten FePt-Wiirfel, zu erkennen ist die
nicht monomorphe Struktur. Die Anwendbarkeit der Partikel war dadurch allerdings nicht
negativ beeinflusst, wie in Kapitel 4 zu sehen ist. In Abbildung 13 sind zwei zusétzliche
TEM-Aufnahmen gezeigt, in Abbildung 13 A ist eine Monolage der Partikel auf dem TEM-
Grid zu sehen sowie in /3 B die Anordnung mehrerer Lagen und der Bildung von Uber-

strukturen der Partikel.

Abbildung 12: TEM-Aufnahme von ca. 6-8 nm FePt-Wiirfeln.
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Abbildung 13: TEM-Aufnahme von (A) FePt-Wiirfeln in Monolage und (B) FePt-Wiirfeln in
Uberstrukturen.

3.3 Experimenteller Teil

3.3.1 Chemikalien

Die in diesem Kapitel verwendeten Chemikalien sind in Kapitel 8 tabellarisch aufgefiihrt.

3.3.2 Allgemeines

Alle Synthesen zur thermischen Zersetzung wurden unter Schlenkbedingungen mit Argon
als Inertgas durchgefiihrt. Zu Beginn wurde mehrfach bei 3*10 mbar und 60°C sekuriert.
Die hergestellten Partikel wurden in 10 mL Hexan geldst bei 4°C gelagert.
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3.3.3 Standardverfahren zur Aufreinigung von Nanopartikeln aus Synthesen der

thermischen Zersetzung und der Biofunktionalisierung (Kapitel 3, 4 und 5)

Zur Aufreinigung wurde die mehrfache Féllung, Zentrifugation und Redispersion der
Partikelprobe durchgefiihrt. Die Partikel lagen nach beendeter Reaktion in organischem
Losungsmittel dispergiert vor, die Féillung erfolgte somit durch polare Reagenzien die mit
dem Losungsmittel mischbar waren, wie zum Beispiel Ethanol, Isopropanol oder Aceton.
Fiir die Fillung wurde mindestens das dquivalente Volumen an Fallungsmittel benotigt, bei
Nanonadeln die doppelte Menge. Fiir hydrophile Partikel gilt das umgekehrte Auf-
reinigungsprinzip. Als Féllungsmittel wurde Hexan benutzt um Partikel aus Ethanol oder
Aceton auszufidllen, oder THF fiir Nanopartikel in Wasser. Die Zentrifugation erfolgte

generell tiber 10 min bei 9000 rpm.

3.3.4 Manganoxidnanopartikel (ca. 19 nm)

Fiir die Synthese von MnO-Nanopartikeln wurden 1,236 g Mangan(II)-Oleat in 10 mL
1-Octadecen geldst und sekuriert. AnschlieBend wurde mit einer Heizrate von 2°C pro
Minute auf eine Endtemperatur von 317°C geheizt und diese fiir 30 min gehalten. Nach
dieser Zeit wurde das Reaktionsgemisch abgekiihlt und nach dem oben beschriebenen

Verfahren aufgereinigt.

3.3.5 Platin-Nanowiirfel (ca. 5 nm)

Fiir die Synthese von Platinwiirfeln wurden 500 pL Olséure, 500 uL Oleylamin und 100 mg
Pt(acac), in 10 mL 1-Octadecen geldst und sekuriert. Die Losung wurde auf 120°C geheizt
und bei dieser Temperatur 50 pL eines 10 % Gemisches Fe(CO)s in 1-Octadecen durch ein
Septum injiziert. Danach wurde die Temperatur mit einer Heizrate von 1-2°C auf 200°C
erh6ht und 1 h gehalten bevor abgekiihlt wurde und das standardisierte Verfahren zur

Aufreinigung durchgefiihrt wurde.
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3.3.6 FePt-Nanowiirfel (ca. 6-8 nm)

Fiir die Synthese von FePt-Wiirfeln wurden 882 uL Olsdure und 100 mg Pt(acac) in 15 mL
1-Octadecen gelost und sekuriert. Die Losung wurde auf 130°C geheizt und bei dieser
Temperatur 131 pLL Fe(CO)s durch ein Septum injiziert. 5 min nach Injektion erfolgte die
Zugabe von 1,175 mL Oleylamin. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch auf 180°C
geheizt und 1 h bei dieser Temperatur gehalten, bevor abgekiihlt wurde und die Auf-

reinigung nach oben beschriebenem Verfahren erfolgte.

3.4 Zusammenfassung

Die in diesem Kapitel vorgestellten isotropen Nanopartikel stellen die Ausgangssubstanzen
fiir die im Weiteren hergestellten Heterodimere in Kapitel 4 dar. Es konnten fiir MnO, Platin
und FePt reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden, die von hoher monodisperser und
monomorpher Natur waren und sich damit zur Weiterverarbeitung eigneten. Fiir das
Aufwachsen einer zweiten Komponente auf die hier hergestellten Partikel ist die
Monodispersitit eine wichtige Grundvoraussetzung, was im folgenden Kapitel genauer
erklart wird. In Kooperationen wurden FePt-Partikel genauer auf deren magnetische
Eigenschaften untersucht. Dazu wurden Kleinwinkelstreuungsexperimente von Dr. Sabrina
Disch (Universitit Koln, AG Schmidt) und Alice Klapper (JCNS-2, Prof. Dr. Thomas
Briickel) durchgefiihrt.
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Kapitel 4

Herstellung und Entwicklung von
anisotropen Nanostrukturen

4.1 Theorie

4.1.1 Einfiihrung

Anisotrope, also asymmetrische Strukturen konnen im Gegenteil zu isotropen Strukturen
unterschiedliche Oberflichen und Eigenschaften liefern. (48 (91 Als bekannte anisotrope
Partikel sind ,,patchy particles” (patchy: engl.: ungleichméaBig), Janus-Partikel, Nanodréhte
(engl.: nanorods/nanowires) und Heterodimere zu nennen. Der Begriff Janus-Partikel (nach
dem romischen Gott Janus mit zwei Gesichtern) ist allerdings nicht klar flir eine einzige
Partikelsorte definiert, sondern beschreibt lediglich die Verschiedenheit zweier sich
gegeniiberliegender Doménen eines Partikels. So werden unter anderem Janus-Partikel als
spezielle Form der patchy particles angesehen, aber auch Heterodimere als Janus-artig oder
,hicht-sphirische Janus-Partikel bezeichnet, wie am Beispiel der CdSe-Au Dimere in

Abbildung 14 zu sehen. P B
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P

Abbildung 14: (A) TEM-Aufnahme von CdSe-Au "nicht-sphérischer" Janus-Partikel, (B)
HRTEM-Aufnahme und schematische Darstellung von CdSe-Au-Partikeln. 48]

Wiéhrend gewdhnliche (isotrope) Nanopartikel, wie MnO, Platin oder FePt, durch
Funktionalisierung der Oberflache unterschiedlich zur Anwendung gebracht werden kénnen
und ansonsten durch die Materialeigenschaft des Kerns pridestiniert fiir bestimmte
Einsatzgebiete sind, liefern Heteropartikel direkt zwei Kernmaterialien und dadurch zwei
verschiedene, funktionalisierbare Oberfldchen. Die so ermdglichte einfache Art der Doppel-
funktionalisierung kann bei biomedizinischen Anwendungen deutliche Vorteile bringen.
Eine Seite des Heteropartikels kann eine Erkennungssequenz fiir ein bestimmtes Zell-
kompartiment tragen (cell targeting), die andere Seite den Wirkstoff, welcher im
angestrebten Kompartiment benotigt wird. Ebenfalls verdoppeln die zwei Kernmaterialien
die Moglichkeiten, das Partikel in vitro oder in vivo zu verfolgen. °%1 So konnen beispiels-
weise die optischen Eigenschaften von Gold-Nanopartikeln (Plasmonenresonanz) mit der
MRT-Aktivitit von MnO oder Fe3O4 gepaart werden. Ebenso kann ein katalytisch aktives
Platinpartikel mit erwdhnten Komponenten verbunden werden. Auch die Polaritidt der zwei
Seiten des Partikels kann unterschiedlich sein. Wird die eine Seite unpolar, die andere polar
funktionalisiert, konnen ,gigantische Amphiphile* erhalten werden, an welchen unter
anderem die Eigenschaften der Eigenanordnung (engl.: self assembly) der Partikel als

Mizellen oder Monolagen studiert werden kdnnen. Die Verbindung der zwei Domédnen
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liefert einzigartige Eigenschaften, betreffend Magnetismus, Optik oder Katalyse. [**) Der
Einfluss der Doménen aufeinander wird hdufig in der Literatur diskutiert, wobei viele
Ansédtze aufgefiihrt werden. So zum Beispiel werden die durch die jeweils strukturfremde
Doméne verursachten Fehlstellen oder der Elektronentransfer liber die Verbindungsstelle fiir
Anderungen der Materialeigenschaften verantwortlich gemacht. Pt@Fe;Ou-Partikel zeigen
beispielsweise eine gesteigerte Kohlenstoffmonooxidkatalyseaktivitit gegeniiber reinen
Platinpartikeln. *3 Fiir FePt@Fe;04-Core-Shell-Partikel wurde eine direkte magnetische

Kopplung berichtet, begriindet in der Verbindung der zwei Materialien. [

Ebenfalls ist es moglich ein Partikel eines Materials anisotrop wachsen zu lassen. Hierzu ist
Kenntnis iiber die Verwendung geeigneter capping agents von Noten, da sich so gezielt
bestimmte Kristallflichen bevorzugt besetzen lassen und das Partikelwachstum in diese
Richtung gehemmt wird. Ebenfalls diskutiert werden neben dieser Methode der orientierten
Besetzung bestimmter Kristallflichen die der templat- oder ligandenkontrollierten Synthese
von Nanodrdhten. Diese drei Methoden bringen Vor- und Nachteile mit sich. So liefert das
templatvermittelte Wachstum beispielsweise durch Zeolithe, mesoporése Materialien,
Polymere oder Mizellen, nur geringe Ausbeuten, allerdings von hoher Monodispersitét. Der
ligandenkontrollierte Weg, bei dem das Wachstum durch den capping agent beeinflusst
wird, liefert hohere Ausbeuten mit einem ebenfalls hoheren Grad an Verunreinigungen. Bei
der orientierten Besetzung und gewiinschten Kontrolle der Wachstumsrichtung ist der
eindeutige Vorteil, dass die Form in gewissem Malle vorhersagbar ist, die Ausbeute aber
auch hier gering bleibt und mit Verunreinigungen zu rechnen ist. Die drei beschriebenen
Wege und deren Vor- und Nachteile wurden von L. Cademartiri und G. Ozin vorgestellt und
diskutiert. [>1 Auf diese Weise entstehen beispielsweise statt kubischen Partikeln stibchen-
bis nadelférmige Strukturen. Diese sogenannten 1D-anisotropen Strukturen weisen oft
verdnderte physikalische Eigenschaften auf, wie z.B. einen gesteigerten oder verringerten
Magnetismus. [*) Des Weiteren ist es analog zur Heterostruktur Pt@MnO méglich auf
Nanodréhte ein Metalloxid aufwachsen zu lassen. Hierdurch entsteht eine perlenkettenartige

Struktur, welche die Vorteile von anisotropen Strukturen und Heterodimeren vereint. Diese
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neuartige Nanostruktur wird im Folgenden und deren weitere Verwendung in Kapitel 5

vorgestellt.

4.1.2 Heterodimere (keimvermittelt)

Bei der Synthese von Heterodimeren, auch ,,dumbbell-like* (engl. fiir hantelartig) genannt,
wird das epitaxiale Aufwachsen einer zweiten Domine auf ein vorgefertigtes Partikel,
bestehend aus einem edleren Metall, kontrolliert. In der Literatur wird auch hdufig von
»snowman-like particles* gesprochen, wenn es um Dimere geht, deren beider Domédnen
nicht gleichgroB sind. Es existiert aber keine einheitliche Benennungsvorschrift. Im Rahmen
dieser Arbeit wird daher generell von dumbbell-like gesprochen um die Heterodimere zu
beschreiben. Die zweite, auf das Edelmetall aufgewachsene Domine, besteht meist, wie
auch hier vorgestellt, aus einem Metalloxid der 3d-Ubergangsmetalle. Hierbei sollte die
Kristallstruktur des schon vorhandenen Partikels moglichst mit der des aufwachsenden
Materials iibereinstimmen. Ebenfalls muss gewdhrleistet sein, dass die kritische Keim-
bildungskonzentration des Precursors der zweiten Domidne nicht iiberschritten wird.
Andernfalls wire die Bildung separater Partikel im Gegensatz zu einem Aufwachsen
begiinstigt. Um genau eine metalloxidische Doméne auf einem (edel)metallischen
Nanopartikel aufwachsen zu lassen, miissen bestimmte synthetische Kriterien erfiillt werden.
Das als Keim fungierende Edelmetallpartikel stellt auf seiner Oberfldche Elektronendichte
zur Verfligung, die bendtigt wird um das Aufwachsen zu ermdglichen. Wird die
Elektronendichte durch eine einzige Domine nicht geniigend verringert, besteht die
Moglichkeit, dass weitere Doménen aufwachsen. Abbildung 15 zeigt eine elektronen-
mikroskopische Aufnahme von erfolgreich synthetisierten Heterodimeren. Oft gelingt es
durch die Standardreaktionsfiihrung nicht, solche Heterodimere zu erhalten. Daher muss ein
anderer Weg gefunden werden, um die Elektronendichte zu beeinflussen. Diese kann auch
durch die Wahl des Losungsmittels weiter beeinflusst werden, wie zum Beispiel durch die

Verwendung eines moglichst langkettigen Alkans, welches, im Gegensatz zu 1-Octadecen,
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selbst nicht mehr den geringen n-Elektronenanteil aufweist und daher nahezu keine

abgezogene Elektronendichte ausgleichen kann.

Abbildung 15: TEM-Aufnahme von FePt@MnO-Heterodimeren. 1>

Ist das Ziel der Synthese das Aufwachsen mehrerer Doménen, reicht dazu die Elektronen-
dichte allerdings nicht aus, kann diese mit Hilfe eines polareren Losungsmittels erhoht
werden. Wird zum Beispiel das hdufig eingesetzte ODE durch den schwach polaren
Dibenzylether ersetzt, werden Partikel in Form von Nanoblumen erhalten. Diese wurden

bereits ausfiihrlich in der Literatur beschrieben *7} 581 und sind in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: TEM-Aufnahme von Au@MnO-Blumen 5%

Wie schon in Kapitel 4 beschrieben, kann als Precursor fiir metalloxidische Partikel ein
Metalloleat verwendet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Manganoxid als metall-
oxidische Komponente gewihlt, als Precursor also Mangan(Il)-Oleat verwendet. Als
Edelmetallkomponente wurde Platin, beziehungsweise eine Legierung aus Eisen und Platin
(50:50), verwendet. Der Wahl liegt der angestrebte Einsatz in der Computertomographie zu
Grunde, bei der Platin die nétige Kontrasterhdhung liefern soll. Pt@MnO-Heterodimere sind
ein Kompromiss aus zwei Uberlegungen. Wie in Kapitel 3 erwihnt, muss zum Einsatz von
Platin als CT-Kontrastmittel eine gute Biokompatibilitit erreicht werden, was mit der
Anbringung einer oxidischen Hiille aus MnO erleichtert wird, da diese einfach zuginglich
fiir bestimmte, wasserldsliche Polymere ist (siche Kapitel 5). Da fiir den Einsatz in der CT
nicht die Platinoberfldche bendtigt wird, sondern nur die Elektronendichte des Platins selbst,
kann ein Grofteil mit dem Metalloxid besetzt sein. Allerdings ist es praktikabel, eine offene
Platinseite zu erhalten, da so die doppelte Funktionalisierbarkeit gegeben bleibt, wie fiir den
Einsatz der Heterodimere in der Biomedizin gefordert. So kann spéter die oxidische Doméne
entsprechend funktionalisiert, deren Toxizitédt eingeschrinkt und die kleinere Platindoméne
ebenfalls mittels eines Thiols angesteuert werden, unter tolerierbaren toxischen Effekten des
Platins. Die Heterodimere FePt@MnO zeigen mit FePt@Fe;O4 vergleichbar verénderte
magnetische Eigenschaften, hervorgerufen durch die magnetische Kopplung der beiden

Materialien. B9
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4.1.3 Heterodimere (in situ)

Heterodimere konnen ebenfalls, doch weniger hdufig, durch die Bildung der ersten
Komponente, gefolgt von direktem Aufwachsen der zweiten Komponente hergestellt
werden. %) Diese in situ Methode vereinfacht den synthetischen Prozess, da nur ein einziger
Reaktionsaufbau fiir die Fertigung der Partikel notig ist. Trotzdem ist wihrend der Synthese
die Bildung der ersten Komponente von der Bildung der zweiten zeitlich getrennt. So
berichten Figuerola et al. ** von der Synthese monodisperser FePt@Fe;0s-Dimere, bei der
im ersten Schritt der Reaktion die Temperatur unter 200°C gehalten wird. Die eingesetzten
Precursor, Platinacetylacetonat und Eisenpentacarbonyl bilden hier FePt-Nanowiirfel in
Anwesenheit von Olsiure und Oleylamin als capping agents. Durch ein Verhiltnis groBer
4:1 (Fe(CO)s:Pt(acac),) ist gewdhrleistet, dass bei einem weiteren Heizen auf 295°C das
iiberschiissige Eisencarbonyl auf den vorhandenen Keimen nukleiert und zu Fe;O4 oxidiert
wird. FePt, wie in Kapitel 3 berichtet, hat aufgrund der ungeordneten fcc Struktur eine recht
kleine Gesamtmagnetisierung. Neben der Herangehensweise durch Tempern die fcc-Struktur
in eine fct-Struktur umzulagern, berichten Figuerola ef al. von einer magnetischen Kopplung
zwischen den Doménen FePt und aufgewachsenem Fe3O4 und den daraus resultierenden

verbesserten magnetischen Eigenschaften.

4.1.4 Nanodrihte

Wie in Kapitel 3 beschrieben, wird fiir die Synthese von FePt- oder Pt-Nanowiirfeln ein
Gemisch aus zwei capping agents verwendet, die bei FePt notwendigerweise nacheinander
zum Reaktionsgemisch gegeben werden und bei Platin lediglich beide vorhanden sein
miissen. [®”) Oleylamin ist der fiir das Drahtwachstum wichtigere Zusatz, wie weiter unten
erklirt wird, wihrend Olsdure, mit einer eher geringen Bindungsaffinitit der COOH-Gruppe
zu Platin, ein formkontrollierender Faktor ist. Da sowohl bei der Synthese von FePt, als auch
von Platin immer Fe(COs) zum Einsatz kommt, muss die Rolle dessen bei der Entstehung
von Nanowiirfeln erkldrt werden. Die Oberflichenenergien einzelner Kristallflichen im

Platinkristallgitter folgen dem Trend (111) < (100). ! Ein Wiirfel wichst in dem Moment,
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in dem die eisenreiche Komponente dazu kommt und bevorzugt die (100)-Fliche besetzt. Im
Falle von FePt ist dieser Effekt deutlicher ausgeprégt, als bei der Platinpartikelsynthese, bei
der nur sehr geringe Mengen an Fe(CO)s zum Einsatz kommen. Dennoch ist die
Anwesenheit von Eisenpentacarbonyl essentiell, da es formkontrollierend ist. Ist zuvor eine
ausreichende Menge an Oleylamin vorhanden, wachsen eher Sphédren als Wiirfel, was
vermuten ldsst, dass Oleylamin stabile Komplexe mit dem Platinprecursor eingeht und eine
Nukleation von Fe erschwert. [®2) Kubisch kristallines Platin hat als Nanowiirfel also die
(100)-Flache als Oberflache, wodurch theoretisch kein anisotropes Wachstum zu erwarten
sein sollte, soweit von einer orientierten Kristallflichenbesetzung ausgegangen wird, da alle
Flichen gleichwertig sind. Wird die FePt- und Platin-Nanopartikelsynthese allerdings bei
sehr hohen Oleylamin zu Losungsmittel Verhiltnissen und ohne Olsdure im Reaktions-
gemisch durch-gefiihrt, konnen durch unterschiedliche Reaktionstemperaturen verschieden
lange Nanodrihte erhalten werden. %3] Die Nukleation wird analog mit der Injektion von
Fe(COs) ausgeldst (dquimolare Verhiltnisse fiir FePt und Spurenmengen fiir Platin).
Offenbar muss es sich hier also um eine templat- oder ligandenkontrollierte Entstehung der
anisotropen Struktur handeln. Es ist bis heute nicht gut verstanden, wie die Nukleation fiir
Nanostidbchen vonstattengeht. Fiir das Wachstum eines Nanostdbchens gibt es etablierte
Modelle, doch fiir den ersten initialen Schritt in Richtung anisotropes Wachstum existieren
lediglich MutmaBungen. Fiir Goldnanostdbchen oder Nanodridhte, deren Wachstums-
mechanismus mit der Bildung von Mizellen aus CTAB (Hexadecyltrimethylammonium-
bromid) beschrieben wird, findet sich viel Literatur, wie auch fiir Legierungen des Platins
wie FePt, CoPt oder PtPb. [®3} 64 Fiir reines Platin gibt es hingegen wenige Synthese-
vorschldge betreffend Nanodrdhten. Die Synthese in Oleylamin wirft die Frage auf, ob der
Mechanismus dem der Goldnanostibchen dhnlich ist. Bao et al. 1! und Wang et al. [*) be-
schreiben analog eine Mizellenbildung des Oleylamins sowohl fiir y-Fe>Os3 als auch fiir FePt-
Nanodrédhte. Das mizellare Modell fiir das anisotrope Wachstum von y-Fe2Os3 und das fiir
FePt ist leicht abgewandelt in Abbildung 17 dargestellt. Generell spielt die Abwesenheit von
Olsdure bei Oleylaminmizellen scheinbar eine wichtige Rolle, da diese unidentate Komplexe
mit dem Eisenprecursor bilden kann und damit die mizellare Struktur des Oleylamins

zerstort. Nach dieser Theorie sollten dann wieder bevorzugt sphérische anstatt nadelféormiger
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Partikel wachsen. Bao et al. berichten auch fiir die Stabilitit der Olsiuremizelle die Not-
wendigkeit der Abwesenheit von freier Olsdure aus den erlduterten Griinden. [%°! Verhindert
wird dies durch die Mischung von Eisenoleat mit Natriumoleat. In dieser Arbeit soll
untersucht werden, ob eine Synthese von reinen Platin-Nanodrdhten, analog der in der
Literatur vorgestellten Mechanismen, entwickelt werden und wie die Reaktion beeinflusst

werden kann um mdglichst wenig freie Olsdure im Gemisch vorliegen zu haben.

Reduktion

Nukleation
2 2 2
Pt Pt Pt >

Wachstum

Abbildung 17: Schematische Darstellung der vorgeschlagenen Mizellenbildung von Oleyl-
amin um Platin nach Komplexierung des Platinprecursors und dessen Reduktion bzw.
Nukleation. Abbildung angepasst nach [,

Analog zum in Abbildung 17 gezeigten Mechanismus, nach dem Oleylamin stabile
Komplexe mit dem Platinprecursor eingeht und sich dabei zu lénglichen Mizellen
zusammenlagert, wird der Mechanismus fiir FePt und Platin vorgeschlagen. In Abbildung 18
ist eine elektronen-mikroskopische Aufnahme zu sehen, die hergestellte FePt-Dréhte zeigt.
Die verdickten Enden der Dréhte sind durch die dort geringere Dichte an Oleylaminketten,

aufgrund der starken Kriimmung der Oberfliche, zu erkliren. [6*]
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Abbildung 18: TEM-Aufnahme von FePt-Nanodrihten. (6%

Ebenfalls zu erkennen sind einzelne, sphirische Partikel, welche zeigen, dass die Synthese
nicht perfekt anisotrop abléduft. Dieser Effekt tritt stirker auf, wenn das Verhiltnis Oleylamin
zu Losungsmittel kleiner wird, was die Schlussfolgerung zuldsst, dass zu wenig Oleylamin
zur Verfligung steht, um den Precursor zu komplexieren. Dieser Effekt, welcher bei
Platindrihten verstirkt auftritt, wird in der Literatur nicht oder nur unzureichend diskutiert
und bedarf somit genauerer Autkliarung. Auf diese Problematik und deren entsprechenden
Losungsansitzen wurde in diesem Kapitel besonderes Augenmerk gelegt. Xiao et al. [l
berichten iiber eine &dhnliche Synthese von reinen Platindrdhten. Verwendet wird hier
allerdings kein Fe(CO)s, sondern Cr(CO)s. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die Initiierung
des Drahtwachstums nicht vom Metallkern des zugegebenen Carbonylkomplexes abhéngt,
sondern vielmehr vom Kohlenstoffmonooxid. Dessen Einfluss wird ebenfalls in der Literatur
diskutiert. ! Auch wird gezeigt, dass in Abwesenheit von Cr(CO)s Pt-Polypods entstehen
(Abbildung 19), was in diesem Kapitel fiir die Abwesenheit von Fe(CO)s bestitigt werden

kann.
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Wang et al. berichten fiir ihre synthetisierten FePt-Drihte von Abstinden der Gitterebenen
parallel zur Drahtwachstumsrichtung von 0,198 nm, was fiir die kubisch flachenzentrierte
Struktur des FePt zur (100)-Ebene passt. Abbildung 20 zeigt die entsprechenden hoch-
aufgelosten elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Offenbar wachsen die Nanodrihte

entlang der (111)-Richtung, was Xiao et al. ¢! ebenfalls vorschlagen.

Abbildung 19: TEM-Aufnahme der Platinpolypods in Abwesenheit von Cr(CO)s. [

Abbildung 20: HRTEM-Aufnahme der FePt-Nanodréhte mit gemessenen Gitterabstinden;
links: (111)-Ebenenabstand, rechts: (100)-Ebenenabstand. (6!

Sowohl bei der Verwendung von Eisencarbonyl als auch von Chromcarbonyl werden bei

rontgenkristallographischen Untersuchungen keine Spuren von Eisen oder Chrom gefunden.
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Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass nicht das verwendete Metall ausschlaggebend fiir
die Initiation der Reaktion sein konnte, sondern das Carbonyl selbst. Als Wachstumsprozess
wird von Xiao et al. eine Pranukleation einer hantelartigen Struktur vorgeschlagen, wie in
Abbildung 21 zu sehen ist. Eine Minute nach Injektion des Carbonyls sind auf den TEM-
Aufnahmen scheinbar erste zusammengewachsene Strukturen erkennbar, die nach weiterem
Fortschreiten der Reaktion zu Nanodrdhten werden. Abbildung 21 zeigt ebenfalls den vorge-

schlagenen Mechanismus des Wachstums.

(a)
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Abbildung 21: TEM-Aufnahmen von hantelartigen Strukturen nach (a) 1 min Reaktionszeit
und (b) 3 min Reaktionszeit. (¢): [llustration des Wachstumsmechanismus von Platin-Nano-
drihten, [66]

Der postulierte Mechanismus der Mizellenbildung wird in der Literatur allerdings nur
unzureichend erklart. So ist es nicht vollstdndig klar, warum die Verwendung von Oleylamin
zu einer langlichen Mizelle fiihrt. Grund hierfiir konnte die Unreinheit des Oleylamins sein.

Xiao et al. verwenden technisches Oleylamin mit einem Reinheitsgrad von etwa 70%.
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Mogliche Verunreinigungen konnten Gegenionen zu Ammoniumsalzen sein, die lonomere
bilden, welche fiir die zylindrische Mizelle verantwortlich sein konnten. Ebenfalls wird
die Reduktion des Metallprecursors nach Komplexierung durch das Oleylamin selbst
diskutiert. [*> Es ist also mdglich, dass es sich bei dem betrachteten Mechanismus um einen
Hybrid aus Templat- und Ligandenkontrolle handelt, also eine ligandenkontrollierte Mizelle.
Unter-suchungen zu der mizellaren Struktur des Oleylamins, wahrend der Komplexierung
des Platinprecursors und dem spiateren Wachstum von Platin-Nanodrdhten im Inneren der
Mizellen, konnen iiber die dynamische Lichtstreuung erfolgen. Zuvor muss dennoch eine
Untersuchung des Oleylamins erfolgen, um den tatsdchlichen Ursprung des Mizellen-

wachstums zu verstehen.

4.1.4.1 Pt@MnO-Nanoketten

Wird erneut der Mechanismus des Aufwachsens eines Metalloxides auf ein vorgefertigtes
Edelmetallnanopartikel betrachtet, ist zu vermuten, dass dieser unter Verwendung von
Nanodridhten als Keime #hnlich verlaufen sollte. In diesem Kapitel wird, nach unserer
Kenntnis, eine neue Struktur vorgestellt: Platin-Nanodréhte mit aufgewachsenen Mangan-
oxiddoménen. Die so gebildeten Nanostrukturen, im weiteren Pt@MnO-Ketten genannt,
bieten ein vielversprechendes Potential fiir Anwendungen in vielen Bereichen, zum Beispiel
der Katalyse. Eine Schwierigkeit ist die effektive Anbindung anisotroper Strukturen auf
Oberfldchen, die hier erleichtert werden kann, indem die stabchenférmigen Strukturen iiber
ihre aufgewachsenen Metalloxiddoménen auf Oberfldchen gebunden werden und dabei nicht
unndtig die potentiell katalytisch aktive Edelmetalloberfliche mit adhdsiven Molekiilen
blockiert. Ausgenutzt wird dabei die bekannte Stabilitdt der Verbindung des Catecholankers

mit einem Metalloxid, die in Kapitel 5 eingehend diskutiert wird.
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4.2 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Heterodimere (keimvermittelt)

Bei der Auswahl eines geeigneten Losungsmittels fiir die Synthese von Heterodimeren
wurde mit dem Alkan n-Heptadecan das beste Ergebnis erzielt. Mit n-Heptadecan kann die
elektronendichtereduzierende Eigenschaft mit weiteren Anforderungen, wie mdglichst
hohem Siedepunkt und dennoch fliissigem Zustand bei Raumtemperatur, kombiniert werden.
Damit sind die oben aufgefiihrten nétigen Bedingungen fiir eine Bottom-Up-Synthese
gewihrleistet. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen die erfolgreiche Synthese von
Pt@MnO-Dimeren (A4bbildung 22). Die hier abgebildeten Partikel bestehen aus einer
Platindoméne (Keim) und einer aufgewachsenen Manganoxidomdne (MnO). Fir
FePt@MnO-Dimere konnten ebenfalls sehr gute Ergebnisse erzielt werden, zu sehen in

Abbildung 23.

A
v e a3t Reledn s

Abbildung 22: TEM-Aufnahme von Pt@MnO-Dimeren.

Abbildung 23 zeigt TEM-Aufnahmen von monodispersen FePt@MnO-Nanopartikeln. Bei
der Synthese wurde als Losungsmittel Heptadecan verwendet, worauf die zu einem Grof3teil
als Dimere gewachsenen Partikel zuriickzufiihren sind. Die Monodispersitit ist hoch genug,

sodass stellenweise sogar eine hexagonale Anordnung erkennbar ist.
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Abbildung 23: TEM-Aufnahme von FePt@MnO-Dimeren.

