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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung eines nichtviralen, effizienten
Transfektionsmittels mit einer Kern-Schale-Struktur in der GroRenordnung bis 100 nm.
Daflir werden magnetische, negativ geladene Eisenoxid-Nanopartikel mittels Thermolyse
mit einem Durchmesser von 17 nm synthetisiert und in Wasser Uberflihrt. Diese
Nanopartikel bilden den Kern des Erbgut-Trdagers und werden mittels Layer-by-Layer —
Verfahren (LbL) mit geladenen Polymeren, den bioabbaubaren Makromolekiilen Poly-L-
Lysin und Heparin, beschichtet. Dafir wird zunidchst eine geeignete Apparatur
aufgebaut. Diese wird zur Herstellung von Kern-Schale-Strukturen mit funf
Polyelektrolytschichten verwendet und liefert Partikel mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von 58 nm, die bei Abwesenheit von niedermolekularem Salz aggregatfrei
sind. Das System wird gegen Salz stabilisiert, indem die letzte Poly-L-Lysin-Schicht mit
Polyethylenglycol modifiziert wird. Die so entstandenen Multischalenpartikel zeigen
weder im PBS-Puffer noch in humanem Serum Aggregation. Mittels winkelabhangiger
dynamischer Lichtstreuung wird die Aggregatbildung kontrolliert, wahrend {-Potential-
Messungen die Kontrolle der Oberflachenladung erlauben.

Da siRNA auf Grund ihres negativ geladenen Phosphat-Riickgrats ebenfalls ein
Polyelektrolyt ist, wird sie aggregatfrei auf die positiv geladenen PLL-Nanopartikel
aufgetragen. Die eingesetzte siRNA ist farbstoffmarkiert, um eine Detektion in vitro zu
ermoglichen. Jedoch sind die entstandenen Komplexe mittels Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS) nicht nachweisbar. Auch die Fluoreszenzmarkierung der PEGylierten
AuBenschale mittels kupferfreier Click-Chemie ist in der FCS nicht sichtbar, sodass eine

Fluoreszenzausléschung der Farbstoffe in den Multischalenpartikeln vermutet wird.






Summary

The present work deals with the development of a non-viral, efficient transfection agent
with a core-shell structure and a size below 100 nm. Magnetic, negatively charged iron
oxide nanoparticles (d = 17 nm) are synthesized via thermal decomposition and
transferred into water. They form the core of the gene carrier system and are coated
with charged and biodegradable polymers like poly-L-lysine and heparin. First, a device is
designed for this layer-by-layer assembly. This device is then used to synthesize core-
shell structures with five polyelectrolyte layers, which have a hydrodynamic diameter
around 58 nm and are aggregation-free in the absence of low-molecular salt. To stabilize
the system, the last poly-L-lysine layer is modified wit polyethylene glycol. The
developed multilayer particles show no aggregation in PBS-buffer or human serum.
Possible aggregation is monitored by angle-dependent dynamic light scattering, whereas
the surface charge is controlled via (-potential measurement.

Because of the negatively charged phosphate backbone, siRNA is also a polyelectrolyte.
Therefore it is coated onto positive charged PLL-nanoparticles without the occurrence of
aggregation. For detection in vitro the siRNA is fluorochrome labeled. However, the
resulting complexes cannot be detected via fluorescence correlation spectroscopy (FCS).
Next, the PEGylated outer layer of the synthesized particles is fluorescent labeled by
copper-free click chemistry. The corresponding multilayer particles are also not

detectable with FCS, therefore possible quenching effects can be assumed.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Ein grofRer Teil der biomedizinischen Forschung beschaftigt sich mit der Entwicklung von
einfachen, schnellen und gut vertraglichen Methoden fiir die Krebstherapie. Die
haufigsten Krebsbehandlungen sind chirurgische Entfernung des Tumors, Bestrahlung
und Chemotherapie. Eine Operation ist nur dann erfolgreich, wenn der Primar-Tumor
keine Metastasen ausgebildet hat oder diese ebenfalls entfernt werden kénnen. In der
Chemotherapie werden Zytostatika verabreicht, die das Zellwachstum bzw. die
Zellteilung hemmen. Diese Chemikalien téten jedoch nicht nur Tumorzellen, sondern
auch Zellen mit einer hohen Teilungsrate wie zum Beispiel Haarfollikel. Zudem gibt es
Hinweise darauf, dass Chemotherapeutika die Tumor-Stammzellen nicht téten und dass
sogar eine Medikamenten-Resistenz aufgebaut wird®. Bestrahlung wird in Kombination
mit einer der anderen beiden Behandlungsmethoden eingesetzt. Sie setzt eine genaue
GroRen- und Lagebestimmung des Tumors voraus, um die Schiaden in gesundem
Gewebe gering zu halten. Alle drei Methoden der Krebsbehandlung haben starke
Nebeneffekte wie Ubelkeit, Haarverlust und viele mehr.