Die FePt@MnO-Heterodimere wurden mit zwei verschieden groen MnO-Doménen
synthetisiert. Dies ist moglich iiber die Variation der Endtemperatur. Mangan(II)-Oleat
zersetzt sich ab ca. 240°C. Wird die Endtemperatur der Synthese auf 260°C erhdht, konnen
Dimere mit einer oxidischen Doméne von 11 nm erhalten werden. Bei einer Endtemperatur
von ca. 300°C wichst diese Doméne auf 18 nm an. Beide Heterodimere sind in Abbildung

24 (A) und (B) zu abgebildet.

Abbildung 24: TEM-Aufnahme von (A) FePt@MnO-Dimeren, MnO-Doméne 11 nm. (B)
FePt@MnO-Dimere, MnO-Doméne 18 nm.
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4.2.2 Heterodimere (in situ)

Nach der Methode des in situ-Aufwachsens von iiberschiissigem Fe(CO)s auf gebildete
FePt-Nanowiirfel wurden monodisperse FePt-Fe,O-Partikel erhalten. In Abbildung 25 ist die
TEM-Aufnahme abgebildet, die in zwei unterschiedlichen Vergroferungen die Partikelprobe

zeigt.

Abbildung 25: TEM-Aufnahmen von (A+B) FePt@FexO-Heterodimeren in
unterschiedlicher Vergroferung.

Die FePt@FexO-Heterodimere wurden von Kristina Wichmann, Universitdt Mainz, Institut
fiir Anorganische und Analytische Chemie, AK Tremel zur Verfiigung gestellt.

4.2.3 Nanodrihte

4.2.3.1 Einfluss der Temperatur und der Oleylaminmenge

Abbildung 26 A zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme von Platinpartikeln, herge-
stellt nach der in Kapitel 3 beschriebenen Methode fiir Pt-Wiirfel unter Verwendung der
doppelten Menge Oleylamin als capping agent und ohne Zugabe von Olsiure

(Standardbedingung fiir Platinwiirfel: Olséure zu Oleylamin 1:1, jeweils 1 mL). Das Fehlen
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der Olsiure macht sich in der sphérischen Konformation der Platinpartikel, neben den schon
entstandenen Nanorods, bemerkbar. Offenbar reicht die leicht erhhte Menge an Oleylamin
bereits aus, um die beschriebenen ldnglichen Mizellen zu bilden und somit einen kleinen
Teil stdbchenformig wachsen zu lassen. Die Lénge der Stidbchen liegt zwischen 20 und
30 nm, was teilweise durch die Endtemperatur der Reaktion (200°C) kontrolliert wird. In
diesem Fall wurde bis 200°C geheizt. Generell wird die Endtemperatur 30 min gehalten, um

eine vollstindige Zersetzung des Precursors zu garantieren.

Der Effekt des liberschiissigen Oleylamins wurde weiter verfolgt, indem ein Verhéltnis von
Oleylamin zum Lésungsmittel ODE von 4:6 gewihlt wurde und auf den Zusatz von Olsiure
als zusétzlicher capping agent verzichtet wurde. Das Ergebnis ist in Abbildung 26 B gezeigt.
Die Endtemperatur betrug unverdandert 200°C, wodurch die zu erwartenden 30 nm langen
Stabchen entstanden. Dennoch entstehen neben der anisotropen Form noch weitere, isotrope
Platinpartikel, die ein Hinweis darauf sind, dass das gewihlte Synthesegemisch nicht
ausschlieBlich die in der Theorie beschriebenen, stibchenformigen Mizellen bildet. Griinde
hierfiir konnten die Unreinheit des Oleylamins (70% Reinheit) sein, ein storender Einfluss
des Losungsmittels 1-Octadecen oder die hohe Temperatur, die die Bildung von Mizellen
durch zu hohe molekulare Bewegung erschwert. Es muss vermutlich von einer Kombination

der vorgeschlagenen, storenden Einfliisse ausgegangen werden.
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Abbildung 26: TEM-Aufnahmen von: (A) Platin-Nanopartikel ohne zugesetzte Olsiure und
doppelter Menge Oleylamin (2 mL) verglichen mit der Standard Platinpartikelsynthese. (B)
Platin-Nanorods, ca. 30 nm, mit sphirischen Verunreinigungen, 4:6 Gemisch von 1-Octa-
decen und Oleylamin. (C) Platin-Nanodréhte aus Synthese in purem Oleylamin, 200°C End-
temperatur. (D) Platin-Nanodréhte aus Synthese in purem Oleylamin, 130°C Endtemperatur.
(E) Entsprechend D, nochmaliges Heizen auf 200°C, leichte Zersetzung. (F) Platin-Nano-
drihte bei Idealbedingungen (30 mL Oleylamin, 130°C Endtemperatur, 30 min Halten der
Endtemperatur).
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Um die erzielten Resultate zu verfeinern und die Storgrofe auszumachen, wurde die
Synthese in purem Oleylamin durchgefiihrt, alle anderen Parameter wurden beibehalten. Die
Ergebnisse zeigen den wichtigen Einfluss der gewéhlten Oleylaminmenge. Die zugehorige
TEM-Aufnahme ist in Abbildung 26 C dargestellt. Gut zu erkennen ist ein deutlicher
ausgepriagtes Wachstum in die Linge, bis zu etwa 200 nm. Daher wird hier von Nanodrihten
gesprochen. Die Abschitzung der Linge ist aufgrund der stark geknickten Struktur der
Drihte schwierig. Nach wie vor ist die Verunreinigung durch sphérische Partikel vorhanden.
Wie in der Literatur beschrieben [, wachsen hantelfSrmige Strukturen (in Abbildung 26 C
unten links), die scheinbar die Vorstufe zum Drahtwachstum darstellen. Dass diese Struktur
zusammen mit voll ausgebildeten Nanodrdhten vorkommt, spricht fiir eine unsaubere
Trennung von Keimbildung und Keimwachstum, wie durch das Modell von LaMer
gefordert. Dies kann zustande kommen durch zu langsames Injizieren der Fe(CO)s-Losung
bei 120°C, oder eine ungleichmdfige Temperatur im Reaktionsgefa. Des Weiteren kann
hier klar eine Verdickung der Enden der Nanodréhte festgestellt werden, ein Resultat der wie
in 4.1.4 beschriebenen geringeren Oleylamindichte an den Enden der ausgebildeten Mizelle.
Die recht unkontrollierte Anordnung der bei 200°C in purem Oleylamin hergestellten
Nanodréhte resultiert aus den teils starken Abknickungen. Abbildung 26 D zeigt die analoge
Synthese unter der Variation der Endtemperatur, die von 200 auf 130°C angepasst wurde.
Die Lénge der Nanodréhte bleibt hierbei nahezu unverdndert, was zeigt, dass die Temperatur
eine untergeordnete Rolle beim Lingenwachstum spielt. Wird die Endtemperatur allerdings
nach der standardisierten halben Stunde bei 130°C auf 190°C erhoht, werden leicht
verkiirzte Nanodrdhte erhalten, wie in Abbildung 26 E zu sehen. Ebenfalls ldsst die Form der
Drihte scheinbar darauf schliefen, dass die erhohte Temperatur die gebildeten Strukturen
leicht abbaut und wieder mehr spharische Partikel entstehen. Daher wurde im Weiteren die
Endtemperatur von 130°C als ideal fiir uniformes Wachstum angesehen und beibehalten.
Das absolute Volumen des Oleylamins in Synthesen, welche mit purem Oleylamin durch-
gefithrt wurden, betrug 30 mL. Dieses Volumen fiihrte zum besten Ergebnis, bei
Verwendung von weniger oder auch mehr Oleylamin waren keine Verbesserungen zu

vermerken. Daher wird neben der Idealtemperatur ein ideales Losungsmittelvolumen von
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30 mL festgehalten. In Abbildung 26 F ist eine nach geforderten Idealbedingungen
synthetisierte Probe gezeigt.

4.2.3.2 Einfluss des Metallcarbonyls

Der Einfluss des zum Reaktionsstart bendtigten Carbonyls, hier Fe(CO)s, wurde sukzessive
untersucht. In den Abbildung 27 A, B und C sind drei TEM-Aufnahmen leicht variierter
Synthesen gezeigt, bei denen Fe(CO)s génzlich fehlt. Durch den fehlenden Starter der
Reaktion musste das Gemisch auf 170°C geheizt werden, um eine Keimbildung zu erzielen.
Im in Abbildung 27 A gezeigten Experiment wurde purem Oleylamin als Losungsmittel
verwendet, Abbildung 27 B und C zeigen Experimente mit Oleylamin zu 1-Octadecen
Verhéltnissen von 7:3, bzw. 3:7. Auffallig ist, dass eine hohere Menge an 1-Octadecen dazu
fiihrt, dass die Partikel weniger verzweigt sind. Insgesamt bestédtigen diese Versuche die
Notwendigkeit des Carbonyls fiir die Synthese von Nanodrdhten. Ein weiterer Einfluss, der
zur Aufklarung gebracht wurde, ist der des im Synthesegemisch vorhandenen Carbonyls.
Hierzu wurde der Synthese nicht bei 120°C die standardisierte Menge an Fe(CO)s zugefiigt,
sondern war von Anfang an vorhanden. Das Ergebnis, in Abbildung 27 D zu sehen, zeigt
einen erhdhten Grad an Verunreinigung durch sphérische Platinpartikel. Dies konnte an der
nicht schlagartig erfolgten Keimbildung liegen. Wird das Pentacarbonyl hingegen erst bei
150°C dem Gemisch zugefiigt, entstehen keine nadelférmigen Strukturen, was aufgrund der

vorherigen Erkenntnisse zu erwarten war (nicht abgebildet).
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Abbildung 27: TEM-Aufnahmen von: (A) Synthese nach Bedingungen fiir Platin-
Nanodrihte ohne Fe(CO)s in purem Oleylamin. (B) Entsprechend A in 7:3 Gemisch von
Oleylamin und 1-Octadecen. (C) Entsprechend A in 3:7 Gemisch von Oleylamin und
1-Octadecen. (D) Synthese mit schon im Gemisch vorhandenen Fe(CO)s (keine Injektion)
und anschlieBendem Heizen auf 130°C.

4.2.3.3 Einfluss der Reaktionszeit

Durch Betrachtung des Einflusses der Zeit, die die Reaktion bei der Hochsttemperatur von
130°C belassen wurde, konnten wertvolle Einblicke in den Prozess des Wachstums der
stabchenformigen Strukturen gewonnen werden. Wurde zum Beispiel die Reaktion direkt bei
Injektion des Eisenpentacarbonyls abgebrochen, sind zunichst folgende Beobachtungen zu

nennen: Die Losung verfarbte sich nicht tiefschwarz, sondern wies eine dunkelgriine
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Farbung auf und behielt ihre Transparenz. Das Ausfillen im anschlieBenden Auf-
reinigungsverfahren gestaltete sich als schwieriger als im Normalfall, es musste mit einem
groBen Uberschuss an Fillungsmittel (Isopropanol) gearbeitet werden um eine Prizipitation
herbeizufiihren. Wird die entsprechend aufgereinigte Probe auf einem TEM-Grid pripariert,
sind auf der anschlieBenden Abbildung fadenartige Strukturen erkennbar, die aus einzelnen
Nanoclustern, scheinbar noch nicht zusammengewachsen, bestehen (4bbildung 28 A). Es
wird nicht davon ausgegangen, dass es sich hierbei um einen Eintrocknungseffekt auf dem
mit Kohlenstoff bedampften Kupfergrid handelt. Tanaka et al. berichten von sehr kleinen
Platin-Nano-strukturen (Pts-Nanocluster), die eine griine Emission zeigen. ®) Die hier
beobachtete entprechende Farbgebung ldsst den Schluss zu, dass sich im Reaktionsgemisch
bereits die abgebildeten fadenartigen Anordnungen befinden. Offenbar lassen sich zu diesem
Zeitpunkt der Reaktion die ersten Schritte des Wachstums der Nanodrdhte in der Mizelle
einfrieren und abbilden. Wird das Reaktionsgemisch nach Injektion des Fe(CO)s auf 130°C
geheizt, diese Temperatur fiir nur eine Minute gehalten, dann abgebrochen und aufgereinigt,
sind bereits zusammenwachsende Nanodrihte zu erkennen (4bbildung 28 B). Die Tatsache,
dass hier schon die Entstehung spharischer Strukturen neben den Drihten zu beobachten ist,

verdeutlicht die Schwierigkeit, Platindridhte sauber zu synthetisieren.

Abbildung 28: TEM-Aufnahmen von: (A) Synthese von Platin-Nanodrahten bei Ideal-
bedingungen, direkt abgebrochen nach Fe(CO)s-Injektion bei 120°C und erster Farb-
anderung. (B) Entsprechend A, Abbruch nach 1 min bei 130°C.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Synthese von Pt-Nanodridhten idealerweise bei
einer Precursorkonzentration von 3,3 mg/mL in Oleylamin durchgefiihrt wird, die Injektion
der 10% Losung des Fe(CO)s in Oleylamin bei 120°C erfolgen und die Endtemperatur 30
min bei 130°C gehalten werden sollte. Die auf diese Weise zu erhaltenden Nanodrédhte haben
eine Lange von 100 bis 150 nm und eine Dicke von ca. 3 nm. Die Verunreinigung durch ent-
stehende sphérische Platinpartikeln wird weitestmdglich unterdriickt, worauthin die
Platindrdhte fiir die geplante Anwendung eingesetzt werden konnen. Ein Pulverrontgen-
diffraktogramm dient zur Bestdtigung, dass die Drédhte kein Eisen enthalten, das iiber der
Erfassungsgrenze liegt. Abbildung 29 zeigt abschlieBend die in hoher Ausbeute und Reinheit

hergestellten Platindrdhte in uniformer Morphologie.

Abbildung 29: TEM-Aufnahme von Platin-Nanodrdhten durch Synthese bei Ideal-
bedingungen mit hoher Ausbeute und Reinheit, nahezu ohne Verunreinigung durch
sphérische Platinpartikel.

Die Platin-Nanodrdhte wurden mit der Rontgendiffraktometrie untersucht, das zugehdrige
Diffraktogramm ist in Abbildung 30 gezeigt. Wie auch bei Platinwiirfeln sind hier keine
Spuren von Eisen nachweisbar. Aufgrund der anisotropen Struktur der Nadeln wurde zum
Fitten des Diffraktogramms eine Funktion zur Anpasung an die bevorzugte Orientierung
genutzt. Aufgrund von Literaturdaten wurde von einer Ausrichtung in die (111)-Richtung

ausgegangen. Dies wurde durch die erfolgreiche Verfeinerung bestdtigt. Die Verfeinerung
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ergab eine Gitterkonstante von 3,895 A, was durch die Nanokristallinitit von der
Bulkverbindung leicht abweicht (3,998 A). Die GroBe der kohirent streuenden Bereiche
wurde ermittelt und betrug 3,639 nm. Dies entspricht der gemessenen Dicke der Nanodrihte
(ca. 3 nm), ermittelt aus TEM-Aufnahmen. Die Nadeln sind somit im Querschnitt mono-

kristallin.
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Abbildung 30: Pulverrontgendiffraktogramm mit Rietveldverfeinerung von Platin-Nadeln
(blau: Experiment, rot: Verfeinerung, grau: Differenz).

4.2.4 Platin-Nanodrihte im Mikroreaktor

Als zusitzliche Methode zur weiteren Aufklirung des Drahtwachstums und der
kontinuierlichen Gewinnung von Nanopartikeln wurde die Synthese der Platin-Nanodrihte
fiir eine Mikroreaktorsynthese in der Kapillare angepasst. Hierdurch sollte einerseits
iiberpriift werden, ob die Methode generell vom Kolben in die Kapillare iibertragbar ist,
andererseits kann bei erfolgreicher Anpassung die Reaktionskontrolle genauer erfolgen, da
durch Flussrateneinstellung etc. die Reaktionsparameter sehr viel feiner justiert werden
konnen. Die hier vorgestellten, ersten Vorversuche erfolgten in einer Kapillare, die iiber ein
PEG-Bad beheizt wurde. In Zukunft soll die Synthese im fest installierten Mikroreaktor
durchgefiihrt werden konnen. Prinzipiell erfolgte die Vorbereitung der Precursor und
Losungsmittel in einer Stickstoff-Glovebox, da bei der Kapillarsynthese kein Sekurieren der

Chemikalien mdglich ist. So wurde Pt(acac); in Oleylamin unter leichtem Erwirmen gelost
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und innerhalb der Glovebox in eine Spritze {iberfiihrt. Ebenso wurde fiir das
Eisenpentacarbonyl vorgegangen. Die Konzentrationen der Edukte entsprachen dabei genau
den in der Kolbensynthese verwendeten. Die beiden Spritzen wurden in jeweils eine
Spritzenpumpe eingespannt und mittels Schlauch mit einem Splitsystem zur Vermischung
verbunden, welches an die eigentliche Reaktionskapillare angeschlossen war. Die Kapillare
wurde mit einem beheizten PEG-Bad auf 130°C gebracht. Durch die vorzeitige
Vermischung des Platinprecursors mit der Fe(CO)s Losung (was in der Kolbensynthese zu
Problemen fiihrte) war hier kein negativer Einfluss auf die Reaktion zu bemerken. Dies ist
erklarbar durch das schlagartige Aufheizen der kurz zuvor vermischten Fliissigkeiten in der
Kapillare. Die Durchflussrate wurde so eingestellt, dass die mittlere Verweilzeit des
Reaktionsgemisches die in der Kolbensynthese iiblichen 30 min betrug. Das Produkt wurde
in Form einer schwarzen, viskosen Fliissigkeit aufgefangen und aufgereinigt. Der
schematisch dargestellte Aufbau ist in Abbildung 32 und die TEM-Aufnahmen der ersten
Ergebnisse in Abbildung 31 dargestellt.

Abbildung 31: TEM-Aufnahme von Platin-Nanodrdhten gewonnen aus der Kapillarsynthese.
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Abbildung 32: Schematischer Aufbau der Synthese in einer Kapillare als Vorversuch zur
Mikroreaktorsynthese von Platin-Nanodrihten.

Wie in Abbildung 31 zu erkennen ist, war die Kolbensynthese optimal auf die Kapillar-
synthese libertragbar und die Idealbedingungen fiir die Entstehung der Platindrihte sind die
gleichen. Als weitere Schritte sind Anpassungen der Parameter wie Verweilzeiten und
Durchfluss-geschwindigkeiten geplant, um die Entstehung der Nanostruktur genauer
verstehen zu konnen. Weiterhin sollte es moglich sein andere Nanopartikelarten, wie
isotrope MnO-, Platin- und FePt-Partikel, aber auch anisotrope Arten wie Pt@MnO im
Mikroreaktor wachsen zu lassen. Fiir letzteres muss nach erfolgter Bildung der Keime ein
zweiter Mischungspunkt (Split) angeschlossen werden und die Keime mit dem Precursor der
zweiten Doméne in einer weiteren Kapillare zur Reaktion gebracht werden. Neben genauerer
Reaktionskontrolle ist ein Vorteil die kontinuierliche Synthese der gebriduchlichen Nano-

partikelsysteme.
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4.2.5 FePt@FexO-Nanodrihte

Analog zur Synthese der Platin-Nanodrdhte ist es mdglich FePt-Nanodrdhte zu

synthetisieren, die, wie ausfiihrlich von Sun ef al. beschrieben, magnetisch schaltbar sind

[68 [63]

und somit fiir Massenspeichermedien in Frage kommen konnen. (! Wang et al.
beschreiben die Synthese der FePt-Drihte analog zur oben aufgefiihrten Synthese fiir Platin-
Nanodréhte unter Verwendung von dquimolaren Mengen an Fe(CO)s, was laut Literatur zu
einer Verteilung von 50% Eisen und 50% Platin fiihrt. Kombiniert mit der in situ Methode
fiir FePt@FexO-Heterodimere, konnen FePt-Dridhte mit einer aufgewachsenen Hiille aus
Eisenoxid gewonnen werden in dem die Endtemperatur so kontrolliert wird, dass sich
iiberschiissiges Fe(CO)s als Oxid auf die Drihte abscheidet. Die entsprechend hergestellten
FePt-Nanodrihte sind in Abbildung 33 A und B zu sehen. Deutlich zu erkennen ist auf
beiden VergroBerungen die komplette Einhiillung der Partikel mit einer Eisenoxidschicht.
Diese stellt eine sehr giinstige Oberfliche fiir die Anbindung von catecholhaltigen
Polymeren dar. BekanntermalBlen und ausfiihrlich in Kapitel 5 diskutiert, konnen Catechol-
inititerte Polymere auf {ibergangsmetalloxidische Oberflichen binden. Eine Wasser-
16slichkeit sollte aufgrund der stark anisotropen Struktur zwar schwieriger zu erreichen, aber
nicht unrealisierbar sein. Im Gegensatz zu den im weiteren Verlauf dieses Kapitels
beschriebenen Pt@MnO-Nanodrihten, ist bei FePt@FexO-Nanodrihten keine freie Platin-
oberfliche mehr vorhanden, wodurch sich die katalytische Aktivitdt des Platins nicht mehr
ausnutzen lasst. Hingegen ist die Anwendung als magnetisch schaltbare Partikel mit einer
hydrophilisierbaren Hiille vielversprechend und sollte fortgefiihrt werden. Die bio-
medizinische Anwendung wird hier ebenfalls vorgeschlagen, da sich aufgrund des hohen
Aspektverhiltnisses eine Groflere Zahl an bioaktiven Molekiilen koppeln lassen kann und

damit ein cell targeting effektiver gestaltet werden konnte. 1)
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Abbildung 33: TEM-Aufnahmen von: (A) FePt@FexO-Nanodridhten. (B) Entsprechend A,
stiarkere Vergroferung.

4.2.6 Pt@MnO-Nanoketten

Die reinen Platin-Nanodrdhte (neben isotropen Platinpartikeln) sollten iiber eine
Katalyseaktivitit verfiigen, die in der Literatur oft vorgeschlagen wird, um unter anderem als
Katalysator in Brennstoffzellen Anwendung zu finden. ! Eine Schwierigkeit hierbei ist die
zuverldssige Anbindung nanostruktierter Materialien an eine Oberfliche. Wie in dieser
Arbeit ebenfalls ausfiihrlich bearbeitet, soll gezeigt werden, dass Manganoxid sowohl auf
isotropen Partikeln, als auch auf Platin-Nanodridhten aufwéchst. Dies konnte in einer zur
Herstellung von Pt@MnO-Heterodimeren analogen Synthese bewiesen werden. Die
Schwierigkeit dabei stellten die Verunreinigungen der Nanodrihte mit sphérischen Partikeln
dar, da die metalloxidische Domidne scheinbar schwieriger auf anisotropen Strukturen
aufwéchst als auf isotropen. Erklarbar ist dies liber die weniger dichte Oleylaminhiille auf
der sehr viel stiarker gekriimmten Oberfliche der Sphidren. Dort kann das verwendete
Mangan(Il)-Oleat besser auf der Platinoberfliche aufwachsen. Dieser Effekt ist in
Abbildung 34 A zu sehen, hier wurde die Synthese mit einem zu hohen Grad an
Verunreinigung durch sphérische Partikel durchgefiihrt. Da allerdings die Platin-
Nanodrahtsynthese so verbessert wurde, dass sphérische Partikel nur noch zu einem sehr

geringen Prozentsatz entstehen, konnte die neuartige Struktur der Pt@MnO-, Nanoketten
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aufgrund der perlenkettenartig aufgereihten MnO-Doménen ent-wickelt werden. Auf einem
ca. 100 nm langen Nanodraht wachsen zwei bis fiinf Manganoxiddoménen mit einem
Durchmesser von ca. 15 nm auf. Abbildung 34 B - F zeigt die zugehorigen elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen. Ein Rontgendiffraktogramm ist in Abbildung 35 gezeigt. Das
besondere an dieser Struktur sind die freie Platinoberfliche und die dennoch leicht mit
Catecholverbindungen adressierbaren MnO-Doménen. Auf diese Weise sollte es moglich
sein, Pt@MnO-Ketten {iiber ein catecholtragendes Polymer mithilfe eines zweiten, zur
Catecholfunktion orthogonalen Ankers am selben Polymer auf eine Oberfliche anzubinden
und somit einen fixierten Platinkatalysator zu erhalten. Die Anbindung der Nanoketten auf

eine Oberflache wird im Kapitel 5 beschrieben.
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Abbildung 34: TEM-Aufnahmen von: (A) Synthese von Pt@MnO-Nanoketten bei zu hohem
Anteil an sphidrischen Platinpartikeln. (B) bis (F) Synthese von Pt@MnO-Nanoketten,
unterschiedliche Bereiche und Anordnungen bei verschiedenen Vergrof3erungen.
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Abbildung 35: Pulverrontgendiffraktogramm mit Rietveldverfeinerung von Pt@MnO-Nano-
ketten (blau: Experiment, rot: Verfeinerung, grau: Differenz).

Das Diffraktogramm zeigt die Zusammensetzung der Pt@MnO-Nanodrihte. Bei Platin
wurden die gleichen Werte fiir die Kristallitgroe und die Gitterkonstante ermittelt wie in
4.2.3. fiir MnO wurde durch die Verfeinerung eine Gitterkonstante von 4,306 A erhalten, die
des Bulkmaterials ist 4,445 A. Die Abweichung ist durch die nanokristalline Probe begriind-
bar. Die ermittelte mittlere Grofe der kohirent streuenden Bereiche bei MnO betrug

2,600 nm, somit sind die MnO-Dominen der Nanoketten nicht monokristallin (Abmessung

in TEM-Aufnahmen: 10-15 nm).
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4.3 Experimenteller Teil

4.3.1 Chemikalien

Die in diesem Kapitel verwendeten Chemikalien sind in Kapitel 8 tabellarisch aufgefiihrt.

4.3.2 Allgemeines

Alle Synthesen zur thermischen Zersetzung wurden unter Schlenkbedingungen mit Argon
als Inertgas durchgefiihrt. Zu Beginn wurde mehrfach bei 3*10 mbar und 60°C sekuriert.
Die hergestellten Partikel wurden in 10 mL Hexan geldst bei 4°C gelagert.

4.3.3 Pt@MnO- und FePt@MnO-Heterodimere (11 nm oder 17 nm MnO-Doméne,

keimvermittelt)

Zur Herstellung von Pt@MnO-Dimeren wurde der Mechanismus des keimvermittelten
Wachstums ausgenutzt. Hierzu wurden 10 mg an zuvor hergestellten Pt- bzw. FePt-
Nanowlirfeln (siehe Kapitel 3) in einem Dreihals-Rundkolben zusammen mit 50 mg Mn(Il)-
Oleat vorgelegt. Als Losungsmittel wurden 10 mL Heptadecan verwendet. Weiterhin
wurden dem Gemisch 656 pL Oleylamin und 318 pL Olsiure zugesetzt und sekuriert.
AnschlieBend wurde auf 295°C geheizt und bei dieser Temperatur fiir eine Stunde belassen,
um eine 17 nm groe MnO-Dominen zu erhalten. Um die MnO-Doméne auf nur 11 nm
wachsen zu lassen, wurde die Endtemperatur auf 250°C beschrinkt. Die anschlieBenden
Aufreinigungsschritte entsprachen dem oben beschriebenen Standardverfahren (siehe

Kapitel 3).
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4.3.4 FePtwFexO-Heterodimere (in situ)

Bei der Herstellung von FePt@FexO-Dimeren wurde die in situ Methode angewendet.
Hierbei wurden 100 mg Pt(acac)z in 10 mL 1-Octadecen vorgelegt und 30 min bei 60°C
sekuriert. Nach weiterem Heizen auf 130°C wurden 882 pL Olsiure zugegeben, gefolgt von
der sofortigen Zugabe von 131 pL Fe(COs). 5 min spdter wurden 1,175 mL Oleylamin
zugegeben und mit einer Heizrate von 8°C/min auf 185°C geheizt. Die Temperatur wurde
eine Stunde gehalten, bevor sie mit gleicher Heizrate auf 295°C erhdht wurde und ebenfalls
fiir eine Stunde gehalten wurde. AnschlieBende Aufreinigung erfolgte nach beschriebenem

Standard-verfahren.

4.3.5 Platin-Nanodrihte

Zur Herstellung von Platin-Nanodrdhten wurde analog zur Platin-Nanowiirfel-Synthese
(siehe Kapitel 3) verfahren, unter Beachtung folgender Variationen: Es wurden 100 mg
Pt(acac); in 30 mL Oleylamin geldst und sekuriert. Bei 120°C wurde 50 pL eines 10 %
Gemisches Fe(CO)s in Oleylamin durch ein Septum zugegeben. AnschlieBend wurde die
Temperatur auf 130°C erhoht und diese fiir 30 min gehalten. AbschlieBende
Aufreinigungsschritte entsprachen dem oben beschriebenen Standardverfahren unter Ver-

wendung von Isopropanol als Fallungsmittel.

4.3.6 FePt@FexO-Nanodrihte

Die Synthese von FePt@FexO-Nanodrihten war eine Kombination aus den Synthesen der
FePt@Fe<O-Heterodimere und der Pt@MnO-Ketten. 100 mg Pt(acac), wurden in 30 mL
Oleylamin vorgelegt und sekuriert. Bei 120°C wurden 131 pL reines Fe(CO)s zu dem
Reaktionsgemisch zugefiigt, um die Reaktion zu starten. AnschlieBend wurde fiir 30 min auf

130°C geheizt, bevor das Standardverfahren zur Aufreinigung angewendet wurde.
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4.3.7 Pt@MnO-Ketten

Die Synthese von Pt@MnO-Ketten entsprach der Synthese von Pt@MnO-Heterodimeren.
Als Keime dienten 10 mg der zuvor hergestellten Platin-Nanodrihte die in 10 mL
Heptadecan zusammen mit 318 uL Olséure und 656 uL Oleylamin vorgelegt und bei 60°C
sekuriert wurden. Anschlieend wurde die Temperatur auf 295°C erhoht und eine Stunde
gehalten. Die Aufreinigungsschritte wurden nach dem beschriebenen Standardverfahren

durchgefiihrt, unter Verwendung von Aceton als Féllungsmittel.

4.3.8 Parameter fiir Mikroreaktor

Die verwendete Kapillare war eine ,,Fused Silica® Kapillare mit einem Innendurchmesser
von 530 pm, einer Linge von 10 m und einem Probenvolumen von 2,206 mL. In
Spritzenpumpe A wurde eine 20 mL Spritze eingespannt, die unter Inertgas mit einer
8,5 mM Losung von Pt(acac), in Oleylamin befiillt wurde. In Spritzenpumpe B wurde eine
20 mL Spritze eingespannt, die unter gleichen Bedingungen mit einer 1,85 uM Losung von
Fe(CO)s in Oleylamin befiillt wurde. Das Konzentrationsverhéltnis zwischen Pt(acac), und
Fe(CO)s war somit entsprechend dem in der Kolbensynthese (4.3.5). Die Flussrate der
beiden Spritzenpumpen betrug 200 pL/min. Die mittlere Verweilzeit der Losung in der auf
130°C beheizten Kapillare betrug somit 11 min. Um eine Einstellung des Flussprofils zu
gewihrleisten wurde die Probe nach 30 min aufgefangen und nach dem Standardverfahren

aufgereinigt.
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4.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte erfolgreich gezeigt werden, wie Platin- und FePt-Nanopartikel
dazu eingesetzt werden konnen, Heterodimere durch keimvermitteltes Wachstum von
Manganoxid zu erzeugen. Des Weiteren wurde eine Methode entwickelt Platin- und FePt-
Nanodréhte mit hohen Aspektverhdltnissen herzustellen und die Verunreinigung der Probe
durch sphirische Platinpartikel nahezu zu unterdriicken. Die noch nicht vollstindig geklarten
Wachs-tumsmechanismen fiir diese Struktur wurden mit aktuellen Erkenntnissen verglichen
und diskutiert. Die Synthese wurde gleichzeitig flir eine Synthese in einer
Mikroreaktorkapillare angepasst und erste, erfolgreiche Experimente konnten présentiert
werden. Als Weiter-verwendung wurden die Platin-Nadeln benutzt um ihrerseits ein
keimvermitteltes Aufwachsen von MnO zu induzieren, entsprechend der Pt@MnO-
Heterodimersynthese. Die so erhaltenen Pt@MnO-Ketten stellen eine neuartige Struktur dar,

die in weiterfithrenden Experimenten genauer charakterisiert werden soll.
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Kapitel 5

Biofunktionalisierung und Anwendung
von anorganischen Nanopartikeln

5.1 Theorie

5.1.1 Einfiithrung

In diesem Kapitel wird genauer auf die Biofunktionalisierung der in Kapitel 3 und 4 her-
gestellten Partikel und Hybridpartikel eingegangen. Prinzipiell ist der erste Schritt, um eine
Nanostruktur biofunktionell zu machen, die Wasserloslichkeit. Nanopartikel werden héufig
in organischen Losungsmitteln dargestellt, gerade die in dieser Arbeit verwendeten Partikel
sind Produkte aus thermischen Zersetzungen von Metallausgangsverbindungen unter
Verwendung organischer Losungsmittel und capping agents wie Olsiure und Oleylamin.
Die hydrophobe Hiille des Nanopartikel muss also effektiv und stabil gegen eine hydrophile
Hiille ausgetauscht werden. Weiterhin muss diese Hiille noch mehrere wichtige Kriterien

erfiillen, die die biomedizinische Anwendung ermdglichen. Dazu z&hlt eine mdglichst gute

71



Biofunktionalisierung und Anwendung von anorganischen Nanopartikeln

Stabilitdt der Partikel in biologischen Medien, um die Zirkulationszeit im Blutstrom
moglichst hoch zu halten. Gleichzeitig muss die Hiille den Organismus zuverldssig vor dem
meist toxischen Material der Nanopartikel schiitzen. Bekanntermallen entwickelt wohl jedes
in vivo eingesetzte Partikel eine Proteinkorona. *%! Das Ziel ist es also, diese moglichst klein
zu halten und somit die Partikel vor der Erkennung durch das reticuloendotheliale System
(RES) und vor den von diesem System ausgehenden Prozess der Opsonisierung zu schiitzen.
Generell gebriuchlich sind heute das Anbringen einer Hiille aus Silica, " einer Hiille aus
geeigneten Zuckermolekiilen wie Dextran, [! die Verwendung eines Amphiphils zur Ein-
lagerung in den hydrophoben capping agent mit herausragendem hydrophilen Teil
(,,amphiphile Mizelle*), "*) sowie einer Umhiillung mit wasserldslichen Blockcopolymeren
mit mehreren spezifischen Ankern pro Block, bzw. einem einzigen Anker pro Polymer. [!7]

Die fiinf beschriebenen Varianten sind in Abbildung 36 zusammengestellt.
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Abbildung 36: Fiinf Mechanismen der Biofunktionalisierung. Oben: Verwendung eines
ankertragenden, hydrophilen Polymers, welches den hydrophoben Liganden des Partikels
per Ligandenaustausch verdrangt. Mitte links: Verwendung eines amphiphilen Molekiils,
meist mit hydrophilem Polymerriickgrat und lipophilem Anker zur Einlagerung in die
hydrophobe Hiille des Partikels. Mitte rechts: Anbringung einer Silicahiille {iiber
Polykondensation eines Siliciumalkoxides (TEOS: Tetraethylorthosilicat) auf das Partikel
unter Zusatz eines hydrophilen Polymers mit Silananker. Unten links: Umbhiillung eines
Partikels mit Dextran-molekiilen, meist mit zusétzlichen hydrophilen Seitenketten. Unten
rechts: Umlagerung eines Partikels durch multidentate Polymerhiille, einer Polymerstruktur
mit mehreren, fiir das Partikelmaterial spezifischen Ankergruppen.
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Auf die Verwendung von ankertragenden Polymeren wird im Rahmen dieser Arbeit
besonderes Augenmerk gelegt. Des Weiteren wird kurz auf die Anbringung einer Silicahiille
eingegangen und die Einlagerung eines Amphiphils in die hydrophobe Hiille des Nano-

partikels sowie die daraus gebildete amphiphile Mizelle um das Partikel beschrieben.

Im Bereich der Polymere gibt es weitreichend etablierte Systeme wobei vor allem die
Verwendung des biokompatiblen Polyethers Poly(ethylenglykol) (PEG) zu nennen ist. In der
Literatur wird haufig die Verwendung dieses gut erprobten Polymers beschrieben, um
Nanopartikel stabil in Wasser bzw. Serum zu 16sen. Hierbei werden beispielsweise die guten
wtealth™ Eigenschaften genannt, welche unter anderem die vermiedene Erkennung durch
das Immunsystem in vivo beschreiben. 271 Des Weiteren finden PEG und dessen Derivate
verstiarkt Anwendung in einer Vielzahl von Fachgebieten wie zum Beispiel in der Kosmetik,
als nichtionisches Tensid oder in der Textilindustrie, als Bestandteil von Funktions-
bekleidung. ¥ Als wichtigste Eigenschaften des PEGs sind die einzigartige Wasser-
16slichkeit und die nahezu nicht vorhandene Toxizitdt zu nennen. Eine solche Wasser-
16slichkeit ist bei gewohnlichen aliphatischen Polyethern, wie Poly(oxymethylen) (POM)
oder Poly(propylenoxid) (PPO) nicht vorhanden. Zusitzlich wurde fiir PEG-beschichtete
Partikel eine verstirkte Aufnahme in Zellen berichtet. " Die Wasserldslichkeit wird mit
dem Abstand der Sauerstoffatome im PEG-Riickgrat begriindet. Dieser entspricht
weitestgehend dem Abstand der Sauerstoffatome in fliissigem Wasser. Somit ermoglicht die
Polymerkette ein grofles Netzwerk von Wasserstoffbriicken, und eine ausgedehnte
Hydrathiille kann sich ausbilden. "3 Es existiert allerdings eine kritische Entmischungs-
temperatur (LCST; engl: lower critical solution temperature) oberhalb derer PEG keine
effektive Hydrathiille mehr ausbilden kann und daher unloslich wird. Diese Temperatur liegt
fiir Poly(ethylenglykol) bei ca. 100°C, die biomedizinische Anwendung bei 37°C ist daher
nicht betroffen. "> Hiufig wird PEG mit einer fiir die Zieloberfliche spezifischen Anker-
gruppe ausgestattet, die die Anbindung effektiver macht. Die mannigfaltig eingesetzte
Gruppe des Catecholankers ist besonders interessant, da die Affinitdt zu einer metall-
oxidischen Oberfliche (am hiufigsten auf Oxide der 3d-Ubergangsmetalle angewendet)

bemerkenswert hoch ist. So ist die Komplex-bildungskonstante von Catecholen zu
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Fe’*-lonen bei Werten von iiber K=10*" einzuordnen. U® Fiir die hohe Stabilitit
verantwortlich sind mehrere, wohl in Kombination wirkende Effekte. Zwar ist noch nicht
vollstandig geklart, wie die enorm hohe Stabilitdtskonstante zustande kommt, dennoch sind
die im Folgenden aufgefiihrten Effekte wohl ausschlaggebend. Zum einem stellt der
Benzolring mit den in ortho-Position zueinander stehenden Hydroxylgruppen einen
bidentaten Chelatliganden dar, der ein Metallion generell effektiver komplexiert als ein
unidentater Ligand. Zum anderen sind die Oberflichenatome von Nanopartikeln aufgrund
des starken Symmetriebruchs hédufig unterkoordiniert, durch die Anbindung des Catechols
kann diesen Ionen die energetisch giinstige, in den meisten Fillen oktaedrische Umgebung
ermoglicht werden. (4bbildung 37) Ebenfalls wird argumentiert, dass das relativ ,harte®
Catechol - nach Pearsons Konzept der ,,hard and soft acids and bases”, (HSAB) - mit den
ebenfalls, aufgrund ihrer hoheren Ladung, eher hédrteren Metalloxidionen stabile
Verbindungen eingeht. Nicht zuletzt ist der ausgebildete 5-Ring (Abbildung 37) zwischen
Metallion und Catechol eine sterisch und energetisch stabile Struktur. Des Weiteren liegt ein
Redoxgleichgewicht zwischen teilweise oxidiertem Catechol (Semichinon) und partiell
reduziertem Ion vor, was auch aufgrund des im Catecholring vorhandenen Mesomerie-
gleichgewichtes zur Starkung der Bindung beitrigt. Im Gegensatz zum vorhandenen capping
agent wie Olsiure oder Oleylamin ist das Catechol ein wirkungsvollerer Ligand fiir die

Partikeloberflache.
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der Bindung des Catecholankers an die oft unter-
koordinierte Oberfldche eines metalloxidischen Nanopartikels.

Somit wird klar, wie effizient der Ligandenaustausch von der Carboxylgruppe der Olséure
zur Catecholgruppe auf der Partikeloberfliche von Statten geht. AuBerdem wird deutlich,
dass eine Umhiillung mit Polymeren ohne spezifische endstindige Ankergruppe zu einem
weniger effektiven capping-Effekt fiihrt. Werden Blockcopolymere verwendet, deren
unterschiedliche Blocke verschiedene funktionelle Gruppen oder Anker tragen konnen
(Abbildung 36, unten rechts), ordnet sich das Polymer um das Partikel herum an. Im
Gegensatz dazu richtet sich ein Polymer mit endstdndigem Anker auf dem Partikel wie ein
Haar auf, erzwingt somit eine groBere Distanz zwischen den einzelnen Partikeln und
vermeidet effektiver eine Agglomeration. Nicht vernachldssigt werden darf die Mdoglichkeit,
dass ein solches Blockcopolymer mit mehreren Ankergruppen mehrere Partikel einschlieBen
kann und dadurch fiir Agglomerate sorgen kann. Durch die starke Anbindung und
Komplexierung der Oberflache und der daraus resultierenden stabilen Hiille wird zusitzlich
erwartet, dass sich potentiell toxische Metallionen weniger leicht aus dem Partikel
herauslosen konnen. Als eine der wenigen Methoden, die besser geeignet ist das Herauslosen
zu verhindern als eine Polymerhiille, muss die Silica-Ummantelung erwéhnt werden. Diese
im weitesten Sinne ,,anorganische Polymerisation® des Silicaprecursors, meist ein Alkoxid
wie beispielsweise Tetraethylorthosilicat (TEOS), ist die wohl toxikologisch am besten

vertrdgliche Funktionalisierung. Die Erkldarung hierfiir ist die groBere Dichte des amorphen

76



Theorie

Silicas verglichen mit der Ligandenhiille aus Polymeren. Allerdings gibt es bei der
Verwendung der Silicahiille Einschrinkungen, die es bei der Polymerhiille nicht oder
weniger ausgepriagt gibt. Im Polymer kann die funktionelle Gruppe bereits enthalten sein.
Das heift, orthogonal zur Ankergruppe kann am Polymer zum Beispiel eine Aminfunktion
sitzen, die iliber Amidkopplungen fiir eine grof8e Reihe an biologisch funktionellen
Molekiilen ansteuerbar ist. Ebenfalls sind ,,Klickreaktionen® zu verwirklichen, sobald das
Polymer am Ende die dafiir n6tige Mehrfach-bindung aufweist. Bei einer Silicahiille muss
zwangsweise eine weitere Reaktion angefiigt werden, um die Biofunktionalisierung zu
erreichen. Auch potentielle Anwendungen in der Magnetresonanztomographie (MRT)
konnen eingeschrénkt sein, da die 71-Zeit (bei Manganoxidnanopartikeln) abhéngig von der
Entfernung des Protons vom Resonanzmittel ist. Hierzu ist eine dicke Silicahiille
kontraproduktiv und muss daher unter synthetischem Aufwand mdglichst diinn gehalten

werden.

5.1.2 Die Catecholankergruppe

Wie oben bereits erklirt, ist die Catecholgruppe der in dieser Arbeit eingesetzte Anker fiir
die Anbringung einer Polymerhiille. Die vorrangige Anwendung der hergestellten
Nanopartikel auf Manganoxidbasis ist die der 71-Kontrastmittel in der MRT, daher eignet
sich eine diinne, aber stabile Polymerhiille (neben der diinnen Silicahiille) am besten. Die
potentiell hohere Gefahr toxischer Effekte wird in diesem Kapitel diskutiert und ebenfalls in
Kapitel 6 unter Verwendung verschiedener Polymerldngen ausfiihrlich untersucht. Als
Inspiration fiir dieses effektive, einzigartige Ankermolekiil wird heute am héufigsten die
Aminosdure L-DOPA (4bbildung 38) genannt, die als Bestandteil von adhidsiven
Muschelproteinen (MAP; engl.: mussel adhesive protein) bekannt ist und diese befdhigt
selbst unter Wasser an metallhaltigen Gesteinen oder Schiffen erstaunlich festen Halt zu
finden. "7} 781 L-DOPA ist eine Zwischen-stufe in der Biosynthese des Adrenalins und wird
durch Hydroxylierung eines Molekiils Tyrosin durch die Tyrosin-Hydroxylase erhalten. Fiir

gewohnlich ist L-DOPA allerdings eine nicht proteinogene Aminosdure, was deren
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Vorkommen in MAPs umso interessanter macht. Im Weiteren wird durch einen
Decarboxylierungsschritt das, unter anderem als Neuro-transmitter bekannte L-Dopamin
hergestellt (weiterhin als Dopamin bezeichnet). Dopamin ist in der beschriebenen

Biosynthese die direkte Vorstufe zu Noradrenalin und schlieBlich Adrenalin.

HO.
OH

NH
HO 2

Abbildung 38: Strukturformel der Aminosdure L-DOPA.

Interessanterweise kann die Catecholgruppe noch in weiteren Féllen in der Natur gefunden
werden, an dieser Stelle sollen ins besondere die Siderophore hervorgehoben werden.
Siderophore sind Eisentransportmolekiile von Mikroorganismen, die an die Umgebung ab-
gegeben werden, Eisen komplexieren und als Komplex wieder aufgenommen werden. Viele
Molekiile dieser Familie tragen Catecholgruppen, um Fe** effektiv zu binden und zuriick in
die Produzentenzelle zu bringen. Beispielsweise tragt Enterobactin drei Catecholgruppen im
Molekiil, wodurch ein Eisenion oktaedrisch umgeben werden kann (4bbildung 39). ¢! Der
Grund fiir diesen Eisenaufnahmemechanismus von Bakterien und Mikroorganismen ist die
geringe Bioverfiigbarkeit des Eisens in der Natur, da dieses Metall meist als unldslicher
Hydroxokomplex vorliegt. Wird allerdings ein Chelator angeboten, der einen noch stabileren
Komplex mit Eisen(IIl) eingeht, wird das Metall herausgeldst und im Siderophor aufge-
nommen. Intrazellulir findet eine Reduktion des Fe’' zu Fe?' statt, zu welchem das
Catecholsystem des Siderophors eine deutlich geringere Bindungsaffinitdt und Komplex-
bildungs-konstante aufweist als zur hoher oxidierten Form, wodurch das Metall schlie3lich

freigegeben und dem Organismus zur Verfiigung gestellt wird.
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Abbildung 39: Gestreckte Form des Siderophors Enterobactin mit drei Catecholfunktionen
zur oktaedrischen Koordination eines Fe**-Molekiils.

5.1.3 Die Dopaminankergruppe

Durch die beschriebene Bindungsaffinitdt eignet sich das Catecholsystem ideal zur Bindung
an die Oberfliche metalloxidischer Nanopartikel. Bei der Verwendung von Dopamin als
Anker werden allerdings einige Schwierigkeiten diskutiert, die potentiell dazu fiihren
konnen, dass Biofunktionalisierung und Stabilitét nicht ausreichend gut zu erzielen sind. Der
Verankerungsmechanismus am Metalloxid selbst lduft wie oben beschrieben ab, die
Problemstellen tauchen im weiteren Aufbau des hydrophilen Riickgrats auf. Eine erste
Einschrinkung besteht in der Lénge der PEG-Kette, welche an die Dopamineinheit
angehdngt werden soll. Kommerziell erhéltlich ist nur eine begrenzte Anzahl an PEG-
Kettenldngen. Ebenfalls muss in einem zusétzlichen synthetischen Schritt das zu
verwendende PEG unter aufwindiger Schutzgruppenchemie und Amidkopplung auf das
Dopamin angebracht werden. Eine mdgliche Verunreinigung des erhaltenen Dopa-PEGs ist
ein Molekiil Dopamin, an dessen Stickstoffatom zwei Sdure-PEG Ketten gebunden haben.
Der Einbau und die Verankerung dieses zweikettigen Molekiils in die Ligandenhiille auf der
Partikeloberfliche zusammen mit dem gewlinschten einkettigen Molekiil fiihrt vermutlich
zum Verlust der Homogenitit und zu erhdhter Instabilitdt der Ligandenhiille. Die
beschriebenen Probleme tauchen nicht bei jedem Versuch der Funktionalisierung auf,

wodurch teilweise iiber Monate hinweg in Wasser stabile Partikeldispersionen erhalten
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werden, aber auch die Stabilitdt nach wenigen Minuten zusammenbrechen kann. In einem
zweiten Ansatz der Herstellung des Dopa-PEGs, wie weiter unten genauer beschrieben, wird
als Catecholkomponente ein Zimtsdurederivat verwendet. Das hier zur Peptidkopplung
aminogruppentragende PEG bringt das Problem mit sich, seinerseits von zwei Molekiilen
Zimtsdure angegriffen werden zu konnen, was ebenfalls eine Verunreinigung darstellen
kann, und zum Stabilititsverlust beitragen konnte. Da somit die Reproduzierbarkeit nicht
vollstandig gegeben ist, wurde nach einer Methode gesucht, die diese Probleme umgeht und
die Stabilitdt zuverldssig reproduzierbar macht. Hierzu wurde von Wilms et al. ein
catecholinitiiertes PEG entwickelt, wobei direkt vom Catecholanker weg polymerisiert
wird. [°! Die hierzu verwendete, anionisch-ringdffnende Polymerisation verhilft dazu, dass
metalloxidische Nanopartikel stabil und reproduzierbar funktionalisiert werden und teilweise
iiber Jahre stabil dispergiert bleiben. Wie bereits erwéhnt besteht bei der Herstellung von
Dopa-PEG ein weiterer Nachteil, der ebenfalls durch die Moglichkeit die Polymerisation
direkt vom Anker weg durchzufiihren umgangen werden kann. Die Lénge der Kette ist sehr
gut kontrollierbar und auch die Endgruppenfunktion ist je nach Einsatzgebiet anpassbar. So
ist die Funktionalisierung nicht mehr durch die kommerziell erwerblichen Produkte
eingeschrankt. Multifunktionale PEGs (mf-PEGs) sind ebenfalls moglich wodurch der
Nachteil der geringen Funktionalitit von PEG umgangen werden kann. Beispielsweise
kommt PEG-b-PGA (PEG-block-Poly(glycidylamin)) zum Einsatz, welches ein Block-
copolymer aus einer PEG-Kette, gefolgt von einem Block Poly(glycidylamin) darstellt.
Hierdurch werden die bendtigten Aminogruppen fiir die Anbindung vieler biochemisch
aktiver Molekiile erhalten. Ebenfalls kann das PGA statistisch im Polyether verteilt sein um
weitere Aminogruppen in der Ligandenhiille unterzubringen. % Die im Weiteren C-PEG
bzw. C-PEG-b-PGA genannten Catechol-PEGs und Catechol-PEG-b6-PGAs werden in
diesem Kapitel als herausragende Moglichkeit vorgestellt stabile Dispersionen von

metalloxidischen Nanopartikeln und Hybridnanopartikeln zu erzeugen.
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5.1.4 Zur Herstellung von Dopa-PEG und Dopa-PEG-Amin

Es existieren zwei Wege, Dopa-PEG herzustellen. Beide fiihren zu dem catecholanker-
tragenden Molekiil mit PEG-Seitenkette, welches als Dopa-PEG bezeichnet wird, die jedoch
einen geringfiigig anderen, fiir die Funktion des Molekiils vorrangig unwichtigen Aufbau
haben. Der Unterschied liegt in den beiden Ausgangsverbindungen begriindet. So kann die
Catecholkomponente durch das Molekiil 3-Hydroxytyramin (Dopamin) oder durch
1,3-Dihydroxyhydrozimtsdure gestellt werden. Das jeweilig eingesetzte PEG muss die zur
Peptidkopplung nétige zweite Komponente liefern. So kommen ein aminogruppentragendes
PEG mit dem Zimtsdurederivat zur Reaktion und ein sduregruppentragendes PEG mit dem
Dopamin. Die Herstellung des Dopa-PEG-Amins beinhaltet einige aufwéndige Schritte der
Peptidkopplungen, Schutzgruppenchemie und Aufreinigungen. Als PEG-Precursor wird
NH2-PEG-NH; ceinseitig Boc-geschiitzt. Ausgehend von 3,4-Dihydroxyzimtsdure und
N-Boc-PEG-NH2 wird iiber DCC-Kopplung unter Verwendung von NHS, HOBt und
DIPEA ein Dopa-PEG-Amin Molekiil erhalten, welches nach Entfernung der Boc-
Schutzgruppe eine freie Aminofunktion am Ende der Kette trigt. ['?! Wird von Dopamin
ausgegangen, kommt ein PEG-Disdure-Molekiil zum Einsatz (4bbildung 40). Abbildung 41
zeigt die ebenfalls vereinfachte Synthese des Dopa-PEGs mit einer Carboxylgruppe als
Endfunktion. ! Diese kann anschlieBend reduktiv aufgearbeitet werden und somit eine

Hydroxylgruppe erhalten werden.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung der Synthese des Dopa-PEG mit endstindiger
Aminofunktion, ausgehend von einem einseitig geschiitzten Diamino-PEG und 3,4-Di-
hydroxyhydrozimtsdure.
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Abbildung 41: Schematische Darstellung der Synthese des Dopa-PEG mit endstdndiger
Saurefunktion, ausgehend von einem Diséure-PEG und Dopamin.
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Kerstin Koll beschrieb in ihrer Dissertation unter anderem die Herstellung und Verwendung
verschiedener auf Dopa-PEG basierender Polymersysteme zur Funktionalisierung an-
organischer Nanopartikel. 2! Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll Bezug auf zuvor
erlangte Kenntnisse liber Synthese, Stabilitit, Toxizitdt und Anwendung genommen werden

und somit das Dopasystem mit dem Catecholinitiatorsystem verglichen werden.

5.1.5 Zur Herstellung von Catechol-PEG und Catechol-PEG-6-PGA

Die Herstellung der beiden Strukturen beruht auf der anionisch-ringéffnenden
Polymerisation (AROP) von Ethylenoxid (EO). (4bbildung 42) Die Relevanz der
anionischen Polymerisationsmethode resultiert aus dem ,lebenden Charakter dieser
Reaktion, die eine hervorragende Kontrolle des Molekulargewichts durch das Monomer zu

Initiator Verhéltnis ermoglicht, sowie niedrige Polydispersitdten (PDI).

R—O ,-;-\A . NS

n

Abbildung 42: Schematische Darstellung der anionisch-ring6ffnenden Polymerisation von
Ethylenoxid (EO).

Der Rest R in Abbildung 42 ist im Falle der Herstellung der Catechol-PEGs ein
acetalgeschiitzter Catecholinitiator (2,2-Dimethyl-1,3-Benzodioxol-5-Propanol; CA-OH).
(Abbildung 43, Mitte) In Abbildung 43, Reaktionsweg B ist die Polymerisation des EO
ausgehend von CA-OH und anschlieBender Schutzgruppenabspaltung unter Erhaltung des
C-PEGs gezeigt. In Weg A wird die Synthese des aminogruppentragenden PEGs unter
analoger Verwendung von EO und einer geringeren Menge N,N-Diallylglycidylamin
(DAGA) dargestellt. Erhalten wird hierbei das Blockcopolymer C-PEG-b-PGA. Die
Deprotonierung des CA-OH Initiators erfolgt mit Césiumhydroxid (CsOH x H20), gefolgt
von der Polymerisation von EO und anschlieBend von DAGA, falls Blockcopolymere

erwinscht sind.
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Abbildung 43: Schematische Darstellung der Synthese von catecholinitiiertem PEG. (A)
Herstellung des Blockcopolymers C-PEG-b-PGA aus EO und DAGA. Hierbei konnen
Catechol und PGA-Block selektiv entschiitzt werden (B) Herstellung des monofunktionellen
C-PEGs aus EO.

Die Synthese der beiden C-PEG-Molekiile ist zeitsparender und dennoch kontrollierter
durchzufiihren als die zuvor beschriebene Synthese eines entsprechenden Dopa-PEGs. Der
Bereitstellung des Initiators CA-OH gehen zwei wichtige synthetische Schritte voraus, die in
Abbildung 44 aufgezeigt sind. Ausgehend von 3,4-Dihydroxyhydrozimtsdure wird eine
Acetalschutzgruppe eingefiihrt um die orthostindigen Hydroxylgruppen am Benzolring in
einem stabilen Fiinfring zu schiitzen. Hierzu kommt 2,2-Dimethoxypropan mit katalytischen
Mengen an para-Toluolsulfonsdure zum Einsatz. Die beiden resultierenden Molekiile sind
die acetalgeschiitzte Sdaure (CA-COOH) und der entsprechende Methylester (CA-COOMe),
welche mit einem Uberschuss an LiAlHs zum jeweiligen Alkohol (CA-OH) reduziert
werden und somit die flir die anionisch ringdffnenden Polymerisation notige,

deprotonierbare Hydroxylgruppe liefern (4bbildung 44). "’
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Abbildung 44: Schematische Darstellung der Gewinnung des Initiatormolekiils (CA-OH) aus
3,4-Dihydroxyhydrozimtséure.

5.1.6 Zur Herstellung von linearen und hyperverzweigten Catechol Polyglycerolen

(C-PG:; lin,hb)

Da Poly(ethylenglykol) zwar ausgezeichnete Parameter liefert, um in pharmazeutischen und
biomedizinischen Gebieten Anwendung zu finden, aber doch eine eher geringe Anzahl an
funktionellen oder funktionalisierbaren Gruppen bietet, wurde viel Arbeit auf dem Gebiet
der multifunktionellen PEGs (mf-PEGs) geleistet. Bei dieser vielseitiger einsetzbaren
Polymerstruktur kommt erneut die anionische Polymerisation von Ethylenoxid zum Einsatz.
Mit Hilfe der Copolymerisation eines zweiten geeigneten Comonomers, werden ausgehend
von EO neue funktionelle Gruppen eingefiihrt. 331 Die oben beschriebene Diblockstruktur
des C-PEG-b-PGA ist eine aus diesem Prinzip resultierende multifunktionelle Variante des
gewohnlichen PEGs. Polyglycerole (PGs) bieten sehr gut mit PEG und mf-PEG ver-
gleichbare Eigenschaften beziiglich ihrer Toxizitdt, Biokompatibilitit und Wasserloslichkeit,
die nicht zuletzt durch die erhdhte Anzahl an Hydroxylgruppen bedingt ist. 4 35 Die
Verwendung von Polyglycerolen fiir die Funktionalisierung von anorganischen Nano-
partikeln ist bereits literaturbekannt. Hierbei gibt es mehrere Mechanismen: Das ,.grafting
from*, das ,.grafting to* und das nicht kovalente Anbringen einer PG-Hiille. (3¢} 7). [88]
Besonders bei grafting from Mechanismen, sind die stark limitierten Moglichkeiten der
Polymercharakterisierung von Nachteil. Bei beiden Mechanismen, grafting from und
grafting to, ist die Vorbereitung der Nanopartikelprobe fiir das Aufwachsen des Polymers
sehr aufwdndig. Weiterhin werden hohe Anforderungen an die Nanopartikel gestellt

beziiglich deren Stabilitit unter den stark basischen Bedingungen der anionisch-
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ringdffnenden Polymerisation. ¥ Diese einschriinkenden Punkte zeigen einmal mehr die
Vorziige der Verwendung des Catecholankers auf, welcher analog zur Herstellung der
catecholinitiierten PEGs bei den PGs zum Einsatz kommen kann. Das Initiatormolekiil ist
ebenfalls das acetalgeschiitzte Zimtsdurederivat CA-OH, welches zur Herstellung von
linearem C-PG (C-/inPG) mit dem Monomer Ethoxyethyl-Glycidylether (EEGE) zur
Reaktion gebracht wird (Abbildung 45).

o) £ o)
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o OH
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1. 0,8 eq. CSOH*H20/Benzol
fo) 2. Dioxan, EEGE, 80°C o) ’ o‘>\
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der Synthese des C-PGs (linear). Rechts Mitte:
Vollstindig geschiitztes C-/inPG. Rechts Oben: Teilweise entschiitztes C-PG (CA-/linPG),
die Catecholfunktion bleibt geschiitzt durch die Verwendung von einem sauren
Ionentauscher (DOWEX). Rechts Unten: Vollstindige Entschiitzung des C-/inPGs (C-PG).
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Die wahrend der Polymerisation ebenfalls acetalgeschiitzten Hydroxylgruppen des EEGEs
konnen nach beendeter Reaktion mit DOWEX, einem sauren lonentauscherpolymer, unter
Erhalt des acetalgeschiitzten Catecholankers (CA-/inPG) selektiv abgespalten werden
(Abbildung 45). Die so erhaltene Struktur stellt die Ausgangssubstanz fiir hyperverzweigte
Polyglycerole mit einer einzigen Catecholfunktion dar, die {iber die ringdffnende,
multiverzweigende Polymerisation (ROMBP) erhalten werden. (4bbildung 46) Durch die
grofle Zahl der Hydroxylgruppen des C-2bPG muss die Frage gestellt werden, ob die
Effektivitat des Catecholankers dadurch behindert wird. Dies kann in diesem Kapitel mit
einem Experiment beantwortet werden, in dem das am Anker geschiitzte Molekiil
(CA-hbPG) verwendet wird um Nanopartikel zu funktionalisieren.