Deswegen missen neue Strategien entwickelt werden, die beispielsweise die
Medikamenten-Aufnahme in gesundes Gewebe reduzieren. Die sogenannten drug-
delivery-Systeme bestehen aus synthetischen Polymeren oder partikuldren
Tragersystemen kombiniert mit einem therapeutischen Wirkstoff®. Die Vorteile dieser
Systeme sind vielfaltig: Werden kleine Therapeutika an maligeschneiderte Polymere
bzw. synthetische Partikel konjugiert, so erhoht sich ihre Halbwertszeit in vivo. Die
Nierenauschlussgrenze liegt bei 10 nm, d.h. groBere Systeme werden nicht renal aus
dem Blut gefiltert. Andererseits entfernt das Retikuloendotheliale System (RES) schnell
Partikel in der GroRenordnung Uber 100 nm?>. Deswegen ist eine genaue
GroReneinstellung des Wirkstoff-Konjugats notig. Zudem kann durch die Anbringung von
Biomolekilen wie Antikérpern ein zielgerichteter Transport ermoglicht werden,
wodurch die Medikamentendosis drastisch gesenkt werden kann.

Nicht nur synthetische Therapeutika sind zur Krebstherapie geeignet. Auch das
Verabreichen von Nukleinsduren und damit das Eingreifen auf Erbgut-Ebene kann als

Strategie eingesetzt werden. Die sogenannte Transfektion, der Nukleinsdaure-Transport
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in eukaryotische Zellen, kann in Form von viralen Vektoren mit hoher Effizienz aber auch
erheblicher, potentieller Toxizitat durchgefihrt werden®. Neuere chemische Verfahren
sind die Komplexbildung aus kationischen Polymeren und DNA® sowie die
Calciumphosphat-DNA-FéIIungG. Diese weisen wiederum eine niedrige Effizienz sowie
Spezifitat auf. Deswegen werden analog zu den drug-delivery-Systemen
malgeschneiderte Transfektionsmittel fiir den in vivo - Einsatz gesucht. Sie sollen die
Nukleinsduren schitzen, sie zielgerichtet transportieren und dabei biokompatibel sein,
um moglichst geringe Nebenwirkungen zu verursachen. Zudem ist eine Genehmigung
durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) nur dann moglich, wenn das System
reproduzierbar und in Bezug auf Toxizitit und Immunogenitat umfangreich

charakterisiert ist.



ZIELSETZUNG

2. Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertation ist die Entwicklung eines nichtviralen, effizienten
Transfektionsmittels. Dieses soll biokompatibel und bioabbaubar sein sowie eine GrolRe
im Bereich zwischen 10 nm und 100 nm aufweisen.

Dabei soll die Nukleinsdure nicht einfach nur mit einem Polymer komplexiert werden.
Vielmehr wird in Anlehnung an Histone im humanen Genom die DNA oder RNA auf ein
spharisches Templat aufgetragen. Dazu soll die Layer-by-Layer — Methode (LbL)
verwendet werden, mit der geladene Polymere auf ein entgegengesetzt geladenes
Partikel aufgebracht werden kénnen. Da Nukleinsdauren wegen ihres negativ geladenen
Phosphat-Rickgrats ebenfalls Polyelektrolyte sind, kdnnen sie zwischen zwei kationische
Schichten eingebettet werden. Das LbL-Verfahren ist vorteilhaft, da es in wassriger
Losung und ohne toxische Chemikalien durchgefiihrt werden kann.

Magnetische Eisenoxid-Nanopartikel, die mittels Thermolyse uniform und
reproduzierbar synthetisiert werden koénnen, sollen die Kern-Template bilden. Als
Polyelektrolyte werden unter anderem die bioabbaubaren Makromolekiile Poly-L-Lysin
und Heparin verwendet.

Eine hohe Transfektionseffizienz beruht zum grolen Teil auf dem Schutz der
Nukleinsdauren gegen entsprechende Nukleasen (DNasen bzw. RNasen). Deswegen soll
das Erbgut von mehreren Polylektrolytschichten umgeben und so sterisch geschiitzt
werden. Der Vorteil dieser Kern-Schale-Architektur ist, dass neben der Nukleinsaure-
Therapie gleichzeitig die Verteilung der Partikel im Koérper mittels Farbstoffmarkierung
sowie magnetisch durch MRT detektiert werden kann. Ein weiterer Vorteil von
magnetischen Partikeln ist, dass sie Magnet-induziert zu ihrem Zielort geleitet werden
kdnnen.