Im Rahmen dieses Kapitels wird aufgeklért, ob die in groBer Anzahl Hydroxylgruppen
tragenden Polymere nur durch die Anbindung iiber die Catecholfunktion solubilisierend
wirken, oder ob die Hydroxylgruppen selbst einen Einfluss besitzen. Hierzu wird die
Synthese mit einem an der Catecholseite acetalgeschiitzten Polymer durchgefiihrt und

anschlieflend die Wasserloslichkeit untersucht.
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der Synthese des hyperverzweigten C-PGs
(C-hbPG) ausgehend vom acetalgeschiitztem Catechol Initiator (CA-OH) mit anschlieBender
Entschiitzung.
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5.1.7 Zur Anbringung von C-PEG und C-PG auf nanopartikulire Oberflichen

5.1.7.1 Funktionalisierung mit C-PEG/C-PEG-b-PGA

Die Anbringung eines catecholhaltigen Polymers, bzw. des C-PEGs/C-PEG-b-PGAs auf ein
metalloxidisches Nanopartikel wie MnO oder FexO verlduft prinzipiell synthetisch wenig
aufwéndig. Beide Komponenten miissen stabil gelost bzw. dispergiert sein, wobei hierbei
generell Chloroform fiir die Partikel in Frage kommt. Nicht fiir alle Polymere universell,
aber dennoch fiir C-PEG/C-PEG-b-PGA einsetzbar ist ebenfalls Chloroform, wodurch die
Aufreinigung zusitzlich vereinfacht wird. Die vereinigten Losungen werden bei
Raumtemperatur mehrere Stunden geriihrt um den Ligandenaustausch vollstindig ablaufen
zu lassen. Nach beendeter Reaktion wird das Losungsmittel mit Hilfe eines Rotations-
verdampfers entfernt und die Partikel in Ethanol dispergiert, iiberschiissiges Polymer und
sonstige Verunreinigungen wie dem urspriinglichen capping agent der Partikel werden durch
mehrfaches Fillen und Redispergieren dem Gemisch entzogen. Zum Abschluss folgt die
Aufnahme der Partikel in Wasser, was die Hauptbestdtigung liefert, dass ein erfolgreicher
Ligandenaustausch stattgefunden hat. Des Weiteren wird mittels UV-Vis Spektroskopie der
Beweis gefiihrt, dass sich das Polymer auf den Partikeln befindet. Hierbei werden fiir das
Polymer charakteristische Absorptionsbanden aufgezeichnet. Die Untersuchung zur
Stabilitit der Partikel erfolgt einerseits optisch, wobei beobachtet wird, ob und wie schnell
sich bei einer unbewegten Probe ein Bodensatz bildet. Andererseits wird iiber dynamische
Lichtstreuung untersucht, ob sich mit der Zeit Agglomerate bilden. Die zuverldssigste
Methode um den umbhiillenden Effekt des Polymers zu untersuchen und damit das Polymer
als zuverldssigen capping agent zu beschreiben, ist die Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM), da diese zeigt ob die Partikel getrennt voneinander vorliegen oder agglomerieren.
Der nichste Schritt nach der erfolgreichen Uberfiihrung der Partikel in Wasser ist die
Stabilitdtspriifung in biologischen Medien. Hierzu wird oft mit Pufferlosungen wie
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) begonnen, um die Auswirkung einer hoheren
Ionenstérke kennen zu lernen. Im Weiteren bieten sich ,,simulated body fluids* (SBF) an, die

in ihrer Zusammensetzung weitestgehend dem tatsdchlichen biologischen Medium ent-
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sprechen. Zusitzlich wird Blutserum verwendet, wobei hier auf Serum mit aktivem
Komplementsystem zuriickgegriffen werden kann, oder auf solches nach Hitzeinaktivierung.
Der Unterschied ist, dass nach Hitzeinaktivierung kaum FEinfliisse des Immunsystems
vorhanden sind. So kann schrittweise an die tatsidchliche spitere Mediumzusammensetzung

herangegangen werden.

5.1.7.2 Funktionalisierung mit C-PG (/in/hb)

Die Verwendung des oben beschriebenen catecholinitiierten Polygylcerols anstelle des
C-PEGs gestaltet sich schwieriger. C-PG ist nicht in Chloroform I6slich, weshalb ein
Losungsmittel gefunden werden muss, welches gleichzeitig das Polymer 16st und sich mit
der Partikel-Chloroform-Dispersion zusammen verwenden ldsst. Die Verwendung dieses
Zweikomponentensystems erschwert die Aufreinigung bzw. das vollstdndige Entfernen des
Losungsmittels nach beendeter Reaktion. Trotzdem ist es mdglich, den Ligandenaustausch
entsprechend der oben geschilderten Synthese in einem Gemisch aus Chloroform und
Dimethylformamid (DMF) durchzufiihren. Die Aufreinigung und Uberfiihrung ins wissrige
Medium erfolgt entsprechend. Auch hier soll die Fahigkeit des Polymers, isotrope sowie
anisotrope Partikel stabil in wiéssriger Losung zu halten getestet werden. Ebenfalls sollen
Tests mit hyperverzweigtem C-PG durchgefiihrt werden. Die durch die Verzweigung der
Polymere groflere Anzahl an Hydroxylgruppen sollte Einfluss auf Loslichkeit und Stabilitét
haben.

5.1.8 Anwendung beider Polymere auf unterschiedliche Partikelsysteme

Die in Kapitel 3 und 4 hergestellten Nanopartikel wurden groBtenteils dazu verwendet, die
Anbindung der hier beschriebenen Polymere zu entwickeln und danach die resultierende
Toxizitdt zu bestimmen. Es ist nicht verwunderlich, dass isotrope Partikel von dem Polymer
komplett umhiillt werden, und daher die Loslichkeit der zuvor hydrophoben Partikel in

Wasser gewihrleistet wird. Abgesehen von isotropen Nanopartikeln wie FexO und MnO ist
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es interessant, wie sich die Polymerfunktionalisierung mit C-PEG und C-PG auswirkt, wenn
anisotrope Partikel verwendet werden. Insbesondere Heterodimere wie Pt@MnO,
FePt@MnO oder FePt@FexO wurden entsprechend dem oben geschilderten Prozess
getestet. Da Heterodimere keine homogene Oberfldche und Form haben, sondern aus zwei
Doménen aufgebaut sind, ist es interessant herauszufinden, ob die Benetzung der oxidischen
Doméne mit Polymer ausreicht, um das Partikel trotzdem stabil in wiéssriger Losung zu
halten. Die Edelmetalldoméne, bzw. deren Legierung sollte laut Theorie nicht oder weniger
gut vom Catechol komplexiert werden (s.o.). Dies ist sogar erwiinscht, da Heterodimere,
abgesehen von ihren besonderen physikalischen Eigenschaften, in der biomedizinischen
Anwendung dazu gedacht sind orthogonal und damit doppelt funktionalisiert zu werden.
Diese angestrebte Eigenart der Heterodimere bringt allerdings die Gefahr mit sich, dass die
noch frei liegende Domidne des Edelmetalls stark toxische Effekte zeigen konnte. Ein
weiterer interessanter Punkt ist wie die Toxizitdt der Partikel durch das Polymer beeinflusst
wird. In Kapitel 6 soll die Lange und die Menge des eingesetzten Polymers in Bezug auf die
hervorgerufene Toxizitdt an einer Zellkulturlinie getestet werden. Zu erwarten ist, dass eine
lingere Polymerkette eine groBere Hiille um das Partikel aufbaut und daher die Freisetzung

von potentiell toxischen Ionen aus dem Partikelkern erschwert.
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In Abbildung 47 1ist ein schematischer Aufbau von funktionalisierten isotropen
Nanopartikeln, hier MnO, und der Ligandenaustausch mit C-PEG, C-PEG-b-PGA und C-PG

gezeigt. Daraus resultierend werden Partikel mit einer homogenen hydrophilen

Ligandenhiille erhalten.
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Abbildung 47: Ligandenaustausch bei isotropen Nanopartikeln mit (A) C-PEG-b-PGA,
(B) C-PG und (C) C-PEG.

91



Biofunktionalisierung und Anwendung von anorganischen Nanopartikeln

Die Verwendung von anisotropen Strukturen, hier Heterodimeren, ist in Abbildung 48
dargestellt. Nach dem Ligandenaustausch auf der oxidischen Domine bleibt ein nach wie
vor hydrophober Teil des Partikels {ibrig, der in geringerer Dichte noch die urspriinglichen
capping agents tragt.

Hydrophobe Hiille aus
Olsiure und Oleylamin

AN 7

'\_&
/l NP W ~~ 1l v N~
Ligandenaustausch f-7

Hydrophiler Teil der
. NP  =pPt@mno Hille

Abbildung 48: Ligandenaustausch bei Heterodimeren, beispielsweise Pt@MnO mit C-PEG.

Die noch nicht funktionalisierte Edelmetalldoméne kann nach erfolgreicher Hydro-
philisierung der oxidischen Doméne schlie8lich mit einer Thiolgruppen tragenden Struktur
angesteuert werden, um die gewiinschte orthogonale Funktionalisierung zu erhalten. Um
dies nachzuweisen werden die beiden Seiten des Partikels mit unterschiedlichen Farbstoffen
markiert. Hierzu bieten sich die beiden Farbstoffe Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und
Rhodamin-B-Isothiocyanat (RITC) an. Da beide Farbstoffe an Aminogruppen binden, muss
der jeweilige capping agent bereits vor Anbindung an das Partikel markiert und freie
Farbstoffmolekiile entfernt werden. In Abbildung 49 wird ein auf diese Weise doppelt
markiertes Heterodimer gezeigt. Die Edelmetalldoméne wurde mit einem FITC-markierten
4-Mercaptoanilin (4-ATP) funktionalisiert, die oxidische Doméne mit einem RITC-
markierten C-PEG-b-PGA. Ebenfalls in Abbildung 49 dargestellt ist die eigentlich ange-

strebte Funktionalisierung einer der beiden Doméinen mit einem bioaktiven Molekiil.
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G\ Bioaktives Molekiil

RITC-markiertes C-PEG-PGA

4 J-f
% \©\S\ . N P \-/\/\%
FITC-markiertes 4-ATP s~
E 9 '\x(\©/

Abbildung 49: Doppelt funktionalisiertes Heterodimer mit zwei verschiedenen Farbstoffen
orthogonal zueinander sowie an C-PEG-b-PGA gebundene bioaktive Molekiile.

Die beiden Farbstoffe sollten bei Aufnahme eines UV-Vis Spektrums klare Absorptions-
muster zeigen, die aufgrund der unterschiedlichen Maxima (FITC: 495 nm, RITC: 555 nm)

voneinander getrennt im Absorptionsspektrum auftauchen sollten.

5.1.9 Funktionalisierung von intermetallischen Nanopartikeln

Bekanntermallen eignet sich der Catecholanker am besten flir die Anbindung auf
metalloxidische Oberfldchen, doch hat dieser auch eine Affinitit fiir die entsprechenden
Metalle im nicht oxidierten Zustand. Dieser Fall tritt auf, wenn intermetallische
Verbindungen funktionalisiert werden sollen, wie Legierungen des Platins, beispielsweise
FePt.®®) Hier kann der Catecholanker an die vorhandenen Eisenatome binden. Eine
ausreichende Hydrophilisierung kann so allerdings nicht erreicht werden, da nur ca. 50% der
Atome Eisenatome sind und die Oberfliche somit nicht ausreichend von dem Polymer
bedeckt ist. Das gleiche Ergebnis liefert die alleinige Verwendung eines Polymers mit
Thiolanker, welcher zwar nach Pearson effektiv an die vorhandenen Platinatome bindet, aber

ebenfalls nur ca. 50% der Atome stabil binden kann. Erst eine Kombination aus beiden
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Polymeren, eines mit Catecholanker, das andere mit Thiolanker fiihrte zur Stabilitdt im

wiissrigen Milieu. 3

5.1.10 Zur Herstellung von amphiphilen Molekiilen mit Polymerriickgrat

Trotz der mannigfaltigen Vorteile der Verwendung von Polymeren mit einer definierten
Catecholankerfunktion fiir die Biofunktionalisierung von Nanopartikeln kann es mitunter
glinstig sein, bestimmte Molekiile nicht kovalent und damit lockerer an ihren Carrierpartikel
zu binden. Die Einlagerung von amphiphilen Verbindungen in eine Schicht aus polaren oder
unpolaren Molekiilen ist eine weitere Methode, Oberflaichen mit bestimmten Féhigkeiten
auszustatten. Eine Hauptanwendung solcher Strukturen liegt in der Synthese von Mizellen
und Liposomen, bestehend aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten, die in ihrem
Inneren, dhnlich zum Partikel-Carrier-System einen Wirkstoft in vivo transportieren konnen.
Um die Loslichkeit und die Stabilitét solcher Liposomen zu verbessern, wird ein Gemisch
aus PEG-funktionalisierten und konventionellen (Phospho-)Lipiden in definierten Ver-
hiltnissen verwendet °") Die Verwendung von multifunktionalen amphiphilen Polymeren
werden von Hofmann et al. vorgestellt und die so hergestellten Liposomen als viel-
versprechende Wirkstofftransporter vorgeschlagen. P!l Mit die ersten nicht polymeren
Nanopartikel, die iiber diese Methode wasserloslich gemacht wurden, waren anorganische
magnetische Partikel. "2 Vom Prinzip her dhnlich wie bei Liposomen wird hier das PEG-
Lipid in die lipophile Ligandenhiille eines Nanopartikel eingelagert. Eine biomedizinische
Anwendung wurde durch diese Art der Funktionalisierung ebenfalls vorgeschlagen. [*?! Das
Prinzip ist simpel: Der hydrophobe Teil des Amphiphils soll sich iiber van-der-Waals-
Wechselwirkung zwischen die hydrophoben Reste des capping agents der Partikel, meist
Olsiure oder Oleylamin einlagern. Daraus resultierend zeigen die hydrophilen , Kopfe* des
Molekiils vom Partikel weg und bilden somit eine zweite Sphéire um das Partikel. Auf diese
Weise erhilt das ehemals wasserunldsliche Partikel eine hydrophile Ligandenhiille in einer
Art Mizelle. Vorteilhaft ist hier, dass auch solche Partikel funktionalisiert werden konnen,

die durch catecholhaltige Polymere nicht adressierbar sind, wie rein edelmetallische Partikel.
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Ein hiufig verwendetes amphiphiles Molekiil ist das PEG-Phospholipid (4bbildung 50),
grundlegend inspiriert durch die natiirlichen Phospholipide zum Aufbau von
Zellmembranen. In diesem Kapitel wird Bezug auf erste Erkenntnisse betreffend der
Verwendung eines neuartigen Amphiphils basierend auf linearem Polyglycerol (/inPG)
genommen. Ebenso wird ein Blockcopolymer bestehend aus einer Kette PEG und einem
Block Poly(glycidylglyceryl) (PGG), was den hydrophilen Teil ausmacht, vorgestellt. Der
aliphatische Teil kann aus einem Molekiil Cholesterol bestehen oder langkettige Alkylreste
tragen (Abbildung 51).

Lipophile Doméne Hydrophile Doméne

Abbildung 50: Schematische Darstellung des amphiphilen PEG-Phospholipids unter An-
farbung der Zonen unterschiedlicher Loslichkeit.
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Abbildung 51: Schematische Darstellung des amphiphilen Cholesterol-Polyglycerols
(Ch-linPGy, links) in linearer Form und des Tetradecanol-PEGs7-PGGio.
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5.1.11 Funktionalisierung von Pt@MnO-Ketten

In Kapitel 4 wurde ausfiihrlich auf die erfolgreiche Synthese von Pt@MnO-Ketten (Pt-
Nadeln mit zwei bis fiinf aufgewachsenen MnO-Doménen) eingegangen. Hier kann gezeigt
werden, dass mit catecholinitiierten Polymeren nach wie vor zuverldssig die metalloxidische
Domine angesteuert werden kann. Eine Biokompatibilitét ist so zunidchst unwahrscheinlich,
da die freiliegende Platin-Nadel nicht vom Catechol benetzt wird. Ebenfalls sollte die stark
anisotrope Struktur eher Nachteile als Vorteile mit sich bringen, wenn in der Zellkultur oder
sogar in vivo angewendet, da der mechanische Stress auf die Zellwand zu hoch wire.
Trotzdem ist die Anbindung eines Polymers auf die MnO-Doméne einer solchen
kettenartigen Struktur von Interesse, da diese so auf eine zur Verfiigung gestellte Oberfldche
anbringbar wére. Um dies zu erreichen, muss das verwendete Polymer orthogonal zur
Catecholfunktion eine weitere Spezifitdt besitzen. Sun et al. berichten von der Anbindung
V-formiger Polymere, die am abgeknickten Teil des Polymers mehrere Hydroxylgruppen
tragen, auf eine SiO> Oberfldche. Diese besteht aus angeordneten Silicananopartikeln, die
zuvor mit Thionylchlorid funktio-nalisiert wurden um die Anbindung iiber Hydroxyl-
gruppen des Polymers zu erleichtern. °*! Mit dieser V-formigen Struktur als Inspiration, soll
hier versucht werden, Pt@MnO-Ketten iiber ein fiir diesen Zweck synthetisiertes Polymer
auf eine Silicaoberfliche zu binden, die zuvor mit Thionylchlorid behandelt wurde. Als
passendes Polymer wird hierfiir ein Blockcopolymer vorgeschlagen, welches nach dem
Catecholinitiator eine bestimmte FEinheit PEG trigt und dann als zweiten Block
hyperverzweigtes PG. Auf diese Weise sollte das Polymer, wie zuvor beschrieben, auf der
Platindoméne ,,stehen* konnen, aulerdem trigt es am Ende die zahlreichen zur Anbindung
notigen Hydroxylgruppen. Abbildung 52 zeigt die vorgeschlagene Polymer-struktur und
Abbildung 53 den Aufbau des Projektes. Das Ziel ist es, wie in Kapitel 4 beschrieben, die
katalytische Eigenschaft des Platins auszunutzen und dabei die Nano-struktur fest auf einer
Oberfldche fixiert zu haben. Der Vorteil wire hierbei eine kovalente aber dennoch flexible
Bindung und eine nach wie vor frei ansteuerbare Platinfliche. Wiirde iiber ein
schwefelhaltiges Molekiil die Pt-Nadel auf einer Oberfliche gebunden, wiirde ein groBer

Teil der katalytisch aktiven Fldche besetzt werden und damit verloren gehen.
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Abbildung 52: Schematische Darstellung eines Blockcopolymers C-PEG-b-hbPG mit einem
Block PEG direkt am Catecholinitiator und darauf folgendes hyperverzweigtes PG.

Sio,

Abbildung 53: Schematische Darstellung der vorgeschlagenen Anbindung von Pt@MnO-
Ketten auf eine mit Thionylchlorid funktionalisierte Silicaoberfldche unter Verwendung des
Blockcopolymers C-PEG-b-hbPG.
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5.1.12 Zum Anbringen einer Silicahiille auf oxidische Nanopartikel

Wird eine dichte Hiille aus einem ,,anorganischen Polymer* um ein Partikel aus toxischen
Material gelegt, ist die Moglichkeit des Freisetzens von Ionen an die Umgebung
unwahrscheinlicher als bei einer weniger dichten Polymerhiille. Das Aufkondensieren von
Si0O2 geschieht durch eine basisch-katalysierte Reaktion, die nach einer modifizierten Stober-
Methode abliuft. P¥ Die Synthese selbst findet in Mikrotrdpfchen einer reversen Mikro-
emulsion statt, das heiBt in einer Wasser-in-Ol Emulsion. 3 Durch die basische
Katalysation und die Formkontrolle der Mizelle lagert sich das gebildete Silica dicht um das
Partikel herum an und bildet so eine Hiille. Bei saurer Katalyse wiirde bekanntermaflen ein
weit vernetztes Silicagel entstehen, was hier nicht erreicht werden soll. Die Loslichkeit des
mit Silica ummantelten Partikels ist in Wasser nicht sehr hoch, es wird generell eine
metastabile Dispersion erhalten. Um diese Dispersion zu stabilisieren werden silan-
ankertragende Polymere, meist Silan-PEGs, an die Silicahiille angebracht. Um
biofunktionelle Molekiile anzuhdngen, wird hier ein ebenfalls mit Silananker ausgestattetes
Molekiil verwendet, das Aminopropyltriethoxysilan (APS). Ein weiterer Vorteil eines Silica-
ummantelten Partikels ist die Farbstoffeinbettung in die Hiille. Hierzu muss der
einzubauende Farbstoff wihrend der Aufkondensation im Reaktionsgemisch vorhanden sein.
Die spektroskopischen Eigenschaften des Farbstoffmolekiils sind nun vor einem raschen
Ausbleichen besser geschiitzt als bei der Anbringung am Ende einer Polymerkette. Auch die
oft toxischen Eigenschaften eines solchen Farbstoffes sind so zu umgehen, da das Molekiil
keinen Kontakt mit dem umgebenen Medium hat. Abbildung 54 zeigt den Aufbau einer
solchen multifunktionalen Hiille. Schladt ef al. berichten von der Herstellung hochléslicher
MnO@SiO»-Nanopartikel und deren niedrigen toxischen Eigenschaften. [’ Im Allgemeinen
kommen silicafunktionalisierte Partikel zum Einsatz um beim cell targeting moglichst
effektiv einen Farbstoff in das adressierte Gewebe zu bringen und dadurch die Fluoreszenz-

mikroskopie zu ermdglichen.
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Abbildung 54: Schematische Darstellung der Umbhiillung eines Nanopartikels mit SiO, unter
Verwendung des Precursors TEOS. Im zweiten Schritt erfolgt die Autkondensation eines
PEG-Silans (PEG-TES), welches die Wasserloslichkeit von SiO;-Partikeln erhoht. Ebenfalls
ist die Einlagerung des eines Farbstoffes in die Hiille gezeigt (hier FITC) und die
Anbringung von Aminofunktion durch das Aminosilan APS.

5.1.13 Anwendung polymerfunktionalisierter Nanopartikel

5.1.13.1 Radioaktive Markierung von polymerfunktionalisierten Nanopartikeln fiir die
kombinierte PET/CT und PET/MRT

Einen radioaktiven Marker an ein Nanopartikel zu binden und somit die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) zielspezifischer und gleichzeitig kombinierbar mit einer
weiteren Tomographieart zu machen, findet seit einigen Jahren grof3er werdendes Interesse.
Gelingt es markierte Partikel in das Zielgewebe zu bringen, ist es mdglich einen lokalisierten
Zerfall des Nuklids zu erreichen und damit gezielte DNA-Schéden zu bewirken. Durch die
Unfahigkeit maligner Zellen DNA-Schédden effizient zu reparieren, fiihrt der Zerfall und die
damit entstehenden a- oder B-Strahler potentiell zum Zelltod (Apoptose). ®! Die Hetero-
struktur FePt@FexO wurde verwendet um die bekannten MR-kontrastverstirkenden
Eigenschaften des Eisenoxides auszunutzen und durch entsprechende Funktionalisierung fiir
die Anwendung zu hydrophilisieren. Gleichzeitig soll ein Chelatormolekiil anbindbar sein,
welches bei der spdteren Behandlung ein radioaktives Isotop, hier 68-Gallium, aufnimmt.
Die Anforderung an das Partikelsystem ist somit nicht trivial: Hohe Dispersionsstabilitét mit
moglichst geringer Toxizitdt sollen gepaart werden mit der guten Anbindbarkeit eines

Chelatormolekiils und spiter mit einem fiir ein Zellkompartiment spezifischen Molekiil zum
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aktiven cell targeting. Gleichzeitig muss verhindert werden, dass eine zu hohe unspezifische
Bindung des *®Ga geschieht, da dieses so nicht lange am Carrierpartikel haften bleibt und
somit kein cell targeting moglich ist. Im Rahmen dieses Kapitels wurde eine Funktionali-
sierung entwickelt, die eine stabile Anbindung des Chelators DOTA (1,4,7,10-Tetra-
azacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure) (Abbildung 55) und anschlieBend die erfolgreiche

Komplexierung des Galliumisotops ermdoglicht.
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Abbildung 55: Schematische Darstellung der Anbindung des DOTA-NHS-Esters an ein
aminofunktionalisiertes Nanopartikel unter Erhalt eines chelatortragenden Partikels.

Im Rahmen dieser Funktionalisierung wird ermittelt, welcher Anteil des Polymers, mit dem
das Partikel umhiillt ist, Aminogruppen tragen muss, um eine Anbindung des Chelators und
spatere Detektierbarkeit in der PET zu ermoglichen. Da die PET sehr hohe Auflosungs-
grenzen hat, reicht ein geringer Teil an markiertem Gallium aus, im Riickschluss also auch

eine geringe Aminogruppenzahl auf der Partikeloberfldche.

5.1.13.2 Anbindung spezifischer Antikorper fiir Tumor- und Immunzell-targeting in der
Krebsimmuntherapie

Wie in Kapitel 2 beschrieben ist ein Ziel dieser Arbeit, die hergestellten Partikeltypen in der
Krebsimmuntherapie zu verwenden. Hierbei werden Zellen des Immunsystems systematisch
angesteuert und spezifisch aktiviert. Das Immunsystem, die Waffe des Organismus gegen
korperfremde Substanzen, kann iiber Nanopartikel in eine bestimmte Richtung gelenkt
werden um gegen Krankheiten, insbesondere Krebs, wirksam zu werden. Maligne Zellen

werden aufgrund mehrerer Evasionsmechanismen vom Immunsystem oft nicht als krankhaft
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erkannt (,,Immunevasion®: Durch Mutationen hervorgerufene Befdhigung der adaptiven und
innaten Immunantwort zu entgehen). Zum Beispiel bildet sich um ein Tumorgewebe oft eine
epidermale Schicht, die das Eindringen von Immunzellen und Antikdrpern blockiert. P71
Ebenfalls wird von einer immunsupressiven Umgebung des Tumorgewebes berichtet,
beispielsweise vermittelt durch regulatorische T-Zellen (Tregs). ®® Es wird die Verwendung
des EGFR-Antikorpers (engl.: epidermal growth factor receptor) als ein moglicher
Mechanismus Tumorgewebe anzusteuern vorgestellt und damit eine direkte Tumor-
Adressierung: Der EGF-Rezeptor findet sich auf allen Zellen des Organismus und ist nach
der Bindung von Wachstumsfaktoren wie EGF und TGF-B verantwortlich fiir das Auslésen
einer Signalkaskade, die in der Proliferation oder der Differenzierung der betreffenden Zelle
endet. Malignes Gewebe weist fiir gewdhnlich eine deutliche Uberexprimierung dieses
Rezeptors auf, was unter anderem ein Grund fiir die unkontrollierte Wucherung von

(991, 11901 Dje den Tumor umhiillende zellulire Schicht exprimiert EGF-

Tumorgewebe ist.
Rezeptoren besonders hoch. Wird ein fiir den EGFR-spezifischer Antikdper mit einem
Carriersystem wie einem Nanopartikel verbunden, kann aktives Tumor-targeting betrieben
und eine Anreicherung des Partikels im Tumorgewebe erreicht werden. Des Weiteren kann
das Partikel im adressierten Gewebe zusitzlich Wirkstoffe freisetzen oder iiber Bestrahlung
und Hyperthermie das Tumorgewebe schidigen. [!°!l Das Partikel kann ebenfalls fiir die

Kontrast-verstirkung in der MRT genutzt werden und somit in der Fritherkennung sich

bildender Tumoren deutliche Vorteile bringen.

Ein weiterer, indirekter Weg Tumorgewebe zu zerstoren, ist die gezielte ,,Programmierung®
des Immunsystems und die dadurch bessere Erkennung des malignen Gewebes durch das
Immunsystem. Ausgenutzt wird hierbei, dass Tumoren sogenannte tumorassoziierte
Antigene (TAAs) tragen, die allerdings vom Immunsystem nicht oder nur unzureichend als
fremdartig erkannt werden. Wird nun professionellen antigenprasentierenden Zellen dieses
TAA zugetragen, konnen TAA-spezifische T-Zellen aktiviert werden. Diese T-Zellen
konnen zum einen Tumorzellen direkt abtoten oder B-Zellen darin unterstiitzen, TAA-
spezifische Antikorper mit tumorizider Wirkung zu bilden. Geschehen kann dies ebenfalls

iiber ein Nanopartikel als Carrier, welches durch aktives cell targeting dendritische Zellen
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(DCs) als die wichtigsten antigenpridsentierenden Zellen des Immunsystems ansteuert.
Hierbei kann die DC iiber einen Antikdrper adressiert werden, der spezifisch fiir einen
hauptsdchlich auf DCs exprimierten Oberflichenrezeptor ist, wie beispielsweise der
DEC205 Rezeptor. Dieser Rezeptor wird vor allem von CD8+ DCs exprimiert, welche in
hohem Mafle zur Kreuz-priasentation fihig sind und damit auch partikelabgeleitete Antigene
iiber MHCI CD8+ T-Zellen prisentieren konnen. ['°2 Dadurch findet gleichzeitig eine CTL-
Induktion statt und die damit verbundene CTL-vermittelte Lyse (CTL fiir cytotoxische
T-Lymphozyten). Das Partikelsystem muss also mit dem TAA und dem DEC205-Rezeptor-
Antikorper ausgestattet werden, um effektiv von DCs aufgenommen werden zu kdénnen.

Abbildung 56 zeigt die vereinfacht dargestellten folgenden Prozesse im Immunsystem.
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Abbildung 56: Schematische Darstellung des Prozesses der Induktion einer adaptiven
anti-Tumorimmunantwort nach Aufnahme antigenbeladener Nanopartikel in eine
dendritische Zelle. Die DC internalisiert die TAA-tragenden, DEC205-adressierenden
Partikel und présentiert die Antigene auf ihrer Oberfliche. Durch die Prasentation werden T-
Zellen aktiviert, die ihrerseits B-Zellen rekrutieren, die im aktivierten Zustand als
Plasmazellen den TAA-spezifischen Antikorper bilden. Wird der tumorgebundene
Antikorper von Fc-Rezeptor-tragenden Immunzellen (z.B. Makrophagen) erkannt, wird die
Tumorzelle phagozytiert.
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Da nicht aktivierte DCs toleranzinduzierend wirken, miissen Adjuvanzien iiber das
Nanopartikel in die DC eingebracht werden. Dafiir bieten sich zum Beispiel CpG-
Oligonucleotide sowie ssRNA und dsRNA (,ss* fiir single stranded, ,,ds* fiir double
stranded) an, um immunogene Wirkung zu haben. Solche Strukturen dienen natiirlicherweise
der Erkennung von Mikroben, werden von intrazelluldren 7o/l-like-Rezeptoren (TLRs) als
fremd erkannt und stimulieren so beispielsweise DCs. Erste Kopplungsversuche des
DEC205-Rezeptor-Antikorpers an polymerfunktionalisierte Nanopartikel und die Unter-
suchungen der Aktivierung der DCs werden in diesem Kapitel vorgestellt. Ebenfalls wird

von der Kopplung des EGFR-Antikdrpers an Silica-umhiillte Fe;Os-Partikel berichtet.

5.2 Ergebnisse und Diskussion

5.2.1 Allgemeines

Prinzipiell ist festzuhalten, dass die Funktionalisierung mit catecholinitiierten Polymeren
deutliche synthetische Erleichterung mit sich bringt, verglichen mit der Verwendung des
Dopa-PEGs. Waren beim letzteren noch aufwéndige Schritte des Extrahierens mittels
Ausschiitteln nétig, kann der beendete Ligandenaustausch bei C-PEG und C-PG
funktionalisierten Partikeln durch einfaches Entfernen des Losungsmittels und an-
schlieBendem Redispergieren abgeschlossen werden. Eine stabile Dispersion von MnO-,
FePt@FexO- oder Pt@MnO-Partikeln zeichnet sich generell durch eine klare, meist
braunliche Flissigkeit ab. Die Stabilitdt und Effektivitit des hydrophilen capping agents
wird hier mittels TEM-Aufnahmen, UV-Vis-Spektroskopie, und dynamischer Lichtstreuung
(DLS) aufgeklért. Die Synthese bzw. der Ligandenaustausch findet bei Raumtemperatur statt
und wird meist iiber Nacht durchgefiihrt. Da der Ligandenaustausch durch die hohe
Komplexbildungskonstante allerdings sehr schnell geschieht, muss bei der Vereinigung
sichergestellt werden, dass immer genug ungebundenes Polymer vorhanden ist, um die

dazukommenden Partikel abzufangen. Hierzu wird die Hilfte des geldsten Polymers im
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Kolben vorgelegt und die zweite Hélfte simultan mit der Partikeldispersion langsam
zugegeben. Auf diese Weise wird die Polymerkonzentration konstant gehalten bis die beiden
Fliissigkeiten vereinigt sind. Abbildung 57 zeigt den standardisierten Aufbau der Synthese
bei (bereits erfolgender) Zugabe.

el Polymer-
NP- / ) y i Lésung

Dispersion

Abbildung 57: (Laufender) Ligandenaustausch und Hydrophilisierung von Nanopartikeln.
Gleichzeitige Injektion von in CHCI; dispergierten Partikeln und ebenfalls in CHCl;
gelostem Polymer. Die Gesamtmenge des Polymers wurde vor erfolgter Injektion gesplittet
und die Hélfte im Kolben vorgelegt um dessen Konzentration beim Injektionsprozess gleich
zu halten.

Abbildung 58 zeigt die Partikelloslichkeit vor und nach der Funktionalisierung mit dem
Catecholpolymer. Die unterschiedliche Farbstdrke der Losung ist auf den Konzentrations-

unterschied der Partikel zuriickzufiihren.
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Abbildung 58: Aufnahme zur Verdeutlichung der Loslichkeit vor (links) und nach (rechts)
der Funktionalisierung durch ein hydrophiles Polymer. Die Farbunterschiede treten durch
unterschiedliche Konzentrationen auf.

5.2.2 Die Funktionalisierung mit Dopa-PEG

Die unten beschriebene Synthese des Partikel-Dopa-PEG-Systems birgt an sich einen
kritischen Schritt. Bei der Aufreinigung der Partikel kann es schwierig sein, das zweiphasige
System sauber zu trennen und damit die Phase mit funktionalisierten Partikeln verlustfrei zu
erhalten. Ebenfalls ist die Stabilitdt nicht vollkommen reproduzierbar. Vermutlich hédngt es
von oben beschriebenen Verunreinigungen des Polymers ab, ob sich eine homogene

Ligandenhiille bilden kann und diese eine stabile Dispersion bewirken kann.

Zur Herstellung werden die Nanopartikel in Chloroform dispergiert, die dreifache Menge an
Dopa-PEG ebenfalls in Chloroform gelost und langsam zugetropft. Analog zum oben
beschrieben Vorgehen wird hier ebenfalls die Hélfte des Polymers im Kolben vorgelegt. Die
aufwéndige Aufreinigung kann eine Quelle des Ausbeuteverlustes sein, da sich bei der
Fliissig-Fliissigextraktion die beiden Schichten nicht klar trennen und somit Material
verloren gehen kann. Nach Einengen des Losungsmittels werden die funktionalisierten

Partikel schlielich in Wasser aufgenommen und filtriert.
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5.2.3 C-PEGs und PGs in verschiedenen Lingen

Die in diesem Kapitel vorgestellten Polymere wurden in verschiedenen Léngen hergestellt
und verwendet. In Tabelle 1 ist aufgefiihrt, welches Polymer in welcher Linge zur
Anwendung kam. Die Lange bzw. das mittlere Molekulargewicht (M,) wurde durch
GroBenausschluss-chromatographie und '"H-NMR-Spektroskopie bestimmt.[*: B3 DP,, gibt
den durchschnittlichen Polymerisationsgrad an. Die in dieser Arbeit verwendeten Polymere
wurden von Jana Herzberger, Sophie Miiller, Dr. Valerie Wilms und Dr. Anja Thomas,
Universitit Mainz, Institut fiir Organische Chemie, AK Frey, synthetisiert und zur

Verfligung gestellt.

Tabelle 1: Catechol-Polymere in unterschiedlichen Langen.

Mn theo
Polymer DP, |Losungsmittel
/ g*mol!
C-PEG 440 7 CHCl3
C-PEG 900 17 CHCl3
C-PEG 1640 34 CHCl3
C-PEG 3400 74 CHCl;
C-PEG 4500 100 CHCl3

C-PEG-b-PGA 6400 128+10 CHCL;

C-PG 900 10 DMF
C-PG 1400 17 DMF
C-PG 2400 29 DMF
C-PG 4700 57 DMF
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5.2.4 C-PEG-Funktionalisierung

Die Verwendung des C-PEGs in verschiedenen Lingen zur Funktionalisierung von
Nanopartikeln verlduft reproduzierbar. Die Synthese wurde in Chloroform durchgefiihrt, was
die Aufreinigung durch Entfernung des Losungsmittels direkt im Anschluss an die
Reaktionszeit vereinfacht. Die Stabilitdt der erhaltenden Nanopartikellosungen ist
bemerkenswert hoch. Selbst Proben, die bei 4°C gelagert wurden, zeigten iiber mehrere
Monate keinen Bodensatz und sind (teilweise bis zum aktuellen Zeitpunkt) stabil dispergiert.
UV-Vis-spektroskopische Messungen zeigen die erfolgreiche Anbringung des C-PEGs auf
die Oberfliche der Partikel. Es kann bereits zuvor rein optisch festgestellt werden, ob die
Funktionalisierung erfolgreich war: Es wurde eine braunliche Nanopartikellosung mit einer
nahezu farblosen Polymerlosung zur Reaktion gebracht, die resultierende Dispersion in
Wasser war von &dhnlicher Braunfiarbung wie zuvor, daher muss ein Austausch der
Ligandenhiille des Partikels stattgefunden haben. Da zum Zeitpunkt der ersten Aufnahme in
ein polares Losungsmittel davon auszugehen ist, dass sich noch iiberschiissiges Polymer im
Gemisch befindet, wird durch wiederholte Féllung und Redispersion aufgereinigt. Diese
Schritte zur vollstdndigen Entfernung von ungebundenem Polymer validieren die UV-Vis-
spektroskopischen Daten, die in der Absorptionskurve der erhaltenen und aufgereinigten
Partikellosung ein klares, dem Polymer entsprechenden Signal zeigen. Zur Verdeutlichung
sind in Abbildung 59 (4) die UV-Vis-Absorptionen der Polymere aufgetragen und
entsprechend in Abbildung 59 (B) die der Partikel mit gebundenem Polymer. Die stirkere
Steigung der Kurven der funktionalisierten Nanopartikel ist ein partikelhervorgerufener
Effekt. Durch die starke Streuung durch nanopartikulidre Proben wird die Absorption mit
steigender Wellenlidnge erhoht. Ebenfalls wurde mit MnO-Nanopartikeln die Anbindung des
Blockcopolymers C-PEG-b-PGA getestet und zum Beweis, dass sich dadurch freie
Aminogruppen auf der Oberfliche des Partikels befinden, eine FITC-Markierung
durchgefiihrt und nach mehrmaligem Aufreinigen ein UV-Vis-Spektrum aufgenommen.

Gleichzeitig wurde das Experiment mit C-PEG als Negativkontrolle durchgefiihrt.
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Abbildung 59: (A) UV-Vis-Spektrum dreier C-PEGs unterschiedlicher Lingen, ungebunden.
Signifikante Absorptionsbanden zwischen 260 und 300 nm (PEG). (B) UV-Vis-Spektrum
zweier Partikelchargen, hier Heterodimere, funktionalisiert mit C-PEG bzw. einem C-PEG-
Gemisch. Erkennbare Absorptionsbande des PEGs. Die stdrkere Steigung der Kurven

verglichen mit den Polymeren selbst ist auf die starke Absorption der Partikel durch
Streuung zuriickzufiihren.
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Zum Vergleich sind in Abbildung 60 die Absorptionskurven von FITC in Wasser, Partikeln
mit FITC und ohne FITC gezeigt.

FITC

C-PEG-PGA-FITC

Intensitat

C-PEG

300 350 400 450 500 550 600 650

Wellenlénge / nm

Abbildung 60: UV-Vis-Spektrum von FITC, C-PEG-b-PGA und C-PEG. Beide Polymere
wurden mit FITC versetzt und anschlieBend aufgereinigt um die Anwesenheit von freiem
FITC auszuschlielen. Die Bindung erfolgte wie zu erwarten nur an das C-PEG-b-PGA.

Wie oben erwihnt, eignen sich Nanoheteropartikel zur orthogonalen Funktionalisierung. Um
dies zu beweisen, wurde das in Abbildung 49 illustrierte Partikel synthetisiert und die beiden
Farbstoffe FITC und RITC per UV-Vis-Spektroskopie nachgewiesen (4bbildung 61). Im
Spektrum sind beide Absorptionsbanden des RITC bzw. FITC zu erkennen, was auf eine
erfolgreiche Anbindung schlieBen ldsst. FITC ist an ein Molekiil 4-ATP gebunden und damit
an die FePt-Domine gekoppelt und RITC wurde an die C-PEG-b-PGA tragende MnO-

Doméne angebunden.
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Abbildung 61: UV-Vis-Spektrum von polymerfunktionalisierten Heterodimeren ohne Farb-
stoff mit RITC markierter MnO-C-PEG-Doméne und freier FePt-Doméne und mit FITC und
RITC markierten Doménen.

Abbildung 62 zeigt die klare Dispersion der C-PEG-tragenden Partikel, die nach Filtrierung
durch einen 0,2 pm Filter in Wasser gelost wurden. Die Filtrierbarkeit ist ein erster Hinweis
auf nicht aggregierte Partikel. Um genauer zu liberpriifen, wie eine mdgliche Aggregation
aussieht, miissen Filter mit kleineren Poren verwendet werden. Fiir gewohnlich wird als
kleinster Filter ein 20 nm Filter (Anotop) benutzt und die erhaltene Losung per

Lichtstreuung untersucht.

2J

Abbildung 62: Aufnahme der klaren Dispersion der NP-C-PEG.

111



Biofunktionalisierung und Anwendung von anorganischen Nanopartikeln

5.2.4.1 Einfluss der Linge und der Menge des Polymers auf die Dispersionsstabilitit

Langenabhdngige Unterschiede beziiglich der Dispersionsstabilitit zwischen den flinf
unterschiedlichen verwendeten PEG-Ketten, von denen die léngste als zusétzliche Funktion
eine Aminogruppe am Ende trug (C-PEG-b-PGA), konnten nicht beobachtet werden. Daher
wurde versucht aufzudecken, wie viel Polymer tatsdchlich mindestens bendtigt wird, um die
Partikel stabil zu dispergieren. Ausgehend von einem zuvor berichteten Verfahren zur
Polymerfunktionalisierung wurde die Synthese mit einem dreifachen Uberschuss an Polymer
durchgefiihrt. Es wurde versucht die Polymermenge weitestgehend zu reduzieren. Nach
mehreren Testsynthesen zeigte sich, dass die untere Grenze einem 1:2 Verhiltnis von
Partikeln und Polymer entspricht. Bereits bei diesem Verhiltnis war kein Zusammenbrechen
der Dispersion mehr zu verzeichnen. Das Verhédltnis von 1:5 fithrt zu vergleichbaren
Ergebnissen wie ein 1:2 und ein 1:3,5 Verhiltnis, lediglich die Aufreinigung dauert ldnger,
wenn hohe Verhiltnisse vorlagen. In Kapitel 6 wird der Einfluss der unterschiedlichen
Verhiltnisse an Partikel zu Polymer noch einmal aufgegriffen und diskutiert, ob
Unterschiede in der Toxizitdt zu verzeichnen sind. Abbildung 63 zeigt die elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen der mit C-PEG-funktionalisierten Partikel. Sowohl bei den
Aufnahmen (A) und (C), die MnO zeigen, als auch bei (B), FePt@FecO-Heterodimere, ist
ein definierter Abstand zwischen allen Partikeln zu erkennen, was die Anwesenheit eines
effektiven capping agents unterstreicht. In Bild (C) ist sogar teilweise hexagonale
Anordnung der Partikel zu erkennen, was fiir hydrophile Partikel bei Aufbringung auf das
hydrophobe TEM-Grid eher ungewdhnlich und selten zu beobachten ist.
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Abbildung 63: TEM-Aufnahmen von C-PEG-funktionalisierten (A)/(C) MnO- und (B)
FePt@FexO- Nanopartikeln. (D): Diagramm der Gréenverteilung von MnO-Nano-partikeln
mit C-PEGy-Hiille. Verwendetes Gerét war ein Zetasizer Nano.

Die in Abbildung 63 gezeigte GroBenverteilung der MnO-Nanopartikel (DLS) scheint der
am TEM ermittelten GroBe der Partikel zu widersprechen: Wird auf den Aufnahmen eine
GroBe von ca. 19 nm ermittelt, zeigt die Lichtstreuung eine Gauss-Verteilung mit Maximum
bei ca. 39 nm. Werden lidngere Polymerketten verwendet, kann dieser Wert bis auf iiber
50 nm ansteigen. Dieser Effekt wurde in der Literatur diskutiert. ! Hier wird fiir einen ca.
11 nm groBen Fe3Os-Partikel unter Verwendung eines 600 g/mol PEG-Molekiils ein hydro-
dynamischer Durchmesser von ca. 40 nm ermittelt. Da das hier verwendete 440 g/mol
schwere PEG auf ein groferes Partikel angebracht wurde, kann das Ergebnis die von Xie

et al. gemachten Beobachtungen unterstiitzen. Ein moglicher Grund fiir die ungew6hnliche
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Diskrepanz zwischen den ermittelten Groflen ist die sehr gro3e Hydrathiille, die durch das
PEG hervorgerufen wird. In diesem Kapitel soll dennoch weitere Aufkldrung der
ungewoOhnlich groBen, durch DLS bestimmten hydrodynamischen Durchmesser, betrieben

werden.

5.2.5 Polymeranbindung an Pt@MnO-Nanoketten

Um die oben beschriebenen Pt@MnO-Nanoketten mit einem Catecholpolymer ansteuern zu
konnen und damit spiter auf eine Silicaschicht anzubinden, wurde zunichst ein lineares
C-PEG verwendet und der Ligandenaustausch analog der hier beschriebenen Synthese
durchgefiihrt. Da bei dem hohen Anteil von Platinoberfliche an der Kettenstruktur nicht
zwangsldufig davon auszugehen ist, dass die Partikel durch funktionalisierte MnO-Doménen
wasserloslich werden, wurde die zur Trockne eingedampfte Partikelmasse zunidchst in
Ethanol aufgenommen. Die Dispersion war klar und von grau-brauner Farbe, was auf eine
stabile Dispergierbarkeit hinweist. In Abbildung 65 ist die Dispersion nach einigen Tagen
gezeigt. Sie behilt somit ihre Stabilitét. Abbildung 64 zeigt die TEM-Aufnahme der Ethanol-
Dispersion, auf der zu sehen ist, dass die Nanoketten nach wie vor nicht agglomerieren und
offenbar stabil voneinander getrennt vorliegen. Die Vermutung, dass das catecholhaltige
Polymer aufgrund des eingesetzten Eisens auch auf das Platinriickgrat bindet, kann
ausgeschlossen werden aufgrund folgender Erkenntnisse: Ein Rontgendiffraktogramm der
Platinnadeln weist keine Eisenreflexe auf, was zeigt, dass Eisen nur in so geringer Menge
vorhanden sein kann, dass diese nicht ausreichend ist, um Angriffsfliche fiir die
Catecholenden der Polymere darzustellen (vgl. Abbildung 35). Das Absorptionsspektrum der
C-PEG-funktionalisierten Partikel ist in Abbildung 66 dargestellt und zeigt eine schwache

Bande, die dem Polymer zugeordnet werden kann.
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Abbildung 64: TEM-Aufnahmen von Pt@MnO-C-PEG-Nanoketten, stabil dispergiert in
Ethanol.

Die Befahigung des C-PEGs eine stark anisotrope und teilweise hydrophobe Struktur stabil
in einem hydrophilen Losungsmittel zu dispergieren, verdeutlicht die universelle Einsetz-

barkeit des Polymers fiir Metalloxide der 3d-Ubergansmetalle wie Mangan und Eisen.

Abbildung 65: Aufnahme der stabilen Dispersion von C-PEG-funktionalisierten Pt@MnO-
Nanoketten in Ethanol. Die Aufnahme erfolgte drei Tage nach der Funktionalisierung.
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Abbildung 66: UV-Vis-Spektrum von C-PEG funktionalisierten Pt@MnO-Nanoketten. Die
PEG-Bande zwischen 260 und 300 nm ist zu erkennen. Die leichte Verschiebung zu
kleineren Wellenldngen verglichen mit der Absorption von purem PEG ist ein Streueffekt
der Partikel, der hier besonders stark auftritt.

5.2.6 Anbindung von Pt@MnO-Nanoketten auf Silicaoberfléichen mittels

Polymerlinker

Das vorgeschlagene Modell der Anbringung der polymerfunktionalisierten Pt@MnO-Nano-
ketten (4bbildung 53) wird auf Realisierbarkeit tiberpriift, indem zunéchst Silicananopartikel
(80-100 nm) mit Thionylchlorid behandelt werden, um die Oberfldche mit Chloridgruppen
zu funktionalisieren. Diese stellen die Ankerpunkte fiir das verwendete Polymer dar, welches
tiber die zahlreichen Hydroxylgruppen des /#bPG-Blocks binden kann. Bei dem hier
verwendeten Polymerlinker handelt es sich um ein Blockcopolymer mit einem Block PEG
und einem zweiten Block linearem PG, auf den weitere Glyceryleinheiten durch grafting
angebracht wurden. Dadurch wird eine Struktur mit ,,baumédhnlicher Form erhalten, die
dazu befdhigen sollte, die Ketten flexibel, aber auch stabil an eine Silicaoberfliche zu
binden. Das Polymer wird folgendermaBlen bezeichnet: C-PEGs¢-b-linPGio-graft-hbPGss
(kurz: C-PEG-linPG-hbPG). Wie in (5.2.5) gezeigt wurde, sind die MnO-Doménen mit dem
Catechol-polymer adressierbar. Als Vortest wurden zundchst sphiarische MnO-Nanopartikel
mit funktionalisierten Silicapartikeln zur Reaktion gebracht, spéter soll dieser Versuch mit

den Ketten durchgefiihrt werden. Auch wurde das Experiment auf zwei verschiedenen
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Wegen angegangen. In Variante 1 wurden MnO-Partikel mit Polymer funktionalisiert und
mit Silica-partikeln, die zuvor mit Thionylchlorid behandelt wurden, vermischt. In Variante
2 wurden zuerst die Silicapartikel mit dem Polymer zur Reaktion gebracht und danach mit
unfunktionalisierten MnO-Partikeln vermischt. Die Ergebnisse zur ersten Variante sind in

den TEM-Aufnahmen (4bbildung 67) zu sehen.

Abbildung 67: TEM-Aufnahmen von MnO-C-PEG-/inPG-hbPG-Nanopartikeln gebunden
auf chloridfunktionalisierten Silicapartikeln (Variante I).

Wie in Abbildung 67 zu sehen, lagern sich die polymertragenden Partikel um die
Silicapartikel an. Da auch durch Féllen und Redispergieren der Probe in Ethanol die Partikel
nicht getrennt voneinander vorliegen, wird vermutet, dass eine kovalente Bindung

stattgefunden hat. Die Probe bleibt stabil dispergiert und die TEM-Aufnahmen zeigten kaum
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Tendenz zur Agglomeration. Im Gegensatz zu dem gezeigten Ergebnis wird ein anderes
Resultat erzielt, werden die Partikel mit Variante 2 versucht zu kombinieren. Die

entsprechenden Aufnahmen sind in Abbildung 68 gezeigt.

Abbildung 68: TEM-Aufnahmen von MnO-Nanopartikeln auf C-PEG-linPG-hbPG funk-
tionalisierten SiO2-Cl-Nanopartikeln (Variante 2).

In Abbildung 68 ist deutlich eine unkontrollierte Anordnung der MnO-Partikel um die SiO»-
Partikel zu erkennen. Wéhrend nach Variante 1 polymertragende MnO-Partikel durch
Kontakt mit der Silicaoberfliche an diese gebunden wurden, verlauft dies durch Variante 2
zwar dhnlich, aber weniger effektiv. Die hier polymertragenden Silicapartikel binden die
MnO-Partikel zwar auf die vermutete Weise, dennoch gelangen nicht alle Partikel zur
Silicaoberfliche. Als Grund wird vermutet, dass es flir die hier in Chloroform geldsten,
unfunktionalisierten MnO-Partikel keine Triebkraft gibt ihr Losungsmittel zu verlassen und
auf die Silicaoberfliche zu binden. Wenn nach beendeter Reaktionszeit per Zentrifugation
die Partikelmasse gewonnen und in Ethanol redispergiert wird, fehlt den nicht gebundenen
MnO-Partikeln ein geeignetes Losungsmittel und sie agglomerieren als Folge des fiir
Partikel typischen Prozesses der Oberflichenminimierung. Die Dispersion ist, dieser Theorie
folgend, nicht stabil und féllt schnell aus. Negativproben zeigen, dass sich die MnO-
Partikel unfunktionalisiert nicht auf ebenfalls unfunktionalisierte Silicapartikel absetzen
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(Abbildung 69). Um eine Ubersicht iiber die verschiedenen Positiv- und Negativproben zu

geben, wurden die getesteten Systeme in Tabelle 2 zusammengestellt.

Abbildung 69: TEM-Aufnahmen von Negativtests zur Anbindung von MnO auf
Silicapartikel. (A): MnO-Partikel mit Polymer agglomerieren zusammen mit unbehandelten
Silicapartikeln. (B): Unbehandelte MnO-Partikel liegen frei neben chloridfunktionalisierten
Silicapartikeln vor.

Tabelle 2: Zusammenstellung verschiedener Positiv- und Negativtests fiir die Kombination
von MnO- und Silicapartikeln.

MnO-Partikel- Silicapartikel- Losungsmittel | Dispergier | TEM-Ergebnis
Funktionalisierung | Funktionalisierung fiir die -barkeit
Kombination
Positiv, | Polymer Chlorid CHCIs/MeOH Stabil Einzelne
Variante Partikel auf
1 Silicaoberfldche
Positiv, | Keine Chlorid + Polymer CHCI3/MeOH Instabil Agglomerierte
Variante Partikel auf
2 Silicaoberfldche
Negativ | Keine Chlorid CHCIs/MeOH Instabil Agglomerierte
Partikel auf
Silicaoberfldche
Negativ | Polymer keine CHCIs/MeOH Instabil Agglomerierte
Partikel auf
Silicaoberfldche

Die Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit des Funktionalisierens der MnO-Partikel mit dem

Polymer, bevor die Zugabe zur Silicaprobe erfolgt. Auch die Chloridfunktionalisierung des
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Silicas ist essentiell fiir eine effektive Anbindung. Daher wurde Variante 1 verwendet um
das Experiment mit Pt@MnO-Nadeln durchzufiihren. Die Ergebnisse sind in Abbildung 70

zu sehen.

Abbildung 70: TEM-Aufnahmen von Pt@MnO-C-PEG-/inPG-hbPG-Nanoketten gebunden
auf chloridfunktionalisierten Silicapartikeln (Variante I).

Wie die TEM-Aufnahmen in 4bbildung 70 zeigen, ist es moglich Pt@MnO-Ketten auf die
Silicapartikel zu binden. Eindeutig ist, dass die Ketten iiber die MnO-Dominen an die
Silicapartikel gebunden haben. Es liegen keine freien Ketten auf dem TEM-Grid vor. Als
problematisch stellte sich allerdings heraus, dass die Ketten die Partikel mitunter
quervernetzen da sich die Ketten ineinander verfangen. Vom Silicapartikel teilweise
abstehende Ketten ohne MnO-Doménen sind hierfiir mitverantwortlich. Daher muss in

zukiinftigen Experimenten versucht werden Pt@MnO-Ketten einheitlicher zu synthetisieren
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um moglichst viele MnO-Doménen auf den Platin-Nadeln zu garantieren. Weiterhin muss
das Verhiltnis der Ketten zu den Silicapartikeln angepasst werden, um so die Quer-
vernetzung zu minimieren. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es mit einem
catecholinitiierten Polymerlinker mit orthogonalem hbPG-Block mdglich ist, metall-

oxidische Nanopartikel auf chloridfunktionalisierte Oberflichen zu binden.

5.2.7 Biomedizinische Anwendungen

Die Anbindbarkeit eines Isothiocyanates an die Aminogruppen des C-PEG-b-PGA zeigt die
potentielle Einsetzbarkeit der funktionalisierten Partikel zur Anwendung im Wirk-
stofftransport. Hierzu wurden die Partikel fiir drei verschiedene Projekte verwendet.
Einerseits wurde die Anbindung eines Chelatormolekiils zur Aufnahme des radioaktiven
Gallium-isotopes %*Ga und somit die Verwendung des Partikels als Carrier eines PET-
Kontrastmittels durchgefiihrt. Erste Ergebnisse werden hier prasentiert. Des Weiteren
einerseits zur Anbindung eines Antikdrpers (DEC205) fiir das aktive cell targeting auf
dendritische Zellen des Immunsystems, andererseits zur Anbindung des EGFR-Antikorpers

zum targeting auf epidermales Tumorgewebe.

5.2.7.1 Chelatoranbindung an FePt@FexO-C-PEG74-C-PEG128-b-PGA

Da der oben beschriebene Chelator DOTA ein sterisch anspruchsvolles Molekiil ist, wurde
ein Gemisch aus einem C-PEG7s und dem Aminogruppen tragenden C-PEGi23-b-PGA
gewdhlt. Das Verhiltnis beider Polymere zueinander lag bei 9:1 (PEG zu PEG-b-PGA) Der
Grund hierfiir ist einerseits die Erwartung, dass das zu 90% vorhandene kleinere C-PEG74
fiir die Loslichkeit verantwortlich sein wird und das ldngere zu 10% vorhandene
C-PEGi128-b-PGA antennendhnlich aus dem kleineren PEG herausragt und somit dem
anzubindenden Chelator genug Platz ldsst. Andererseits konnte in ersten Tests festgestellt
werden, dass Partikel, die 100% C-PEGi2s-b-PGA tragen, eine hohe unspezifische Bindung

des Gallium-Isotops zeigen, was durch die Reduktion des Aminogruppenanteils ebenfalls
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eingeschriankt werden soll. 4bbildung 71 verdeutlicht die Struktur eines solchen Partikels.
Die gewihlten Heterodimere bleiben zundchst nur einseitig funktionalisiert, konnen aber

bekanntermallen mit einer zweiten Funktion angesteuert werden.

|

C-PEG,,5-b-PGA-Chelator

Abbildung 71: Schematische Darstellung eines Heterodimers mit einem Gemisch aus
C-PEG74 und C-PEGi2s-b-PGA-DOTA.

Um die Anbindung des Chelators zu tliberpriifen, wird nach der radioaktiven Markierung die
Diinnschichtchromatographie (DC) verwendet. Nach Auftragung der markierten Probe und
beendeter Laufzeit wird die DC mittels Instant Imager auf lokale Radioaktivitit {iberpriift.
Hierbei lduft iiberschiissiges Gallium mit der Front, wie in Abbildung 72 links zu sehen. Bei
einem Retentionsfaktor von ca. 0,4 wird der nicht am Partikel gebundene Gallium-DOTA
Komplex gefunden, am Punkt der Probenauftragung wird die Aktivitdt der markierten Probe
verzeichnet. Zeigt nur der Auftragungspunkt Radioaktivitit, wie in Abbildung 72 rechts zu

sehen, ist die Probe ausreichend aufgereinigt.
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Abbildung 72: Diinnschichtchromatographie von zwei ®*Ga markierten DOTA-Nano-
partikelproben nach Auswertung mittels Instant Imager zur Visualisierung lokaler, radio-
aktiver Zonen.

Die geplante Anwendung der markierten Partikel ist das kombinierte Verfahren der
PET/MRT oder der PET/CT wobei der radioaktive Anteil fiir die PET bendtigt wird und die
metalloxidische Komponente wie Eisenoxid oder Manganoxid fiir die MRT. Das ebenfalls

verwendete Platin bzw. FePt stellt ein potentielles CT-Kontrastmittel dar.

Die Experimente zur Kopplung des Chelators und der 68-Gallium-Markierung wurden von

Katharina Stockhofe, Universitit Mainz, Institut fiir Kernchemie, AK Rdsch, durchgefiihrt.