Da die GroRRe der Multischalenpartikel ausschlaggebend fir ihre Bioverteilung ist, muss
diese nach jeder Elektrolytschicht mittels winkelabhangiger dynamischer Lichtstreuung
analysiert werden, um unkontrollierte Aggregatbildung sicher ausschlielen zu kénnen.
Dartiber hinaus erlaubt eine Messung des ({-Potentials mittels elektrophoretischer

Lichtstreuung die Kontrolle der Oberflachenladung.
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3. Grundlagen
3.1 Nanopartikel

Das Wort nano stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,Zwerg”. Als Nanopartikel
werden im Allgemeinen Materialien mit einer GréRe von 1 nm bis 100 nm bezeichnet.
Richard Feynman setzte 1959 mit seiner Rede "There’s Plenty of Room at the Bottom”
den Grundstein fur die Nanotechnologie. Er schlug in seinem Vortrag auf der
Jahreshauptversammlung der Amerikanischen Physikalischen Gesellschaft die
.. Manipulation und Steuerung von Dingen im winzigen MaRstab“ vor ’. Wegen dem
groRen Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis bekommen Oberflacheneigenschaften in der
GroRenordnung von 11072 bis 1-107’m einen signifikanten Einfluss. Neben hoher
Reaktivitdt zeigen Nanomaterialien groRenabhingige optische und magnetische
Eigenschaften und stellen den Ubergang vom Makrokristall zu molekularen Strukturen
dar. Zum Beispiel absorbieren Goldnanopartikel (quantum dots) je nach GroRe
unterschiedliche Wellenldangen des Lichts, da sie diskrete Energiezustinde und
groRenabhangige Bandliicken zwischen LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) und
HOMO (highest occupied molecular orbital) aufweisen. Eine andere Besonderheit zeigen
magnetische Nanopartikel: Sind sie klein genug, so verhalten sie sich wie einzelne
Magnete.

Nanopartikel sind von groRem Interesse flir biomedizinische Anwendungen, da ihre
GrolRe so eingestellt werden kann, dass sie der von Viren (20-450nm) und Proteinen (5-
50nm) entspricht. Jedoch ist nicht allein die GroRRe der Partikel ausschlaggebend fir die
Zellaufnahme, sondern vielmehr ihre Oberflaicheneigenschaften. Um die
Wasserloslichkeit und Biokompatibilitdit zu gewahrleisten, bendtigen besonders
anorganische Partikel eine Stabilisierung, zum Beispiel durch die Komplexierung mit
synthetischen Polymeren. Magnetische Eisenoxidnanopartikel gehdéren zu den
umfangreich untersuchten Materialien, da sie eine Vielzahl winschenswerter
Eigenschaften aufweisen. lhre Synthese durch waéssrige Fallung ist einfach, schnell und
relativ kostenglinstig. Die Partikel zeigen ein superparamagnetisches Verhalten mit

hoher magnetischer Sattigung und Biokompatibilitit®, was sie zu idealen Kandidaten fiir
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biomedizinische Anwendungen wie Hyperthermie und Molekiltransport macht (siehe

Abschnitt 3.2.6).

3.2 Eisenoxid-Nanokristalle

3.2.1 Einleitung

Eisenoxid existiert in sechzehn Modifikationen, die in Oxide, Oxid-Hydroxide oder
Hydroxide unterteilt werden®. Drei der verbreitetsten eisenhaltigen Mineralien sind
Hamatit (a-Fe,03), Magnetit (Fe3O4) und Maghemit (y-Fe,0s3).

Sie sind ferrimagnetisch und besitzen ein Kristallgitter, das aus einer dichtesten Packung

2+ oder

der Sauerstoffionen besteht (fcc oder hcp), welches wiederum partiell mit Fe
Fe3tgefillt ist. Magnetit kristallisiert zum Beispiel als inverser (ILIII)-Spinell. In einer
kubisch-dichtesten Packung aus Sauerstoffatomen sind 1/8 der Tetraederliicken durch
die Halfte der Fe3*-Kationen besetzt, wahrend die restlichen Fe3*- und Fe?*-Kationen

die Halfte der vorhandenen Oktaederliicken einnehmen.