5.2.7.2 C-PEG-b-PGA-Funktionalisierung und DEC205-Rezeptor-Antikorper-Kopplung

Die Experimente an dendritischen Zellen betreffend Aktivierung und Bindung/Aufnahme
wurden an BMDCs durchgefiihrt (engl.: bone marrow derived dendritic cells). Die Zellen
werden mit Anti-Maus CD/[c-Antikdrpern behandelt welche mit einem Farbstoff markiert

sind um aktivierte DCs (CD11c+) von nicht aktivierten unterscheiden zu kdnnen.
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Um eine erfolgreiche Bindung des DEC205-Rezeptor-Antikdrpers (im weiteren DEC205) an
die Nanopartikel zu iiberpriifen wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Hier werden
Zellen im Durchfluss auf bestimmte Eigenschaften untersucht und sortiert (hier nach der
Exprimierung von CDIlIc). In einem spezielleren Autbau konnen fluoreszenzmarkierte
Zellen beispielsweise durch Bindung oder Aufnahme von fluoreszenzmarkierten
Nanopartikeln nach der Stirke der Fluoreszenz sortiert werden. Gerdte mit einem solchen
Fluss-Sortierer werden als FACS bezeichnet (engl.: fluorescence-activated cell sorting).
Neben den (FITC)-fluoreszenzmarkierten FePt@FexO-C-PEG74-C-PEG128-PGA-DEC205-
Partikeln wurden als Kontrollen Partikel mit einem Isotyp des DEC205-Rezeptor-
Antikorpers funktionalisiert und Partikel ohne Antikorper verwendet. Die Kontrollen sollen
zeigen ob schon eine unspezifische Bindung erfolgt, sowohl bei ,,nackten* Partikeln als auch
bei Partikeln mit einem unspezifischen Antikorper. In Abbildung 73 ist das Diagramm zur
FACS-Analyse abgebildet. Nach Inkubationszeiten von 1 und 4 h ist kein Unterschied fiir
die Bindung/Aufnahme zu erkennen, nach 24 h hingegen zeichnet sich der Trend ab, dass
die DEC205 gekoppelten Partikel stirker von den Zellen gebunden oder aufgenommen
wurden. Im Totalen ist dennoch eine Bindung/Aufnahme von lediglich 9 % relativ gering,
allerdings wurde hier mit einer zunéchst niedrigen Dosis an Partikeln gearbeitet und kann in
Folgeexperimenten deutlich erhoht werden. Weiterhin ist es interessant, dass bei den beiden
Kontrollen nach 4 h offenbar Sittigung eingetreten ist, betreffend der Zellbindung/
Aufnahme. Bei der DEC205-Probe ist die Steigung der Geraden nach 4 h deutlich hoher,
was flir einen anlaufenden Prozess der Partikelbindung/Aufnahme spricht. Auch die
Bindungsaftinitit der antikorpertragenden Partikel muss in weiteren Experimenten erhdht
werden. Das Verhéltnis von C-PEG zu C-PEG-b-PGA auf den hier zur Anwendung
gekommenen Partikeln war 10:1, da wie fiir die Chelatorkopplung (siehe oben) vermutet
wurde, dass der Antikorper dhnlich sterisch anspruchsvoll ist und somit ein Partikelsystem
wie in Abbildung 71 dargestellt, verwendet werden sollte. Die Anpassung des Polymer-

verhdltnisses auf 10:2 oder 10:5 konnte das erfolgte cell targeting verbessern.
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Abbildung 73: FACS-Analyse der Bindung/Aufnahme von FITC-markierten Nanopartikeln
mit DEC205-Antikorper (schwarz), Isotyp-Antikorper (hellgrau) und ohne Antikorper
(dunkelgrau). Die verwendeten Zellen waren CD11c+ BMDCs.

Zusétzlich zu der gezeigten FACS-Analyse wurde eine Toxizitdtsstudie durchgefiihrt, die
zeigen soll ob die Partikel nach Antikorperkopplung toxische Effekte zeigen. Weitere
Toxizitdtsstudien werden in Kapitel 6 vorgestellt. Um die Viabilitdt der beladenen und
unbeladenen Partikel zu ermitteln wurde ein MTT-Assay (abweichend zum in Kapitel 6
verwendeten Assay) durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf dem Umsatz des
Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zu
einem blau-violetten Formazan welches UV-Vis-spektroskopisch nachgewiesen wird. Der
Umsatz erfolgt durch stoffwechseltitige (lebende) Zellen, was durch Vergleich mit
unbehandelten Zellen zur prozentualen Viabilitit fiihrt. In Abbildung 74 ist klar zu erkennen,
dass die beiden Partikel mit Antikorper sogar zur leichten Verbesserung der Bio-

kompatibilitét fiihren.
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Abbildung 74: Viabilititsassay (MTT) von FePt@FexO-C-PEG74-C-PEG128-PGA-Partikeln
funktionalisiert mit DEC205 Rezeptorantikdrper, Isotyp (Kontroll-)Antikérper und ohne
Antikorper.

In weiterfithrenden Experimenten soll getestet werden ob Partikel ohne Antikorper bereits
die adressierten dendritischen Zellen aktivieren. Im Idealfall sollte eine solche Partikelprobe

keinen Einfluss auf die Aktivitdt von Immunzellen haben.

Die hier gezeigten Ergebnisse der FACS-Analysen und des MTT-Assays wurden von
Monika Bednarczyk, Universitidtsmedizin Mainz, Hautklinik, AG Grabbe, durchgefiihrt.
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5.2.7.3 SiOz-Funktionalisierung und EGFR-Antikorper-Kopplung

Die Antikérperkopplung an Silicananopartikel erfolgte nach Funktionalisierung der Partikel
mit APS, um Aminogruppen auf der Oberfliche zur Anbindung zur Verfiigung zu stellen.
Danach wurde mittels EDC/NHS-Kopplung der Antikorper auf die Oberfliche gebunden.
Die Reaktion wurde iiber 24 h bei 4°C auf einem Eppendorf-Mixer durchgefiihrt. Nach
beendeter Reaktionszeit und erfolgter Aufreinigung wurde per ELISA-Blotting {iberpriift ob
und wieviel Antikérper auf den Partikeln gebunden hat. Erste Ergebnisse betdtigen hier
einerseits die erfolgreiche Bindung des Antikorpers an die Partikel und es kann eine
Antikorper-Konzentration von 473,5 ng/mL Partikeldispersion angegeben werden. Die

Dispersion hatte eine Konzentration von 1 mg/mL bezogen auf die Masse an Partikeln.

Die Experimente zur Bestimmung der Antikdrperkonzentration auf den verwendeten Nano-
partikeln wurden von Dr. Matthias Bros, Universitdtsmedizin Mainz, Klinische Forscher-

gruppe Allergie der Hautklinik und Poliklinik durchgefiihrt.
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5.2.8 C-PG-Funktionalisierung

Zur C-PG-Funktionalisierung verschiedener Partikelsysteme wurde ebenfalls per UV/Vis-
Spektroskopie bewiesen, dass die verwendeten Polymere tatsdchlich auf der Partikel-
oberflache kovalent gebunden haben. Abbildung 75 A und B zeigen die Absorptionskurven

der freien Polymere und der Polymer tragenden Partikel.
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Abbildung 75: UV-Vis-Spektren von: (A) Ungebundenen C-PGs in drei verschiedenen
Langen mit Absorptionsbanden zwischen 265 und 310 nm. (B) An Nanopartikel gebundene
C-PGs in verschiedenen Lingen mit entsprechenden leicht verschobenen Absorptions-
banden, was auf Partikeleffekte zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 76: TEM-Aufnahmen von: (A) - (D) Mit C-PG-funktionalisierte MnO-Nano-
partikel, leichte bis mittlere Aggregation, dennoch klare Abtrennung zwischen einzelnen
Partikeln erkennbar.

Die in Abbildung 76 gezeigten TEM-Aufnahmen zeigen die mit C-PG-funktionalisierten
MnO-Nanopartikel. Im Gegensatz zu den C-PEG-umhiillten Partikeln, die sich, wie in
Abbildung 63 A und C zu sehen, hexagonal anordnen und keine ,,Gruppen® bilden, muss hier
von leichter Aggregation gesprochen werden. Zwar werden auf dem TEM-Grid eher
Partikelinseln, als bedeckte Flichen beobachtet, jedoch sind die einzelnen Partikel klar
voneinander abgegrenzt. Dies spricht fiir einen effektiven capping agent, was auch durch die
zahlreichen erfolgreichen Versuche, Nanopartikel mit C-PG in die wissrige Phase zu
iiberfiihren, bestitigt wird. Erklart werden kann dies durch die weit hohere Hydrophilie des
verwendeten C-PGs. Im Gegensatz zum Poly(ethylenglykol) weist Poly(glycerol) eine
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bedeutend hohere Anzahl an Hydroxylgruppen auf. Das mit Kohlenstoff bedampfte TEM-
Grid, seinerseits vollig unpolar, treibt die Partikel dazu, sich in einer Art ,,hydrophilem
Kollaps* zusammenzulagern. Das dies beim ebenfalls hydrophilen C-PEG nicht passiert
liegt an der aliphatischen Etherstruktur, die hauptséchlich in Wasser ihre volle Hydrophilie
ausbildet. Wird nun eine wissrige Probe an C-PEG-funktionalisierten Partikeln auf einem
TEM-Grid eingetrocknet, ist es dem aliphatischen Ether-Riickgrat besser als den
C-PG-tragenden Partikeln moglich, sich auf dem TEM-Grid anzuordnen. Zur generellen
Loslichkeit der C-PG-funktionalisierten Partikel wurde die Beobachtung gemacht, dass die
Partikel in entionisiertem oder normalem Wasser nicht ldslich sind. Wird die aus der
Synthese und Aufreinigung gewonnene Partikelmasse in Wasser dispergiert, bildet sich eine
nur kurzzeitig stabile, triibe Dispersion, die sich mit der Zeit komplett absetzt. Begriindbar
ist dies ebenfalls durch die hohe Zahl an Hydroxylgruppen und deren Féhigkeit
untereinander Wasser-stoffbriicken zu bilden. Aus energetischer bzw. entropischer Sicht ist
die Zusammenlagerung der Partikel durch Wasserstoffbriickenbildung stabiler als einzelne
Partikel. Dies kann bestitigt werden, sobald anstatt Wasser gesittigte Kochsalzlosung oder
in manchen Fillen PBS oder Serum verwendet wird. Durch die hohe Ionenstirke wird die
Tendenz Wasser-stoffbriicken zu bilden weit genug herabgesetzt um schlief8lich eine stabile
Dispersion der Partikel in (Salz-)Wasser zu ermdglichen. Ein erstaunlicher Effekt der
Funktionalisierung mit C-PG ist die Farbung der erhaltenen Partikeldispersion. Wird bei
PEG-funktionalisierten MnO- oder auch Fe\O-Partikeln eine brdunliche, klare Dispersion
erhalten, ist die Dispersion bei C-PG-Verwendung leicht violett. Von einem Auflésen der
Partikel kann abgesehen werden, nachdem der pH-Wert des Polymers vor der Reaktion
addquat angepasst (ca. pH 7) und die Unversehrtheit der Partikel durch Lichtstreuung und
TEM-Aufnahmen bestétigt wurde. In Abbildung 77 ist der farbliche Unterschied zwischen

einer C-PEG- und einer C-PG-funktionalisierten Probe zu sehen.
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Abbildung 77: Aufnahme von bridunlichen NP-C-PEG (links) und violetten NP-C-PG
(rechts).

Eine weitere Frage, die sich stellt, ist ob die beiden Catechol-Polymere tatsdchlich auf die
Ankerfunktion angewiesen sind um auf eine Partikeloberfliche binden zu kénnen. Hierzu
wurden zwei Ansdtze miteinander verglichen, bei denen im einen Fall vollstindig
entschiitztes Polymer und im anderen Fall das Polymer mit noch acetalgeschiitzter
Catecholfunktion zum Einsatz kam. Abbildung 78 zeigt (in Bild A und B) die Resultate der
beiden Tests, wobei in Bild B die Probe mit geschiitztem Polymer zu sehen ist. Die Partikel
agglomerieren direkt und zeigen keine Tendenz, in die iiberstehende wéssrige Phase zu
gehen. Demnach ist davon auszugehen, dass das Polymer nur an die Partikeloberfldche
bindet, wenn eine Abspaltung der Schutzgruppe des Catechols stattgefunden hat. Diese
Uberpriifung wurde mit C-PEG, C-linPG und C-hbPG durchgefiihrt und das gleiche
Ergebnis erhalten. Somit wird die Frage beantwortet, ob die Polymere ohne die
Ankerfunktion des Catechols solubilisierend wirken kénnen. Ebenfalls in 4bbildung 78 zu
sehen ist eine Aufreihung von verschiedenen C-PEG- bzw. C-PG-funktionalisierten
Partikeln (Bild C). Es zeigt die hervorragend solubilisierenden Eigenschaften der beiden
Polymere. Die gezeigten Dispersionen sind langzeitstabil und nach der Funktionalisierung
steril filtrierbar (Merck Millipore-GS; 0,22 um, MCE-Membran). Die C-PG-funk-
tionalisierten Partikel weisen oft einen etwas hoheren Filtrationsverlust auf als die C-PEG-
funktionalisierten, wodurch die hellere Farbgebung der linken Probe in Abbildung 78 Bild C

zustande kommt. Dies kdnnte mit der stirkeren Tendenz zu agglomerieren erklért werden.
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Abbildung 78: (A) Aufnahme von stabil dispergierten Nanopartikeln, funktionalisiert mit
Catechol-Polymer. (B) Aufnahme von ausgefallenen Nanopartikeln nach Verwendung des
noch acetalgeschiitzten Catechol-Polymers als Beweis fiir die ausschlieBliche Anbindung des
Polymers {iiber die Catecholfunktion. (C) Aufnahme verschiedener Proben von polymer-
funktionalisierten Nanopartikeln, stabil dispergiert und filtriert durch 0,2 pm Filter.

5.2.9 Funktionalisierung von Partikeln mit amphiphilen Molekiilen

Die Bildung einer Art Mizelle aus amphiphilen Molekiilen um ein Partikel ist ein
schwierigerer Prozess als die kovalente Verankerung eines Polymers, da die Anbindung
lediglich iiber hydrophobe Wechselwirkung zwischen der lipophilen Partikelhiille und dem
unpolaren Teil des Amphiphils stattfindet. Bei diesem Vorgang geschieht kein Austausch
der Liganden. Die Partikel besitzen eine dichte Hiille aus Olséure oder Oleylamin, also einer
Kette aus 18 C-Atomen mit einer mittigen Doppelbindung, die dem capping agent Stabilitit
verleiht. Fiir die Einlagerung des hydrophoben Teils eines amphiphilen Molekiils in diese
Schicht, muss eine Triebkraft vorhanden sein. Solange das vorhandene Losungsmittel noch
zur Geniige solubilisierend wirkt, besteht fiir das Amphiphil kein energetischer Gewinn
darin, in die Hiille der Partikel eingelagert zu werden. Wird allerdings dem geldsten

Amphiphil langsam das Losungsmittel entzogen, wird es gezwungen sich in ein anderes

132



Ergebnisse und Diskussion

,Losungsmittel“ — die hydrophobe Partikelhiille — einzulagern. Alternativ konnte dieser
Effekt auch {iber die Zugabe eines Losungsmittels erreicht werden, welches nur fiir den
polaren Teil des Amphiphils geeignet ist. Hier wird die erstere Moglichkeit verwendet. Um
den Prozess zu erleichtern kann die Hiille des Partikels geschwiécht oder gelockert werden.
Es ist bekannt, dass Partikel-dispersionen an Stabilitdt verlieren, je ofter sie durch Fillung
und Redispersion aufgereinigt werden. Dies wird erklirt durch den teilweisen Verlust einiger
Molekiile des capping agents. Der sonst unerwiinschte Effekt kann hier ausgenutzt werden,
um dem Amphiphil die Einlagerung zu erleichtern. Die in ihrer Dispergierbarkeit
geschwichten Nanopartikel werden somit zusammen mit dem amphiphilen Polymer gelost
und das Losungsmittel bei leicht erhohter Temperatur (ca. 75°C) langsam entfernt. Dies wird
spiter mittels Rotations-verdampfer fortgefiihrt, bis nahezu kein Losungsmittel mehr
vorhanden ist und (theoretisch) eine Einlagerung stattgefunden haben sollte. Getestet wird
dies zunéchst rein qualitativ, indem ein polares Losungsmittel zu den Partikeln gegeben wird
und deren Dispergierbarkeit im neuen Losungsmittel zeitlich aufgeldst dokumentiert wird.
Fir gewohnlich wird hierbei nicht direkt mit Wasser, sondern mit schwécher polaren
Losungsmitteln wie Aceton oder Ethanol begonnen, da die Hydrophilisierung per
Einlagerung in die Hiille als weniger effektive Methode angesehen wird um Partikel polar
16slich zu machen. Weist die erhaltene Partikelmasse eine Loslichkeit in polaren
Losungsmitteln auf, wird zur Verwendung von Wasser iibergegangen. Im Fall vom oben
beschriebenen Cholesterol-PG (Ch-/inPG) ist nach beendeter Synthese eine signifikante
Hydrophilisierung zu verzeichnen. Abbildung 79 zeigt die Stabilititsreihe der in Wasser
dispergierten Partikel. Uber einen Zeitraum von 20 Minuten setzen sich die Partikel
allerdings deutlich ab. Wird anstatt entionisiertem Wasser eine gesittigte Kochsalzlosung
verwendet, wie es bei der Verwendung von C-/in/hbPG ebenfalls nétig ist, kann die
Dispersion tiber etwa 12 Stunden aufrecht gehalten werden. Die Probleme, Partikel mittels
Ch-/inPG stabil in wissrigen Systemen zu 16sen, hdngen vermutlich mit der Sterik des
Cholesterol-,,Ankers* zusammen, der sich in die Olsiureschicht einlagern soll. Durch das
starre polycyclische System liegt nicht geniigend Flexibilitit vor, um mit der Olsdureschicht
effektiv in Wechselwirkung treten zu konnen. Stattdessen kann das Polymer selbst Mizellen

bilden und interagiert nicht mit dem Partikel.
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Abbildung 79: Aufnahme einer Stabilitdtsreihe von Cholesterol-/inPG-funktionalisierten
MnO-Nanopartikeln in Wasser. Nach 20 min sind ca. 50% der Dispersion abgesetzt. Zum
Vergleich unfunktionalisierte MnO-Partikel in Wasser im Kontrollbild.

Um die Effektivitit des Amphiphils zu erhdhen, wurde statt des Cholesterols ein langkettiger
Alkylrest (Tetradecan-1-ol, Myristylalkohol, C14) als hydrophober Anker verwendet. Hier
wurde Tetradecanol-PEGs7-PGGi2 eingesetzt. (Im Weiteren mit TD-PEGs7-PGGi2> abge-
kiirzt). Es wird vermutet, dass die flexiblere und weniger sterisch anspruchsvolle Alkylkette
besser geeignet ist, um sich in die Schicht des capping agents einzulagern. Die Synthese
hierzu wurde entsprechend dem oben beschriebenen Vorgehen durchgefiihrt und es wurde
ein deutliches Ergebnis erhalten. Die Dispergierbarkeit der Partikel ist rein optisch an der

klaren braunen Losung zu erkennen (4bbildung 80).

Abbildung 80: Aufnahme von stabil dispergierten MnO-Nanopartikeln in wassriger Koch-
salzlosung, funktionalisiert mit TD-PEGs7-PGGi2. Die Aufnahme erfolgte drei Tage nach
der Funktionalisierung.
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Abbildung 81: UV-Vis-Spektrum von TD-PEGs7-PGGiz-funktionalisierten MnO-Nano-
partikeln. Die schwache Absorptionsbande zwischen 260 und 300 nm entspricht dem
langeren PEG-Teil des verwendeten Polymers.

Nach Aufreinigung wird durch UV-Vis-spektroskopische Messung die charakteristische
Bande des PEGs bzw. PGGs die erfolgreiche Anbringung des Polymers bestétigt
(Abbildung 81). TEM-Aufnahmen zeigen ebenfalls die nicht agglomerierten Partikel in
Losung (4bbildung 82). Die so erreichte Dispersion ist iber mehrere Wochen (und bis zum

aktuellen Zeitpunkt) stabil.

Abbildung 82: TEM-Aufnahme von TD-PEGs7-PGGi2-funktionalisierten MnO-Nano-
partikeln.
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5.2.10 Serumstabilitit von C-PEG- und C-PG-funktionalisierten Nanopartikeln

Um die Stabilitdt der polymerfunktionalisierten Nanopartikel in biologischen Medien zu
untersuchen, wurde zunéchst hitzeinaktiviertes humanes Blutserum verwendet, welches von
einem gesunden Probanden erhalten wurde. Durch die Hitzeinaktivierung ist das
Komplementsystem (Immunsystem) nicht mehr aktiv, das hei3t eine Opsonisierung ist nicht
moglich. In diesem Vortest soll lediglich der Einfluss des Serums selbst auf die
Partikelstabilitdt untersucht werden. In weiteren Tests muss unbehandeltes (nicht-
inaktiviertes) Serum verwendet werden um die Effekte des Immunsystems und sonstiger
Proteine auf die Partikel aufzukldren. Die Partikel wurden mit einer Konzentration von
I mg/mL in Serum geldst und iiber einen Zeitraum von 15 Tagen unbewegt beobachtet und
Verdnderungen dokumentiert. Gleichzeitig wurde per Lichtstreuung (Zetasizer) pro
Beobachtungstag eine Messung durchgefiihrt, die die Bildung von Agglomeraten schneller
aufzeigen kann als die rein optische Kontrolle. In Abbildung 83 sind die Aufnahmen der im
Serum geldsten Partikel nach 1, 4, 8, 12 und 15 Tagen gezeigt. Die obere Reihe enthélt die
mit C-PEG-funktionalisierten MnO-Partikel, die untere entsprechend C-PG-funk-
tionalisierte. Die Aufnahmen zeigen bei C-PEG beschichteten Partikeln keinen Bodensatz
mit Ausnahme nach 15 Tagen. Bei den C-PG beschichteten Partikeln ist selbst nach 15
Tagen kein Bodensatz erkennbar. Dies deutet auf eine bessere Loslichkeit von C-PG in
Serum hin, was durch die Tatsache, dass C-PG-funktionalisierte Partikel nur bei hoheren

Ionenstirken 16slich sind, unterstiitzt wird.
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MnO-C-PEG
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Abbildung 83: Aufnahmen von MnO-C-PEG-funktionalisierten Nanopartikeln (oben) und
entsprechenden Partikeln mit C-PG auf der Oberflache, gelost in Serum, dokumentiert iiber
einen Zeitraum von 15 Tagen.

Zur Untersuchung auf Agglomerate (per Lichtstreuung) wurde die Probe nach erfolgter
Fotoaufnahme in eine Kiivette iiberfithrt und am Zetasizer vermessen. Da die Partikel in
Serum keine symmetrische GroBenverteilung aufgrund diverser zusitzlicher Streuzentren
aufweisen, wurde jeweils bei einem definierten Wert des errechneten Durchmessers die
zugehdrige Volumenintensitit beobachtet. Uber den Zeitraum von 15 Tagen konnten in den
DLS-Daten keine Anderungen festgestellt werden, was die Schlussfolgerung zulisst, dass

die Partikel iiber diesen Zeitraum und fiir die Messmethode nicht erkennbar agglomerieren.

Es kann somit festgehalten werden, dass die polymerbeschichteten Nanopartikel in
hitzeinaktiviertem Blutserum sehr stabil sind. Eine Zirkulationszeit von wenigstens
24 Stunden sollte erreicht werden konnen. Diese Zeit ist ausreichend fiir ein cell targeting
und den Wirkstofftransport. In zukiinftigen Experimenten muss die Stabilitdt in unbe-
handeltem Serum erfolgen und spéter Zirkulationszeiten und Organablagerungen in vivo

bestimmt werden.
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5.2.11 Lichtstreuung an C-PEG- und C-PG-funktionalisierten Nanopartikeln

Generell wurden im Rahmen dieser Arbeit die Partikelproben per Elektronenmikroskopie
auf deren Form und Agglomerationstendenz untersucht. Allerdings liefert die TEM-
Aufnahme wenig Aussage dariliber, wie die Partikel in Losung vorliegen. Gerade Partikel,
die einen hydrophilen capping agent tragen, wie die in diesem Kapitel verwendeten C-PEGs
und C-PGs, bilden in Wasser eine Hydrathiille aus, die den effektiven Durchmesser dieser
Partikel groBer werden ldsst. Um die AusmaBe des gebildeten hydrodynamischen
Durchmessers zu bestimmen bietet sich die dynamische Lichtstreuung (DLS) als Methode
an. Verglichen mit den TEM-Aufnahmen, die von getrockneten Proben aufgenommen und
somit lediglich die Partikelkerne abgebildet werden, konnen sich einige Nanometer
Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden ergeben. Dynamische
Lichtstreuung wird fiir gewohnlich bei verschiedenen Winkeln der Probe zum eindringenden
Lichtstrahl durchgefiihrt, um die Genauigkeit der Messung zu erhdhen und eine eventuelle
Winkelab- oder unabhingigkeit des errechneten Durchmessers zu erhalten. Wird bei nur
einem einzigen Winkel gemessen, wie es bei dem hier (hauptsidchlich) verwendeten Gerit,
einem Zetasizer ZS Nano, der Fall ist, werden moglicherweise bestimmte Teile der Probe
weniger stark gewichtet. Somit ist der Zetasizer kein geeignetes Gerdt um
Partikeldispersionen ausreichend gut zu charakterisieren, und so tatsdchlich die Aussage
treffen zu konnen, dass die jeweiligen Partikel monodispers sind. Daher wird der Zetasizer in
dieser vorliegenden Arbeit nur verwendet, um Trends zu untersuchen. Beispielsweise ist es
interessant, wie der hydrodynamische Durchmesser sich #dndert, wenn Polymere
verschiedener Lingen verwendet werden (um die Partikel wasserloslich zu machen). Zwei
reprasentative Ergebnisse sind in Abbildung 84 dargestellt. Auffallend ist der grof3e
Unterschied des bestimmten Durchmessers der Partikel durch eine TEM-Aufnahme und
durch die Lichtstreuung. Selbst das ldngste verwendete C-PEGi23-b-PGA (6400 g/mol) sollte
nicht mehr als 2-3 nm zusitzlich zum Durchmesser beitragen. Allerdings zeigen ca. 19 nm
grofle Partikel mit C-PEGy7 in der DLS einen hydrodynamischen Durchmesser von iiber
50 nm und fiir C-PEG28-b-PGA schon knapp tiber 100 nm (4bbildung 84). Dieser Effekt

wird in der Literatur ebenfalls fiir PEG berichtet. [#'! Xie et al. berichten von einem
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hydrodynamischen Durchmesser von Dopa-PEG-tragenden Partikeln von 60 bis 80 nm bei
verwendeten 11 nm groBen Kernen und PEG-Léngen zwischen 3000 und 6000 g/mol. Um
hier den Zetasizer als mogliche Fehlerquelle zu beseitigen, wurden die Experimente
zunichst fiir C-PEGi7-Verwendung an einem Setup zur winkelabhingigen Lichtstreuung
wiederholt. Die Ergebnisse sind in 7Tabelle 3 aufgefiihrt. Erstaunlicherweise sind die
Ergebnisse mit denen vom Zetasizer erhaltenen vergleichbar. Die Durchmesser sind noch
immer im Bereich von 50 nm, was schlieflich fiir eine sehr gro3e Hiille aus Hydratwasser
um die Partikel spricht. Diese bestdtigt die auBerordentlichen Eigenschaften des PEGs
beziiglich Loslichkeit in Wasser und dessen Stealth-Eigenschaften.

. MnO-C-PEG,, MnO-C-PEG,-PGA
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Abbildung 84: GroBlenverteilung von (A) C-PEG17 und (B) C-PEGi2s-b-PGA funktionali-
sierten MnO-Nanopartikeln (Zetasizer).
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Tabelle 3: Ergebnisse der winkelabhingigen Lichtstreuung fiir C-PEG-funktionalisierte
MnO-Partikel im Vergleich mit unfunktionalisierten Partikeln.

Probe Losungsmittel Konzentration (g/L) Filter D (nm)
MnO CHCl3 1,0 Anotop 20 nm 18
MnO-C-PEG17 H>0 1,0 GHP 200 nm 50
MnO-C-PEG17 H>0 1,0 GHP 450 nm 52

Ebenso wurde fiir C-PG-funktionalisierte Partikel ein Vergleich zwischen Ergebnissen am
Zetasizer und an der winkelabhéngigen Lichtstreuung gezogen. Auffallig war, dass bei allen
Proben, die C-PG-tragende Nanopartikel enthielten, die hydrodynamischen Durchmesser bei
Weitem hoher lagen, als es zu erwarten gewesen wire. Selbst verglichen mit den héheren
Werten der hydrodynamischen Durchmesser der mit C-PEG beschichteten Partikel waren
die Werte bei C-PG deutlich hoher. So wurden am Zetasizer fiir MnO-C-/inPGio Werte um
rund 200 nm ermittelt und fiir das groBere C-/inPGao sogar rund 250 nm. Beim hyper-
verzweigten C-hbPG waren die Werte mit rund 290 nm ebenfalls reproduzierbar
vergleichsweise hoch. Die GroBenverteilungen sind in Abbildung 85 und Abbildung 86
gezeigt. Es wird an dieser Stelle vermutet, dass sich die Partikel, wie es auf TEM-
Aufnahmen ebenfalls zu interpretieren ist, in kleineren, lockeren Aggregaten vorliegen. Die
Tatsache, dass C-PG-funktionalisierte Partikel in entionisiertem Wasser nur sehr kurz stabil
dispergiert bleiben und erst durch Erhdhung der lonenstirke (gesittigte Kochsalzlosung)
stabil bleiben, zeigt, dass die Partikel vor Salzzugabe noch groBere Aggregate bildeten und
diese durch hohere Ionenstirke verringert werden. Dies geschieht aufgrund geringerer
Befihigung zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen unter den C-/inPG- oder

C-hbPG-Ketten.
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Abbildung 85: GroBenverteilung von (A) C-linPGio- und (B) C-linPGao-funktionalisierten
MnO-Nanopartikeln (Zetasizer).
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Abbildung 86: GroBenverteilung von C-h1bPG-funktionalisierten MnO-Nanopartikeln (Zeta-
sizer).
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Wie auch bei der Verwendung von C-PEG wurde auch bei C-PG-Funktionalisierung die
winkelabhédngige Lichtstreuung verwendet, um die Werte des Zetasizer zu iiberpriifen. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Ergebnisse der winkelabhidngigen Lichtstreuung fiir C-PG-funktionalisierte Nano-

partikel.

Probe Losungsmittel Konzentration (g/L) Filter DA (nm)
MnO CHCl3 1,0 Anotop 20 nm 18
MnO-C-linPGio H>0 102 GHP 200 nm 188
MnO-C-hbPG H20 0,25 GHP 200 nm 152

Fiir C-PG sind die Ergebnisse fiir die hydrodynamischen Durchmesser ebenfalls im gleichen
Bereich erhalten worden, wie durch die Zetasizermessung. Bei der Filtration der
C-PG-Partikel tauchen allerdings Probleme auf, weswegen es nicht moglich war, MnO-
C-linPG29 zu vermessen. Der Wert fiir hyperverzweigtes C-h2bPG liegt hier unter dem fiir
lineares C-/inPGio. Da das hyperverzweigte Polymer im Vergleich zum Linearen sich nicht
haarartig auf der Partikeloberfliche aufrichtet, sondern eher eine Knéduelstruktur hat,
erscheint es logisch, dass der hydrodynamische Durchmesser leicht geringer ist, als der eines
linearen Polymers. Verglichen mit den am Zetasizer erhaltenen Werten, bei denen das
hyperverzweigte Polymer deutlich grolere Durchmesser zeigte, liefern hier die Ergebnisse
der winkel-abhidngigen Lichtstreuung die plausibleren Daten. Die Theorie der lockeren
Aggregation wird somit zwar weiter als Erkldrung der erhaltenen Werte angesehen, aber in
Zukunft muss nach einem Methodensetup gesucht werden, das die hydrodynamische Hiille
von C-PEG- und C-PG-funktionalisierten Partikelsystemen zufriedenstellend aufkldren
kann. Ebenfalls kdnnen jiingste Forschungen zu den Erfassungsgrenzen der Lichtstreuung
zeigen, dass die Vermessung einer nicht monodispersen Nanopartikelprobe zu erheblichen
Problemen fithren kann. %! Durch die starke Streuung von gréBeren Partikeln oder
Agglomeraten konnen kleinere Partikel bereits nicht mehr oder sehr schlecht detektiert
werden. Dieser Effekt tritt schon ab einem Gesamtvolumen von 5% an grofleren Partikeln im

Gesamtsystem auf. Somit ist es ndtig DLS-Messungen von Nanopartikeln kritisch zu
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betrachten und die Dispersitit der Partikelprobe mit anderen Methoden zusitzlich zu
iiberpriifen. In der vorliegenden Arbeit wurde daher mit einer Kombination aus Mikroskopie
(TEM), optischer Spektroskopie (UV-Vis) und Lichtstreuung gearbeitet. Erste Versuche, den
Ligandenaustausch mit C-PG nicht in dem oben beschriebenen DMF/CHCls Gemisch
durchzufiihren, sondern in Methanol/CHCI3 zeigt eine leichte Tendenz zu kleineren Werten
fiir den hydrodynamischen Durchmesser. In Zukunft sollten daher einige Experimente
durchgefiihrt werden, bei denen die Polymerkomponente in Methanol gelost wird und mit
den chloroformgeldsten Partikeln zur Reaktion gebracht wird. Es wird vermutet, dass sich
durch das DMF oder dessen Verunreinigungen schon vor der Funktionalisierung
Agglomerate des Polymers bilden. Ein weiterer Ansatz zur Aufklidrung ist die weitere
Erhohung der Ionenstdrke. So konnte zum Beispiel ein Salz zum Einsatz kommen, dessen

dissoziiertes Kation héherwertig ist, wie zum Beispiel Magnesium (Mg?").

Die Experimente zur winkelabhingigen Lichtstreuung wurden von Dr. Karl Fischer,

Universitdt Mainz, Institut fiir Physikalische Chemie, AK Schmidt, durchgefiihrt.

5.2.12 Ti-Relaxation von Pt@MnO-C-linPG-Heteropartikeln

Da der hauptsédchlich geplante Einsatz der manganoxidhaltigen Partikel in der MRT liegt,
wurden Pt@MnO-Partikel auf ihre Fihigkeit getestet, die 71-Relaxation zu beschleunigen
und damit eine Aufhellung des Schnittbildes an der Stelle der vorliegenden Partikel zu
ermdglichen. Funktionalisiert wurde in diesem Fall mit C-/inPG zweier Langen, da die 71-
Relaxation abstandsabhidngig von Kontrastmittel ist und eine ldngere Polymerkette negative

Effekte haben konnte. Zum Einsatz kam daher C-linPGio und C-/inPGz9. Wie in

Tabelle 5 zu sehen, ist die 71-Zeit gegeniiber der 7>-Zeit in beiden Féllen stirker
beschleunigt. Ebenfalls ist der Einfluss des lingeren Polymers zu erkennen, da beim
langeren Polymer eine weniger stark beschleunigte 77-Zeit gemessen wurde. Der
Unterschied von nur 30 ms ist allerdings sehr gering. Der direkte Vergleich mit Literatur-

daten ist schwierig, da hierzu die gleichen Parameter der Messmethode (wie die Stirke des
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Magneten, Konzentration, Losungsmittel, etc.) iibereinstimmen miissen. Die hier gezeigten
Daten wurden an einem NMR-System mit einem 1,5 T Magneten durchgefiihrt. In weiteren
Experimenten miissen am hier verwendeten System Vergleichsdaten (zum Beispiel von
gingigen lodverbindungen und SPIONs) gewonnen werden und spdter ebenfalls an

klinischen MRT-Systemen getestet werden.

Tabelle 5: 71 und 7>*-Relaxationszeiten von Partikel- und Vergleichssystemen.

Partikelprobe Polymer Konzentration | 71- T>*-
/ mg/mL Relaxationszeit | Relaxationszeit
/ ms / ms
Pt@MnO C-linPGio 1 220 80
Pt@MnO C-1linPGa9y 1 250 80

5.2.13 HU-Werte von Pt@MnO

Erste Experimente betreffend des Einsatzes der polymerfunktionalisierten Pt@MnO-Partikel
in der Computertomographie konnen hier prasentiert werden. Da prinzipiell die Befdhigung
der Platinkomponente Rontgenstrahlung zu absorbieren getestet werden sollte, wurde zu-
néchst bei einer einzigen Konzentration der HU-Wert ermittelt (HU fiir engl.: Hountsfield
Units). Auf der HU-Skala ist als Nullpunkt die Rontgenstrahlenabsorption von Wasser
definiert. In Folgeexperimenten wird die Konzentrationsabhingigkeit der HU-Werte
ermittelt. In Tabelle 6 ist die erfolgte Messung aufgezeigt. Auch beim Vergleich von CT-
Daten ist der Literaturvergleich schwierig aufgrund verschiedener, eventuell nicht
reproduzierbarer Parameter. Als Vergleiche wurden hier die heute gebrdauchlichen CT-

® und Ultravist® (beides Iodverbindungen) parallel vermessen.

Kontrastmittel Imeron
Zusatzlich wurde als Vergleichswert eine Au@Fe3;Os-Heterodimerprobe von Zhu et al.

aufgefiihrt.
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Tabelle 6: HU-Werte von Partikel- und Vergleichsproben.

Probe Funktionalisierung Konzentration | HU-Wert
/ mg/mL

Pt@MnO C-PEG74 0,5 34,43

Imeron® - 30 1692,01

Ultravist® - 30 1307,71

Au@Fe;04-Dimere ' | TMAOH 1 25
(Tetramethylammoniumhydroxid)

Au@Fe3;04-Dimere 1 | TMAOH 10 390
(Tetramethylammoniumhydroxid)

Au@Fe;04-Dimere 1% | TMAOH 30 900
(Tetramethylammoniumhydroxid)

Der geringe HU-Wert fiir Pt@MnO-Partikel liegt in der niedrigen Konzentration begriindet.
Verglichen mit der doppelten Konzentration an Au@Fe304-Partikeln liegt dieser sogar unter
dem der platinhaltigen Partikel. Es kann somit vermutet werden, dass nach Autkonzentration

der Pt@MnO-Probe HU-Werte bis 1000 erreicht werden konnten.

Die Messungen erfolgten durch Lisa Haslauer, Universititsklinikum Jena, Zentrum fiir

Radiologie, AG Hilger.
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5.3 Experimenteller Teil

5.3.1 Chemikalien

Die in diesem Kapitel verwendeten Chemikalien sind in Kapitel 8 tabellarisch aufgefiihrt.

5.3.2 Generelles Aufreinigungsverfahren fiir polymerbeschichtete Nanopartikel

Um nach beendetem Ligandenaustausch {iiberschiissiges Polymer und sonstige Verun-
reinigungen abzutrennen, wurden die folgenden Aufreinigungsschritte durchgefiihrt. Die
hydrophilisierten Partikel wurden nach Aufnahme in Ethanol durch die Zugabe des gleichen
Volumens an n-Hexan ausgefillt und zentrifugiert (10 min, 9000 rpm). Der klare Uberstand
wurde verworfen und der Bodensatz unter Verwendung eines Ultraschallbades wieder in
Ethanol dispergiert. Dieses Vorgehen wurde dreimal wiederholt und die Partikel nach dem
letzten Abzentrifugieren in Wasser aufgenommen. Hierdurch wird die Abtrennung von

freiem, liberschiissigem Polymer garantiert.

5.3.3 Vorbereitung von C-PEG, C-PEG-b-PGA, Ch-linPG und TD-PEGs7-PGG12

Die gereinigten und vakuumgetrockneten Polymere wurden in Chloroform geldst und die
Losung auf eine Konzentration von 100 mg/mL eingestellt. Vor der weiteren Verwendung
musste der pH-Wert gepriift und, falls erforderlich, mit NH4OH neutralisiert werden. Die

Polymerlosung wurde in einem dichten Gefdl3 bei 4°C gelagert.
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5.3.4 Vorbereitung von C-linPG, C-PEG-hbPG und C-hbPG

Die Polymere wurden in Dimethylformamid geldst und die Losung auf eine Konzentration
von 100 mg/mL eingestellt. Der pH-Wert wurde tberpriift und neutral eingestellt. Die

Polymerlosung wurde in einem dichten Gefdl3 bei 4°C gelagert.

5.3.5 Herstellung C-PEG- und C-PEG-b-PGA-funktionalisierter Nanopartikel

Unabhédngig von der Lange des Polymers und der verwendeten Partikel (MnO, FePt@MnO,
Pt@MnO, FePt@FexO) wurde beim Ansatz zum Ligandenaustausch folgendermallen
vorgegangen: 1,5 mg Partikel und 7,5 mg des Polymers wurden in jeweils 2 mL Chloroform
gelost. Die Hélfte der Polymerlosung wurde im Reaktionsgefdll vorgelegt und die andere
Hilfte in eine Spritze aufgezogen. Die Partikellosung wurde komplett in eine zweite Spritze
aufgezogen und gleichzeitig mit der Polymerlosung in das Reaktionsgefd3 unter Riihren
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde tiber 12 h bei Raumtemperatur geriihrt und danach
das Losungsmittel bei reduziertem Druck komplett entfernt. Der Riickstand wurde in 1 mL
Ethanol aufgenommen und mittels dem oben beschriebenen Verfahren aufgereinigt.
Anschliefend wurden die Partikel in MilliQ-Wasser aufgenommen und mittels Spritzenfilter
(Merck Millipore, Millex-GS; 0,22 um, MCE Membran) steril filtriert. Fiir eine Mischung
aus C-PEG und C-PEG-h-PGA wurde die Gesamtmasse des Polymers aus den beiden zu

verwendenden Polymeren vor der Synthese im erforderlichen Verhiltnis hergestellt.

5.3.6 Herstellung C-linPG und C-hbPG-funktionalisierter Nanopartikel

Unabhéngig von der Lange des Polymers und der verwendeten Partikel (MnO, FePt@MnO,
Pt@MnO, FePt@FexO) wurde beim Ansatz zum Ligandenaustausch folgendermaflen vor-
gegangen: 1,5 mg Partikel wurden in 2 mL Chloroform und 7,5 mg des Polymers in 2 mL
DMF gelost. Die Hilfte der Polymerlosung wurde im Reaktionsgefdll vorgelegt und die
andere Hilfte in eine Spritze aufgezogen. Die Partikellosung wurde komplett in eine zweite

Spritze aufgezogen und gleichzeitig mit der Polymerlosung in das Reaktionsgefd3 unter
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Riihren zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde iiber 12 h bei Raumtemperatur geriihrt und
danach das Losungsmittel bei reduziertem Druck komplett entfernt. Der Riickstand wurde in
I mL Ethanol aufgenommen und mittels dem oben beschriebenen Verfahren aufgereinigt.
AnschlieBend wurden die Partikel in MilliQ-Wasser aufgenommen und mittels Spritzenfilter

(Merck Millipore, Millex-GS; 0,22 um, MCE Membran) steril filtriert.

5.3.7 Herstellung Dopa-PEG-funktionalisierter Nanopartikel

Zur Funktionalisierung mit Dopa-PEG wurden 30 mg einer Nanopartikelprobe in 100 mL
Chloroform und die dreifache Menge des Polymers in weiteren 100 mL Chloroform gelost.
Die Hiélfte der Polymerlosung wurde in einem Kolben vorgelegt, die andere Halfte
zusammen mit den Nanopartikeln langsam zugetropft und liber Nacht geriihrt. Danach
wurde die Losung auf etwa 20 mL mittels Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieBend
ein Gemisch aus 33 mL Hexan und 33 mL H>O zugetropft und 30 min gertihrt. Weiterhin
wurde die wéssrige Phase des zweiphasigen Gemischs mittels Scheidetrichter entfernt und
die organische Phase zweimal mit 10 mL H>O extrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen
wurden am Rotationsverdampfer auf ca. 10 mL eingeengt und mittels Spritzenfilter (Merck

Millipore, Millex-GS; 0,22 um, MCE Membran) steril filtriert.

5.3.8 Herstellung Ch-/inPG und TD-PEGs7-PGGi: funktionalisierter Nanopartikel

Als Vorbereitung der Partikel wurden diese dreimal zusidtzlich zum schon erfolgten
Aufreinigungsverfahren ausgefillt und redispergiert um die Ligandenhiille aus Olsiure leicht
zu schwichen. Nach beendeter Vorbereitung wurde 1 mg der Partikel gelost und 5 mg des zu
verwendenden Polymers in jeweils 2 mL Chloroform gelost und langsam vereinigt. Die
erhaltene Dispersion wurde unter Riithren langsam auf ca. 75°C erwidrmt bei dieser
Temperatur fiir 2 h belassen. Nach beendeter Reaktionszeit wurde das Losungsmittel

vollstaindig am Rotationsverdampfer entfernt und der erhaltene Riickstand in Ethanol
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dispergiert. Nach erfolgten Aufreinigungsschritten (Standardverfahren) wurde der Riickstand

in gesittigter Kochsalzlosung dispergiert.

5.3.9 Herstellung Silica-funktionalisierter Nanopartikel

Zur Herstellung von Silica-ummantelten Nanopartikeln wurden 10 mg Partikel in 1 mL
Cyclohexan geldst und zu einer Losung von 2 g Igepal in 35 mL Cyclohexan zugegeben. Zur
Losung wurden 150 pL NH4OH zugetropft, um eine Mikroemulsion zu bilden. Zur
Emulsion wurden 150 uLL TEOS gegeben und iiber Nacht geriihrt. Anschlieend wurden 128
uL PEG-TES zugesetzt und die nach ca. 2 h ausfallenden Partikel abzentrifugiert und
aufgereinigt (Standardverfahren). Um eine Farbstoffmarkierung zu erhalten, wurde der
betreffende Farb-stoff zusammen mit TEOS zugegeben. Die Partikel wurden nach der
Aufreinigung mittels Spritzenfilter (Merck Millipore, Millex-GS; 0,22 um, MCE Membran)

steril filtriert.

5.3.10 Herstellung C-PEG-hbPG-funktionalisierter Nanopartikel und Nanodrihte

1,5 mg Partikel (MnO-Partikel oder Pt@MnO-Nanodrihte) wurden in 2 mL Chloroform und
7,5 mg des Polymers in 2 mL Methanol gelost. Die Hélfte der Polymerlosung wurde im
Reaktionsgefd3 vorgelegt und die andere Hélfte in eine Spritze aufgezogen. Die
Partikellosung wurde komplett in eine zweite Spritze aufgezogen und gleichzeitig mit der
Polymerlosung in das Reaktionsgefdl unter Riihren zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde {iber 12 h bei Raumtemperatur geriihrt und danach das Losungsmittel bei reduziertem
Druck komplett entfernt. Der Riickstand wurde in 1 mL Ethanol aufgenommen und mittels

dem oben beschriebenen Verfahren aufgereinigt.
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5.3.11 Herstellung MnO-C-PEG-hbPG-SiO2 und Pt@MnO-Ketten-C-PEG-hbPG-SiO2

Zur Anbindung einer C-PEG-hbPG-funktionalisierten Partikelprobe auf eine Silicaschicht
wurde wie folgt vorgegangen: Die Silicaschicht wurde mittels einer von Natalio et al.
berichteten Methode chloridfunktionalisiert. 1% 100 mg Silicapartikel wurden mit einem
Gemisch aus 20 mL Thionylchlorid und 1 mL wasserfreiem DMF bei 70°C iiber 24 h
behandelt. Nach beendeter Reaktion wurden die Partikel durch Zentrifugation (10 min, 9000
rpm) vom gelben Uberstand entfernt und zweimal mit wasserfreiem THF redispergiert und
zentrifugiert. Die erhaltenen chloridfunktionalisierten Partikel wurden unter Argon bei 4°C
aufbewahrt. Zur Weiterverwendung wurden 1 mg der C-PEG-hbPG-funktionalisierte
Partikel zusammen mit 1 mg der chloridfunktionalisierten SiO»-Partikel in einem 1:1
Gemisch aus Ethanol und Chloroform vereint und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Im
Anschluss wurde die Dispersion zentrifugiert (5 min, 9000 rpm), der farblose Uberstand
verworfen und die leicht braune Partikelmasse erhalten. Die Partikel wurden in Ethanol

redispergiert und unter Anwendung des Standardverfahrens aufgereinigt.

5.3.12 Antikérperbindung an C-PEG-b-PGA-funktionalisierte NP

Fiir die Bindung eines Antikorpers an aminofunktionalisierte Nanopartikel wurden 0,5 mg
Partikel in 1 mL Wasser dispergiert, steril filtriert und mit 1 mL einer 0,5 mg/mL Losung
des zu verwendenden Antikorpers oder dessen Isotyps vermischt. Zur Lésung wurden 12 pL
einer 1 mg/mL EDC-Losung, 7 pL einer 1 mg/mL NHS-Losung und 500 pL Ethanol
gegeben. Das Gemisch wurde fiir 12 h bei 15°C auf einem Schiittler belassen bevor die

Aufreinigung erfolgte.
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5.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden mit den catecholinitiierten Polymeren C-PEG, C-/inPG und
C-hbPG neue, effektive coatings vorgestellt um metallische Nanopartikel stabil im
wissrigen Medium zu dispergieren. Elektronenmikroskopische Daten, kombiniert mit
dynamischer Lichtstreuung haben ergeben, dass die funktionalisierten Partikel langzeitstabil
und groftenteils nicht agglomeriert vorliegen. Weitere Funktionalisierungen, wie die
Einlagerung eines amphiphilen Polymers in die hydrophobe Ligandenschicht eines Partikels
filhrten ebenfalls zur erfolgreichen Partikeldispersion in polaren Medien. Als interessante
Variante der Nutzung von catecholinitiierten Polymeren wurde eine Anbindung von MnO-
Partikeln sowie Pt@MnO-Ketten an Silicananopartikel per Polymerlinker gezeigt. Die
erhaltenen Strukturen kénnen in Zukunft fiir ein verbessertes cell targeting (MnO an Silica)
oder fiir nanopartikuldre Katalysatoren (Pt@MnO-Ketten an Silica) verwendet werden. Die
biomedizinische Anwendung in der Krebsimmuntherapie wurde mit ersten, Polymer und
Antikorper funktionalisierten Heterodimeren gezeigt: FACS-Analysen gaben Hinweise auf
ein gerichtetes fargeting auf dendritische Zellen. Die metallischen Partikelkerne wurden auf
ihre Einsetzbarkeit in der MRT, CT und PET getestet. Fiir MRT und CT wurden erste Werte
fiir die Kontrastverstirkung (71-Relaxation; HU-Werte) gezeigt, fiir die PET konnte eine
erfolgreiche 68-Gallium-Markierung mit vorheriger Chelatorkopplung an die Partikel
berichtet werden. In weiteren Studien soll verstirkt die Aufkldrung der hydrodynamischen
Hiille der polymerfunktionalisierten Partikel per Lichtstreuung erfolgen, da hier noch
Erkldrungsbedarf besteht. Allgemein kann aus den Experimenten zur Biofunktionalisierung
von Nanopartikeln gefolgert werden, dass er Einsatz von catecholinitiierten Polymeren zu
hochgradig stabilen Dispersionen fiihrt und der weitere Einsatz im cell targeting und der

Krebsimmuntherapie lohnenswert ist.
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Kapitel

Toxizitat von biofunktionalisierten
Nanopartikeln

6.1 Theorie

6.1.1 Einfithrung

Der Begriff Toxizitdt (aus dem altgriechischen von foxikon abgeleitet: Pfeil(gift)) bedeutet
Giftigkeit einer Substanz und ist immer unter Angabe einer Konzentration zu verwenden.
Viele Substanzen sind in geringen Konzentrationen essentiell fiir den Organismus, hoher
konzentriert jedoch stark toxisch. In diesem Kapitel werden die in Kapitel 5 erfolgreich
funktionalisierten Nanopartikelsysteme auf ihre toxische Wirkung getestet. Hierflir wurden
Tests an einer Zellkultur durchgefiihrt, die iiber ein gebrduchliches ,,Viabilitdts-Assay*
Aussage dariiber geben, bei welcher Konzentration die betreffenden Nanopartikel
cytotoxisch auf die behandelten Zellen wirken. Im Folgenden werden zunéchst die

mdoglichen toxischen Effekte, die fiir Nanopartikel bekannt sind, diskutiert.
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6.1.2 Toxizitit von Nanopartikeln

Neben den grofenabhéngigen toxischen Effekten durch Inhalation oder Aufnahme von
Nanopartikeln {iber die Haut wird in diesem Kapitel nur die Toxikologie in vitro, also in der
Zellkultur diskutiert, anhand derer abgeschitzt werden kann, wie sich eine Partikelprobe in
vivo auf die Viabilitdt des Organismus auswirkt. Da heute nicht ausreichend geklart ist,
welchen Weg ein Nanopartikel im Organismus nimmt, bevor und nachdem die Wirkstoft-
abgabe erledigt oder eine tomographische Untersuchung erfolgte, muss zunichst auB3erhalb
des Organismus eine erste Einschitzung der Giftigkeit gewonnen werden. Bekannte
intrazelluldre toxische Effekte sind beispielsweise die Fenton-Reaktion, die wie schon in
Kapitel 3 erwdhnt, auch gezielt eingesetzt werden kann. Bei einem aktiven oder passiven cel/
targeting lagern sich in diesem Fall eisenhaltige Nanopartikel im betreffenden Gewebe ab
und geben durch Auflosung im Lysosom der Zelle Eisenionen an das Cytosol ab. Hier
konnen reaktive Sauerstoffspezies gebildet werden, die den oxidativen Stress auf die Zelle
erh6hen. Allgemein liegt bei der Verwendung von metalloxidischen, aber auch
edelmetallischen Nanopartikeln die Gefahr vor, dass die Metallionen oder Metallatome aus
dem Partikel herausgelost werden und das empfindliche intra- und extrazelluldre
Gleichgewicht storen. Hier ist besonders die komplizierte Aufrechterhaltung der ver-
schiedenen Membranpotentiale der Zelle zu nennen, iiber welche die Ionenkanile und
Ionenpumpen gesteuert werden. Edelmetalle konnen ihrerseits auch schidigende Wirkungen
haben. Beispielsweise von Platin ist die DNA schidigende Wirkung bekannt. **) Besonders
Partikel, die Schwermetalle enthalten, sind prédestiniert dafiir Vergiftungserscheinungen zu
induzieren. Um dies moglichst gut zu verhindern, ist die Erschaffung einer Art dichten
»larnkappe“ um das Partikel durch biokompatible Liganden ndétig, was eine wichtige
Aufgabe der in Kapitel 5 vorgestellten Biofunktionalisierung ist. Im Idealfall sind die
Nanopartikel so effektiv zu bedecken, dass sie aus dem Organismus ausgeschieden werden
ohne toxische Effekte bewirkt zu haben. Diese angestrebte Eigenart wird unter anderem in
der Diskussion um den Begriff des stealth effects genannt. ?7! Zusitzlich wird durch diesen
Effekt aber auch ein Schutz des Partikels vor dem Organismus erzielt, da die

Oberfldchenfunktionalisierung dafiir sorgen soll, dass die Partikel nicht vom Komplement-
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system des Korpers erkannt werden und der Opsonisierung unterliegen (siehe Kapitel 2). Die
hier verwendeten Nanopartikel enthalten groBtenteils Manganoxid. Zwar ist Mangan ein
essentielles Element fiir den Organismus, so zum Beispiel in der Mangan-Superoxid-
Dismutase (SOD) zu finden, doch ist es nur in geringen Mengen vom Kdrper tolerierbar und
muss daher in nanopartikuldrer Form besonders effektiv geschiitzt werden. Ebenfalls wiirde
Eisen und Platin als Partikelmaterial in den Korper eingebracht, die oben erwidhnten

toxischen Effekte gilt es somit ebenfalls zu unterdriicken.

6.1.3 Die getesteten Nanopartikelsysteme

Die Funktionalisierung, die diese Effektivitdt erreichen soll, ist die der catecholhaltigen
Polymere wie C-PEG und C-/inPG. Es soll verglichen werden wie gut beide Polymere
geeignet sind Partikel zu funktionalisieren und durch diese die Viabilitdt unbeeinflusst zu
lassen. Hierbei wird auf Ergebnisse von Kerstin Koll Bezug genommen und die durch NP-C-
PEG/C-PG erreichten Werte mit denen von Dopa-PEG funktionalisierten Partikeln
verglichen. #2! Zusitzlich werden die verschiedenen Polymerlingen miteinander verglichen
und der Einfluss der Menge des eingesetzten Polymers pro mg Partikel auf die Toxizitét
berichtet. Neben den MnO-Partikeln selbst werden in diesem Kapitel ebenfalls die
Heterodimere FePt@FexO und Pt@MnO auf ihre toxischen Effekte untersucht. Wie in
Kapitel 5 erwihnt, ist es moglich FePt-Partikel mit catecholhaltigen Polymeren anzusteuern
und somit einen zwar relativ uneffektiven aber doch hydrophilisierend wirkenden capping
agent auf diese Partikel anzubringen. Hier soll untersucht werden, ob ein Unterschied in der
Toxizitdt von Platin und FePt, durch die theoretisch komplette Bedeckung der FePt@FeO-
Dimere mit Catecholpolymer im Gegensatz zu den Pt@MnO-Dimeren, beim Vergleich der
beiden Heterodimere auftaucht. Da bei Pt@MnO-Dimeren die Toxizitdt theoretisch auch
von MnO kommen kann, wird vorher durch entsprechende Tests die Biokompatibilitdt

sphirischer MnO-C-PEG und -C-/inPG Partikel abgeklért.
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6.1.4 Verwendete Zelllinie

Die verwendeten Zellen fiir die Zellkulturversuche stammten von einer Humane Niere
Klarzell-Karzinom Zell-Linie (CaKi-1), zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. P. Langguth,
Universitdit Mainz. Es handelt sich um eine immortalisierte Zelllinie, die in Cytotoxi-

zititsassays hiufig Anwendung findet. (1%

6.2 Ergebnisse und Diskussion

6.2.1 Zellkultur

Die CaKi-1-Zellen wurden in McCoys 5SA Medium kultiviert und wochentlich gesplittet. Die
Zellkultur wurde in den Passagen 4 bis 25 verwendet, in denen keine Morphologiednderung
der Zellen festgestellt werden konnte. Représentativ ist in Abbildung 87 eine lichtmikros-
kopische Aufnahme der Zellkultur gezeigt. Die adhdrenten Zellen teilen sich im Schnitt
einmal in 24 h und bilden so iiber einen bestimmten Zeitraum einen Zellrasen aus. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Zelllinie bis zu 90-prozentiger Konfluenz kultiviert,
gesplittet und wieder neu ausgesit. Zum Bearbeiten der Kultur und der verwendeten Medien

wurde in einer Sterilbank gearbeitet, die eine moglichst keimfreie Umgebung garantiert.
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Abbildung 87: Mikroskopische Aufnahme der Zellkultur 24 h nach dem Aussdhen. Die
Zellen wachsen adhidrent und fangen an einen ,,Zellrasen® zu bilden.

6.2.2 Viabilititsassays

Die Viabilititsassays wurden in einer 96-well-Platte durchgefiihrt und dabei eine Anfangs-
zellzahl von 15000 pro well ausgesiat. Um Information iiber die Zellviabilitdt zu erlangen
wird die Fahigkeit der lebenden Zellen ausgenutzt ein bestimmtes Molekiil mitochondrial zu
einem Farbstoff abzubauen. Je mehr Zellen {berleben, desto hoher ist die Farb-
stoffproduktion. Per UV-Vis- oder Fluoreszenzspektroskopie wird im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen die prozentuale Viabilitit berechnet. Um eine statistische
Aussage iiber die Ergebnisse treffen zu konnen, wurden alle getesteten Konzentrationen
einer Probe pro Versuch in drei verschiedenen wells aufgetragen und aus den daraus
erhaltenen Daten ein Mittelwert gebildet. Zusétzlich wurde der Versuch mehrfach wiederholt
(n=3) und ebenfalls ein Mittelwert gebildet. Dieser Wert wird in den in diesem Kapitel

vorgestellten Diagrammen zur Viabilitéit gezeigt.

6.2.2.1 AlamarBlue®-Assay

In dieser Arbeit wurde zur Aufklirung der Viabilitit ein AlamarBlue®-Assay durchgefiihrt,

bei dem die Zellen das Molekiil Resazurin zu dem rot fluoreszierenden Resorufin abbauen.
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Fiir den Abbau, eine Reduktion des Farbstoffes, ist NADH/H" nétig, was durch den
Stoffwechsel der lebenden Zelle entsteht. Je weniger Fluoreszenz nach beendeter
Inkubationszeit detektiert wird, desto weniger Zellen haben noch aktiven Stoffwechsel.
Resazurin und Resorufin werden selbst als nicht-toxisch eingestuft, was die Verwendung als
Marker fiir die Viabilitit von Zellkulturen idealisiert. 1%’} Nach erfolgter Zugabe und
beendeter Inkubationszeit kann auf einem Fluoreszenzspektrometer liber 560EX nm/
590EM nm Filter die Fluoreszenz gemessen werden. Alternativ kann die Erfassung der

Absorption an einem UV-Vis-Spektrometer bei 570 nm erfolgen.

6.2.3 Toxizitit von MnO-Dopa-PEG

Um die Verwendung der neu entwickelten, catecholinitiierten Polymere mit den vorher
verwendeten dopaminhaltigen Polymeren (Dopa-PEG) in Hinsicht auf die Toxizitit der
funkitonalisierten Partikel vergleichen zu konnen, wurden MnO-Nanopartikel mit Dopa-
PEG funktionalisiert und das Ergebnis in 4bbildung 88 dargestellt. Die betreffende Probe
zeigt zwar bei 50 pg/mL eine geringen Riickgang der Viabilidt (ca. 75%), doch zeigen die
Konzentrationen von 25 und 100 pg/mL keinerlei Beeinflussung. Es ist zu vermuten, dass
bei der mittleren Konzentration ein Artefakt ein falsch-negatives Ergebnis zeigt bzw

relativiert der hohe Fehlerindikator das negative Ergebnis.
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Toxizitdt von Dopa-PEG-funktionalisierten MnO-Nanopartikeln
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Abbildung 88: Viabilititsassay (AlamarBlue®) von Dopa-PEG-funktionalisierten MnO-
Nano-partikeln in drei Konzentrationen.

6.2.4 Toxizitit der Polymere

Bevor die einzelnen Partikel auf ihre toxischen Effekte untersucht werden konnten, musste
zundchst die Toxizitdit der Polymere selbst aufgekldart werden. Hierzu wurden die
betreffenden Proben von ihrem Losungsmittel befreit. Die im Argonstrom getrocknete Probe
wurde dann unter Einstellung der zu testenden Konzentrationen in MilliQ-Wasser gelost und
steril filtriert (Merck Millipore, Millex-GS; 0,22 pm, MCE Membran). Die erhaltene
Viabilitit nach 24 h Inkubation auf der Zellkultur ist in Abbildung 89 dargestellt.
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Toxizitat von C-PEGs und C-PGs
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Abbildung 89: Viabilititsassay (AlamarBlue®) von den unterschiedlichen Lingen der
Polymere in drei Konzentrationen. Bis auf das C-/inPGio (90% Viabilitit) gibt es keine
negativen Einfliisse auf das Zellwachstum.

Die Viabilititen, die fiir die C-/inPG-Proben erhalten wurden, liegen leicht unter denen fiir
C-PEG. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die C-PG Molekiile nicht sauber vom
verwendeten Losungsmittel DMF trennbar sind. Durch die hohe Zahl an Hydroxylgruppen
haben die Polymere eine groBBere Tendenz sich zusammenzulagern (kleben) und kdénnen so
eventuell kleine Ldsungsmittelreste eingeschlossen haben. Die prozentualen Werte der
ermittelten Viabilitidten zeigen bei allen Polymeren auBler C-/inPGio eine eher wachstums-
anregende Wirkung auf die Zellen, als einen toxischen Effekt. Trotzdem liegt die ermittelte
Viabilitdt fir die C-/inPGio behandelten Zellen iiber 90%, wodurch auch hier nicht von
einem toxischen FEinfluss gesprochen werden kann. Die Polymere sind demnach, wie

prognostiziert und litertaturbekannt, absolut biokompatibel.

6.2.5 Einfluss der Polymermenge auf die Toxizitit

In einem weiteren Vorversuch wurde ermittelt in welchem Verhéltnis zur Partikelmasse die

des verwendeten Polymers stehen muss, um keine toxischen Effekte zu erzielen. Wie in
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Kapitel 5 erwéhnt, reichte bereits ein Partikel zu Polymer Verhiltnis von 1:2 in der Synthese
aus, um die Partikel stabil in wiéssrige Losung zu iiberfiihren. Dies galt fiir alle verwendeten
C-PEG- und C-PG- Polymere. Weitere Verhiltnisse wie 1:3,5 und 1:5 wurden auf die
toxischen Auswirkungen getestet. Die Ergebnisse von allen Polymeren waren miteinander
vergleichbar, daher werden in Abbildung 90 repriasentativ die Werte gezeigt, die fiir
C-linPGao-funktionalisierte MnO-Partikel ermittelt wurden.

Toxizitdt von C-linPG,4 funktionalisierten NPs in verschiedenen NP:Polymer
Verhaltnissen

140
120
100

80 N NP@C-linPG 1:5
B NP@C-linPG 1:3,5
ZNP@C-linPG 1:2

H Control Cells

60 X

Viabilitat / %

40

20

50 pg/mL 25 pg/mL Control

Abbildung 90: Viabilititsassay (AlamarBlue®) von MnO-Nanopartikeln in zwei Konzen-
trationen, funktionalisiert mit C-/inPGz9 in verschiedenen NP:Polymer-Verhaltnissen.

Anhand der ermittelten Daten kann davon ausgegangen werden, dass bei der Funktionali-
sierung der Partikel mit jeglichem Catecholpolymer ein Verhéltnis Nanopartikel zu Polymer
von 1:5 vorliegen sollte, um bei Konzentrationen bis zu 50 pg/mL eine moglichst hohe
Biokompatibilitit zu erzeugen. Bei kleineren Verhiltnissen ist eine signifikante Reduktion
der Viabilitdt (bis auf 50%) zu verzeichnen. Die Werte beschreiben keine drastische
Toxizitét, doch es wird deutlich, dass die Biokompatibilitdt der Partikel beeinflusst wird
durch das verwendete Verhiltnis. Aus diesem Grund sind alle im Folgenden vorgestellten

Partikel-systeme im 1:5 Verhéltnis funktionalisiert worden.
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6.2.6 Toxizitit von C-PEG-funktionalisierten MnO-Nanopartikeln

Im Weiteren wird der Einfluss von C-PEG-funktionalisierten Partikeln auf die Viabilitét
erortert. Die verwendeten Partikel waren hierzu zunichst isotrope MnO-Partikel, da hier kein
storender Einfluss einer weiteren Doméne vorliegt und die ermittelte Toxizitdt groBtenteils
auf Manganoxid zuriickzufiihren ist. In Abbildung 91 ist die Verwendung von verschiedenen

Langen der Polymere C-PEG und einer Probe mit C-PEG-b-PGA dargestellt.

160 5 Toxizitat von C-PEG-funktionalisierten MnO-Nanopartikeln
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Abbildung 91: Viabilititsassay (AlamarBlue®) von MnO-Nanopartikeln in drei Konzen-
trationen, funktionalisiert mit C-PEG in vier verschiedenen Lingen und C-PEG-b-PGA.

Die Verwendung verschiedener C-PEG-Léngen und des C-PEG-b-PGA zeigt in der
Betrachtung der Viabilitit keine eindeutigen Trends. So ist fiir das kleinste C-PEG (mit
sieben Einheiten) bei einer Konzentration von 100 pg/mL eine bedeutende Toxizitdt zu
erkennen, da die Viabilitit verglichen mit den Kontrollzellen bei unter 50% liegt. Allerdings
zeigt dieses Polymer bei den beiden Konzentrationen von 50, bzw. 25 pg/mL mit die besten
Viabilititen verglichen mit den anderen Polymeren. Schon fiir C-PEGy7 liegt die Viabilitit

fiir alle getesteten Konzentrationen bei rund 90%.

162



Ergebnisse und Diskussion

Insgesamt kann zu C-PEG-Funktionalisierungen gesagt werden, dass alle Proben bei
Konzentrationen von 25 oder 50 pg/mL keine stark toxischen Einfliisse auf die Viabilitit
haben. Daher wird die Funktionalisierung mit catecholinitiierten Polymeren als ausreichend

biokompatibel angesehen.

6.2.7 Toxizitit von C-linPG-funktionalisierten MnO-Nanopartikeln

Die gleichen Partikel, die fiir die C-PEG-Funktionalisierung verwendet wurden, kamen zum
Einsatz um die drei C-/inPG-Polymere auf ihre Einsatzfdhigkeit zu testen die Partikel
biokompatibel zu umhiillen. Zu erwarten ist eine Vergleichbarkeit von PEG und PG, da das
Grundgeriist dhnlich ist. In Abbildung 92 ist das Diagramm zum entsprechenden
Viabilititsassay abgebildet. Im direkten Vergleich mit C-PEG-funktionalisierten MnO-
Partikeln ist klarer zu erkennen, dass hohere Konzentrationen einen stdrkeren, toxischen
Einfluss haben. So ergibt die Konzentration von 100 pg/mL fiir alle drei verwendeten
C-linPGs einen Verlust der Viabilitit. Zwar liegen die Werte fiir C-/inPGio und C-/inPGi7-
funktionalisierte Partikel immer noch bei iiber 70%, aber das lingste C-linPGz9 zeigt schon
Werte von unter 40%. Dies konnte mit der Tendenz des C-PGs leichte Partikel-Agglomerate
zu bilden, wie in Kapitel 5 beschrieben, zusammenhéngen. Ein ldngeres Polyglycerol scheint
diese Tendenz zu verstirken und dies resultiert in einer gesteigerten Toxizitdt der
funktionalisierten Partikel. Wie sich genau Agglomerate negativ auf die Zellviabilitit
auswirken ist nicht vollig klar. Vorgeschlagen wird eine mogliche Blockierung der
Zellatmung, aufgrund zu grofer Ablagerungen auf der Zelle oder mechanische Zerstérung
beim Prozess der Internalisierung. Generell kann auch hier gefolgert werden, dass der
Einsatz von C-/inPG bei Konzentrationen bis zu 50 pg/mL als biokompatibel angesehen

werden kann.
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Toxizitat von C-linPG-funktionalisierten MnO-Nanopartikeln
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Abbildung 92: Viabilititsassay (AlamarBlue®) von MnO-Nanopartikeln in drei Konzen-
trationen, funktionalisiert mit drei verschiedenen C-/inPG-Polymeren.

6.2.8 Toxizitat von Heterodimeren

Zur Aufkldrung der toxischen Effekte der zweiten Doméne eines Heteropartikels wurden
FePt@FexO-Partikel mit C-PEG-Varianten funktionalisiert und mit Pt@MnO-C-/inPG-
Partikeln verglichen. In Abbildung 93 ist die Viabilitit der FePt@Fe<O gezeigt. Eine
Toxizitét fir die Verwendung von C-PEG74 war wie zu erwarten bei einer Konzentration von
25 pg/mL nicht vorhanden, allerdings wurden fiir die beiden héheren Konzentrationen nur
noch Viabilitdten von knapp 70% fiir 50 pg/mL, bzw. 55% fiir 100 pg/mL aufgezeichnet.
Dies konnte durch die freiliegende FePt-Domédne verursacht sein. Da allerdings die
Catecholfunktion befdhigt ist die zu 50% im FePt vorhandenen Eisenatome zu
komplexieren, kann argumentiert werden, dass dadurch die Toxizitdt nicht noch weiter
steigt. Dies kann durch zwei Argumente unterstiitzt werden. Die zweite Probe in Abbildung
93 war FePt@FexO funktionalisiert mit C-PEGi2s-b-PGA. Auffillig ist, dass sich die
Viabilitdt konzentrations-unabhéngig verhdlt und bei knapp 130% fiir alle drei

Konzentrationen liegt. Dies konnte ein Hinweis sein, dass die Polymere wie oben
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beschrieben auf der FePt- und der Eisenoxidseite binden und zusitzlich ein Teil des
Polymers mit der Aminofunktion an die Platinatome im FePt bindet. Damit wéren die
Partikel vollstidndig benetzt und ein stealth effect wire erschaffen. Das zweite Argument fiir
eine teilweise besetzte FePt-Domédne wird durch die Messung der Viabilitdt von C-/inPG-
funktionalisierten Pt@MnO-Partikeln unterstiitzt (Abbildung 94). Da hier keine Eisenatome
vorhanden sind, kann das Catecholpolymer nicht an die platinhaltige Doméne binden, die
somit vollkommen frei liegen sollte. Die ermittelte Viabilitdt unterstiitzt diese These. Schon
bei einer Konzentration von 50 pg/mL fillt diese auf rund 50% fiir die beiden kiirzeren
C-linPGs. Lediglich das langste (C-/inPG29) erzielt noch einen Wert um 75%. Bei einer
Konzentration von 100 pg/mL wird fiir alle drei Polymerldngen eine Viabilitdt der Zellen
von unter 10% festgestellt. Allerdings ist der direkte Vergleich der beiden Heterodimere
kritisch zu betrachten, da sowohl das Partikelmaterial, als auch die Art des zum Einsatz
gekommenen Polymers verschieden ist. Die erhaltenen toxischen Effekte konnen somit auch
einen anderen Ursprung als den soeben diskutierten haben. In zukiinftigen Experimenten
muss eine genaue Gegeniiberstellung von Pt@MnO und FePt@MnO statt FePt@FexO
erfolgen, funktionalisiert mit derselben Polymerart und -zusammensetzung. Mit einem
solchen Experiment kann weitere Aufkldrung zu den hier gefundenen toxischen Effekten

betrieben werden.
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Toxizitdt von C-PEG-funktionalisierten FePt@Fe,O-Heteropartikeln
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Abbildung 93: Viabilititsassay (AlamarBlue®) von FePt@Fe<O-Heterodimeren funktio-
nalisiert mit C-PEG und C-PEG/C-PEG-b-PGA in drei Konzentrationen.
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Abbildung 94: Viabilititsassay (AlamarBlue®) von Pt@MnO-Heterodimeren funktionalisiert
mit C-/inPG in drei Langen und drei unterschiedlichen Konzentrationen.
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6.3 Experimenteller Teil

6.3.1 Allgemeines

Alle Arbeitsschritte beziiglich der Zellkultur wurden in einer Sterilbank (Heraeus, Typ
HS12) durchgefiihrt, die vor und nach Benutzen mit 70%igem Ethanol gereinigt wurde. Vor
Einbringen von Substanzen und Gerédten in die Sterilbank wurden diese ebenfalls mit

70%igem Ethanol desinfiziert oder autoklaviert.

6.3.2 Kaultivieren der Zellen

Als KulturgefiBe wurden sterile Zellkulturflaschen mit 75 cm? Bodenfliche verwendet. Die
Zelllinie wurde in McCoys 5A Medium bei 37°C und einer CO2-Atmosphére von 5% unter
folgenden Zusitzen kultiviert: 10% fetales bovines Serum, 1% Penicillin-Streptomycin
(PEST, 10000 U/mL Penicillin und 10 mg/mL Streptomycin), 2mM L-Glutamin, 1 x
Mycokill und 1 x MEM NEA (non-essential amino acids). Reinigungsschritte fiir die Zell-
kultur wurden mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) durchgefiihrt.

6.3.3 Passagieren der Zellen

Eine Passage der Zellen wurde durchgefiihrt, sobald Konfluenz und eine Zellzahl zwischen
2,5 und 4*10° erreicht wurde. Zum Abldsen der adhdrenten Zellkultur wurde 2 mL
Trypsin/EDTA verwendet. Die Einwirkung erfolgte fiir 5 min bei 37°C, danach wurden die
abgelosten Zellen mit 3 mL Nidhrmedium versetzt um die Trypsinaktivitit zu inhibieren, in
einem Zentrifugenrohr gesammelt, zentrifugiert (10 min, 1000 rpm) und das erhaltene
Zellpellet in 5 mL Néhrmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde iiber eine Zdhlkammer
(Fuchs-Rosenthal, Marienfeld) mit einer Tiefe von 0,2 mm bestimmt, unter Verwendung

folgender Losung: 20 uL Zellsuspension, 10 pL. MilliQ-Wasser und 10 pL Trypanblau. Der

167



Toxizitdt von biofunktionalisierten Nanopartikeln

Kammerfaktor der verwendeten Zahlkammer war 5000, welcher durch Multiplikation mit
der bestimmten Zellzahl und dem Zell-Suspensionsvolumen die tatsdchliche Zellzahl
wiedergab. Die Zellen wurden in sterile Zellkulturflaschen (75 cm?) iiberfiihrt (60000 Zellen

pro Flasche) und weiter kultiviert.

6.3.4 Cytotoxizitiitstests (AlamarBlue®)

Zur Vorbereitung eines Cytotoxizititstests wurde nach Bestimmung der Zellzahl eine
96-well-Platte mit Zellen bestiickt (Zelldichte pro well: 15000). Hierbei wurden einige wells
ausgelassen um spdter mit purem Medium befiillt zu werden, wodurch der
Hintergrundeinfluss subtrahiert werden konnte. Das Volumen des Mediums pro well war
100 pL. Nach 24 h wurde das Medium entfernt und die adhdrenten Zellen 2 x mit PBS
gewaschen bevor die zu testenden Konzentrationen an Nanopartikeln appliziert wurden. Die
Nanopartikelproben wurden zuvor auf eine Stammldsungskonzentration von 1 mg/mL
gebracht (MilliQ-Wasser, Probe steril filtriert) und durch entsprechende Verdiinnung mit
Néahrmedium auf die Testkonzentrationen von 100, 50 und 25 pg/mL gebracht bei einem
Endvolumen von 200 pL/well. Die Inkubationszeit betrug weitere 24 h, bevor das Medium/
Wasser Gemisch entfernt wurde und die Zellen 2 x mit PBS gewaschen wurden.
AnschlieSend wurden 20 pL/well AlamarBlue®-Losung (20% des Totalvolumens pro well)
zugegeben und fiir 3 h inkubiert.
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6.4 Zusammenfassung

Die getesteten nanopartikuldren Systeme zeigten vielversprechende Ergebnisse betreffend
ithrer Toxizitdt. Es konnte gezeigt werden, dass sich catecholinitiierte Polymere mit Dopa-
Polymeren vergleichbar gut eignen, die Partikeltoxizitdt einzuschrinken und damit die
notige Biokompatibilitdt zu gewéhrleisten. Heterodimere wie FePt@FexO und Pt@MnO
konnten zusétzlich zu isotropen Partikeln wie MnO als nicht toxisch befunden werden,
solange das verwendete Partikel als Edelmetalldoméne FePt enthielt. Im Falle von Platin als
einer der Domdnen muss eine weitere Funktionalisierung angefiigt werden, um dessen
toxischen Effekte einzuschrinken. Allerdings zielt schon die Verwendung von janusartigen
Heterodimeren auf die orthogonale Funktionalisierung ab, sodass sich danach das Problem
der Toxizitét erlibrigen sollte, sobald eine Funktionalisierung der Domédne angefiigt wurde.
In weiteren Experimenten soll die Toxizitdt der verwendeten Polymere, insbesondere der
C-PGs, noch weiter eingeschriankt werden und damit auch die toxischen Effekte durch die
Partikelproben. Erreicht werden kann dies {iber ein sorgfaltiger durchgefiihrtes
Aufreinigungsverfahren und durch den Tausch des Losungsmittels des C-PGs von DMF zu
Methanol. Wie in Kapitel 5 berichtet, wird vermutet, dass die Agglomerationstendenz durch
der C-PG-funktionalisierten Partikel mit Losung in DMF zusammenhdngen konnte und
daher zu Methanol gewechselt werden sollte. Weiterhin wird vermutet, dass sich DMF
schlechter aus den Polymerketten entfernen ldsst und daher zu den leichten toxischen

Einflussen fuhren kann.
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Kapitel 7

Zusammenfassung und Ausblick

7.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei grundlegende Themen behandelt, die miteinander
kombiniert wurden um eine effektive Anwendung der erhaltenen Systeme zu garantieren. Es
wurde die rein anorganisch-chemische Synthese von metallischen Nanopartikeln wie MnO,
FePt, Platin, sowie Heterodimeren wie Pt@MnO und FePt@MnO vorgestellt. Die zu Grunde
liegenden Theorien zur Kontrolle des Wachstums dieser Partikel wurden ausfiihrlich
diskutiert. Zusétzlich wurde die Synthese der neuartigen Struktur der Pt@MnO-Nanoketten
vorgestellt und diskutiert. Hierbei handelt es sich um Platin-Nadeln mit hohen Aspekt-
verhaltnissen, auf welche mehrere MnO-Doménen aufwachsen konnen. Ebenso wurde
ausfilhrlich auf die Verwendung neuartiger Polymere zur Funktionalisierung der
vorgestellten Nanopartikel eingegangen, die dadurch stabil in wissriger Losung dispergiert
werden konnten. Die verwendeten Polymere basierten auf den Polyethern
Poly(ethylenglycol) und Poly(glycerol), welche als Initiatorgruppe eine Catecholfunktion
trugen. Die Architektur dieser catecholinitiierten Polymere war eine Weiterentwicklung der

Dopa-PEG-Polymere, die am hdufigsten eingesetzten Polymere zur effektiven Bindung an
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Nanopartikelsysteme der 3d-Ubergangsmetalle zum Zwecke der Uberfiihrung in Wasser.
Die Verwendung der Catecholfunktion zur Anbindung an solche Partikel wurde von der
Aminosdure L-DOPA inspiriert, welche in adhdsiven Muschelproteinen vorkommt und so
den festen Halt der Muschel auf metallhaltigen Gesteinen und Untergriinden ermoglicht. Die
hohe Komplexbildungskonstante ist hierbei fiir die stabile Bindung verantwortlich. Die
Weiter-entwicklung der Dopa-PEG-Polymere zu catecholinitiierten Polymeren brachte
deutliche Verbesserungen in der Synthesefiihrung und der Produktqualitit, was die
Verfiigbarkeit fiir die Partikelfunktionalisierung verbesserte. Dadurch konnte die Effektivitét
der Partikel-funktionalisierung mit den neuartigen Polymeren erhoht werden. Weiterhin
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die funktionalisierten Partikelsysteme nur
geringe toxische Effekte in vitro hervorriefen, was den geplanten Einsatz in vivo begiinstigt.
Die beabsichtigte Anwendung war die des aktiven cell targetings auf Tumorgewebe oder
Zellen des Immunsystems zur direkten oder indirekten Krebstherapie. In Kombination mit
den metallischen Kernen der Partikel konnte zusdtzlich die Verbesserung tomographischer
Methoden wie MRT und CT durch Kontrasterhohung getestet werden. Die bio-
funktionalisierten Nanopartikel eigneten sich somit fiir den Einsatz als Carriersystem fiir die
Theranostik: gezielter Wirkstofftransport, geringe Toxizitdt, hohe Biokompatibilitit und
gleichzeitige Ausnutzbarkeit physikalischer Eigenschaften.

7.2 Ausblick

Durch die erfolgreichen Funktionalisierungen metallischer Nanopartikel mit diversen
catecholinitiierten Polymeren wie C-PEG sind vielversprechende Anwendungs-
moglichkeiten aufgezeigt worden. Hervorgehoben werden soll die Moglichkeit cell targeting
auf Zellen des Immunsystems, dendritische Zellen, durchzufiihren. Die ersten hierzu ver-
offentlichten Ergebnisse zeigen die grundlegende Effektivitidt der mit einem spezifischen
Antikorper funktionalisierten Partikel auf. Daher muss in folgenden Experimenten spezieller

auf das erfolgende targeting eingegangen werden. So wird zum Beispiel eine dosisabhéngige
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Ausblick

Aktivierung der DCs durch funktionalisierte Partikel Aufschluss dariiber geben, wie hoch
die Konzentration tatsichlich sein muss, um eine immunogene Wirkung in vivo zu erreichen
und dabei moglichst niedrige toxische Effekte zu erzielen. Hierbei kann auf die Erkenntnisse

der hier gezeigten Viabilitdtsassays zuriickgegriffen werden.

Weiterhin wird die Anwendung von Heterodimeren fiir die Chelatorkopplung zur
Isotopenmarkierung weiterentwickelt. Da die PET heute fast ausschlieBlich als PET/
CT-Kombination zum Einsatz kommt, bietet sich die platinhaltige Komponente der Dimere

an, den fiir die CT notigen Kontrast zu erhdhen.

Die entwickelte neue Struktur der Pt@MnO-Ketten liefert interessante Moglichkeiten der
Anwendung, wie die der gezielten Anbindung der Struktur mittels Polymerlinker an
Silicaoberflichen. Hier konnte sich das Gebiet der nanostrukturierten Katalysatoren als
Zielanwendung anbieten. Dennoch muss der Entwicklung und Synthese dieser Struktur und
der zur Synthese notigen Platindrdhte weitere Aufmerksamkeit gegeben werden, um die

Herstellung zuverldssig reproduzierbar zu gestalten.

Die Funktionalisierung der Nanopartikel mit catecholinitiierten Poly(glycerolen) bietet im
Gegensatz zu PEG mehr Moglichkeiten der Funktionalisierung aufgrund der erhdhten Zahl
an Hydroxylgruppen. Besonders hyperverzweigte Strukturen sind hierbei vielversprechend
im Hinblick auf verschiedene Biofunktionalisierungen. Die auftretenden Probleme die in
dieser Arbeit diskutiert wurden, betreffend Aggregation der PG-funktionalisierten Partikel,
zeigen die Notwendigkeit auf, die Synthese zu optimieren. Da davon ausgegangen wird, dass
eben die gewlinschte hohe Zahl an Hydroxylgruppen zu der verstirkten Agglomeration der
Partikel fiihrt, wird in Zukunft mit erhdhten Ionenstirken gearbeitet, um Wasser-
stoftbriickenbindungen zu minimieren. Ebenfalls zeigten erste Tests, dass das Losungsmittel
zur Lagerung der Polymere veridndert werden sollte, da durch dessen Variation die Tendenz

zur Aggregation scheinbar verringert wurde.
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Kapitel 8

Material und Methoden

8.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Alle verwendeten Chemikalien.

Chemikalie Hersteller Katalognummer
Pt(acac)2, 98% abcr AB121416
Fe(CO)s Sigma 195731
Tetraethylorthosilicat Aldrich 865716
IGEPAL® CO-520 Sigma-Aldrich 238643
PEG-TES abcr AB212452
Aminopropyltriethoxysilan, 99% | Aldrich 440140
1-Octadecen, techn., 90% Sigma-Aldrich 0806
n-Heptadecan abcer AB207141
Hexan Sigma-Aldrich H/0355/17
Dimethylformamid Sigma-Aldrich 33120
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Tetrahydrofuran Sigma-Aldrich 87368
Chloroform VWR 22711.290
Isopropanol (tech.) VWR -

Ethanol (tech.) VWR -

Aceton (tech.) VWR -

Olséure Fisher 204-207-1
Oleylamin, 80-90% Acros 129541000
Fluoreszeinisothiocyanat Sigma-Aldrich F7250
Rhodamin-B-Isothiocyanat Sigma-Aldrich 283924
McCoys 5SA Medium Sigma M8403
Mycokill PAA P11-016
L-Glutamin Sigma G7513
Fetal Bovine Serum Sigma F7524
Penicillin-Streptomycin Sigma P4333
MEM non essential amino acids | Sigma M7145
AlamarBlue® Biozol BZ100727
Trypsin-EDTA, 0,25% Sigma T4049
PBS Sigma

Natriumchlorid AnalaR 27810.295
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8.2 Methoden

Hier werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerdte zusammengestellt und auf

Probenvorbereitung und Parameter eingegangen.

8.2.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur Untersuchung der hydrophoben Nanopartikel am TEM wurden ca. 50 pL der geldsten
NP mit 1 mL Hexan verdiinnt und ein Tropfen auf ein TEM-Grid (Graphitbeschichtung)
aufgebracht. Wasserldsliche Nanopartikel wurden generell unverdiinnt in Wasser
aufgebracht, bei hydrophoben Partikeln erfolgte die Auftragung ausschlielich aus Hexan.
Die préparierte Probe wurde mit einem Philips Transmissionselektronenmikroskop EM-420
abgebildet. Die Beschleunigungsspannung des Gerdtes betrdagt 120 kV, das Auflosungs-
vermoOgen liegt bei 3,3 nm. Als Elektronenquelle dient eine LaB¢ Kathode. Die
Bildaufnahme erfolgte mit einer Slow-scan CCD Kamera (1k - 1k).

8.2.2 UV-Vis-Spektroskopie (UV-Vis)

Die UV/Vis-spektroskopischen Messungen wurden mit einem Cary Varian 5G UV-Vis-NIR-
Spektrometer durchgefiihrt. Als Probengefil wurde eine Quarzkiivette verwendet. Jede
Messung wurde hintergrundkorrigiert indem das jeweilige Losungsmittel als Blindprobe
vermessen und von der gemessenen Probe abgezogen wurde. Die Auswertung der Daten

erfolgte mit Microsoft Excel.

8.2.3 Pulverrontgendiffraktometrie (XRD)

Die Aufnahmen der Pulverdiffraktogramme von MnO-Partikeln erfolgte an dem Zwei-Kreis-
Diffraktometer Bruker AXS D8 Advance mit ungefilterter Mo-Ka-Strahlung, energie-
dispersivem Detektor (MoKa-Dublett) Bruker AXS SolX und 9-fach Probenwechsler in
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Bragg-Brentano Geometrie. Die Probenpréiparation erfolgte zwischen zwei ,,Scotch-Tape-
Magic-Streifen”. Die Phasenanalyse erfolgte mit Bruker AXS EVA anhand der PDF-2
Datenbank. Die Messung der Diffraktogramme von Platinpartikeln und Platin-Nadeln
erfolgte an einem Siemens D5000 Pulverdiffraktometer mit einem Braun M50 sensitiven

Detektor und Cu-Ka-Strahlung. Die Phasenanalyse erfolgte mittels Rietveldverfeinerung.

8.2.4 Dynamische Lichtstreuung Zetasizer (DLS)

Die Experimente zur Lichtstreuung wurden an einem Malvern Zetasizer Nano ZS
durchgefiihrt. Das Probenvolumen von ca. 800 pL wurde filtriert (sieche 8.2.7) und in
Kiivetten iiberfiihrt (Disposable capillary cell DTS1061, Malvern). Konzetrationsbereich der
Partikeldispersion: 0,5 bis 1 mg/mL. Die Messung wurde bei einem Winkel von 173° und
einer Temperatur von 25°C durchgefiihrt. Die Messung bestand aus 25 Einzelmessungen,
aus denen die mittlere GroBBenverteilung errechnet wurde. Die Auswertung erfolgte mittels

Microsoft Excel.

8.2.5 Winkelabhingige Dynamische Lichtstreuung (wDLS)

Die Experimente zur winkelabhidngigen Lichtstreuung wurden nach dem folgenden
Vorgehen durchgefiihrt: Eine 30° DLS Messung wurde mittels ALV3000 linear single tau
Korrelator (max. 1024 Kanéle) an einem ALV SP86 Goniometer (ALV GmbH Langen,
Lauda Ultrathermostat) bei 20°C durchgefiihrt. Der verwendete Laser war ein HeNe-Laser
(Uniphase 632,8 nm; 25 mW Ausgangsleistung). Die winkelabhidngigen Experimente
wurden an einem ALV-CGS 8F SLS/DLS 5022F Goniometer mit HeNe-Laser (Uniphase
632,8 nm; 25 mW Ausgangsleistung), acht simultan arbeitenden ALV7004 multi tau
Korrelatoren und acht QEAPD Avalanche Photodiodendetektoren mit jeweils 17° Abstand
zueinander durchgefiihrt. Fiir die Messungen der Korrelationsfunktionen wurden die
Streuwinkel zwischen 30° und 158° mit 8° und 9° Schritten variiert. Die Feld-

korrelationsfunktion wurde mittels Bi-Exponentialfunktion angepasst:
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gi(t) = Ar-exp(-Di-q* 't) + A2-exp(-D2-q* )

mit dem Streuvektor q=4n-n-sin(©/2), den Amplituden A; und A, und den Diffusions-
koeffizienten D; und D, welche die Berechnung des apparenten z-gemittelten
Diffussionskoefizienten ermoglichen aus:

Dapp= (A1~ D1 + A2- Do) (A1 + Az)!

Der hydrodynamische Radius wurde nach der Stokes-Einstein-Gleichung berechnet:

Ri = <1/Rp>z! =k-T-(6n©Dapp)™'.

8.2.6 Microwell Plate Reader fiir 96-well-Platten

Die Ergebnisse der Viabilitétstests unter Verwendung von AlamarBlue® wurden an einem
microplate reader (Fluoroscan Ascent Microplate reader) erhalten (540 nm Ex, 600 nm Em)
und mit den Ergebnissen der Kontrollproben (unbehandelte Zellen und pures Medium)

verrechnet.

8.2.7 Sterilfiltration

Alle Filtratrions- und Sterilfiltrationsschritte in dieser Arbeit, bis auf die fir die wDLS
durchgefiihrten, wurden mit einem Millex-GS Spritzenfilter mit einer Porengréfle von
0,22 um von Merck Millipore durchgefiihrt. Die Membran bestand aus gemischten
Zelluloseestern (MCE). Der Filter wurde vor Verwendung mit 2 mL MilliQ-Wasser gespiilt

und die entsprechende Probe nach 1 mL Totvolumen aufgefangen.
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