3.2.2 Synthese von Nanopartikeln

Eine einfache und kostenglinstige Synthese von Fes04-Nanopartikeln ist die erstmals von
Massart 1981 veroffentlichte®® Fallung von FeCl, und FeCls in wassriger Losung unter
basischen Bedingungen und in Abwesenheit von Sauerstoff. Die GroRe, Form und
Komposition der Nanokristalle ist abhangig von dem pH Wert, der Temperatur, dem
Verhiltnis Fe?* zu Fe** sowie der lonenstirke der Lésung. Unter geeigneten Bedingungen

lassen sich so GréRen von 4 nm bis 16 nm einstellen’.

Fe?* + 2Fe3* + OH ————> Fe;0, + 4H,0

Abbildung 1
Reaktionsgleichung bei der Fallung von FeCl, und FeCl; in wassriger Losung unter
basischen Bedingungen
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Bei Anwesenheit von Sauerstoff findet eine langsame Umwandlung in Maghemit
(y-Fe,03) statt. Deswegen ist eine Stabilisierung mit Polymeren wie Polyacrylsdure,
PEG", oder Dextran™ notig. Diese Syntheseroute liefert in Wasser dispergierbare
Nanopartikel. Diese sind jedoch polydispers und liegen in aller Regel als Agglomerate,

bestehend aus einer Anzahl an Eisenoxidkernen, vor®.

Eine andere, kontrollierte Mdglichkeit ist die Thermolyse von Organometallen in
hochsiedenden LOsungsmitteln in Gegenwart verschiedener Stabilisatoren. Diese
Methode trennt beim Kristallisationsprozess die Keimbildung von der Reifung und liefert
so monodisperse Eisenoxidkristalle. Als Ausgangsstoffe kénnen Eisencarbonyle®,
Eisenacetylacetonate’” und Eisen-Fettsiuresalze'® '° dienen. Olsdure und andere
Fettsduren, sowie Oleylamin und andere aliphatische Amine werden als Tenside
verwendet. Um die Produkteigenschaften zu kontrollieren, missen das Verhaltnis von
Ausgangsstoff zu Tensid und zu Losungsmittel, die Temperatur, die Dauer sowie die
Heizrate genauestens eingestellt werden. Nicht nur kugelférmige Partikel sondern auch
Nanoquader sind Uber die Thermolyse von z.B. Eisen(lll)acetylacetonat in Gegenwart
von 1,2-Hexadecandiol, Olsiure und Oleylamin in Diphenylether zuganglich®’.

Eine der ersten Thermolyse-Synthesen beginnt mit der Bildung von Eisenoleat-
Komplexen aus Eisencarbonyl, die anschlieBend bei 300°C in Octylether erhitzt werden.
Die monodispersen 4 bis 16nm groflen Nanokristalle konnen dann mit
Trimethylaminoxid (TMAO) zu y-Fe,05 oxidiert werden®®. In 2004 schlugen dann Peng®?,
Hyeon19 und Colvin® unabhangig voneinander einfache und reproduzierbare Methoden
vor, die zur Synthese monodisperser FesO4-Nanopartikel ohne Verwendung toxischer
Eisencarbonyle herangezogen werden kdnnen.

Ein Beispiel ist die Zweistufenreaktion nach Hyeonle. Sie beginnt mit der Umsetzung von
Eisen(lll)Chlorid und Natriumoleat zu Eisenoleat mit anschliefender Zersetzung in einem
hochsiedenden Lésungsmittel wie Octadecen in Gegenwart von Olsiure. Indem das
Verhiltnis von Olsdure zu Eisenoleat sowie die Zersetzungstemperatur variiert wird,
kann die GroBe der Partikel prazise zwischen 8 nm und 50 nm eingestellt werden.

Zudem fihrt diese Synthese zu einer hohen Ausbeute.
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3.2.3 Magnetismus

Magnetische Felder lassen sich in Vakuum durch die magnetische Flussdichte (Induktion)
B, die Magnetfeldstarke H und die Permeabilitdt im Vakuum pq beschreiben®:
B = uoH (1)
Wird ein Korper in ein homogenes Magnetfeld gebracht, so resultiert im Inneren eine
Induktion Bjunen. Sie setzt sich aus der duBeren Flussdichte und der magnetischen
Polarisation J zusammen, die wiederum die Aufnahmefdhigkeit des Materials, die
Suszeptibiliat xy, beinhaltet:
Binnen = Baugen +J = Baugen T XvBaugen (2)

Ublicherweise wird das Verhalten magnetischer Materialien durch die Magnetisierung M
beschrieben:

J
M = XyHaugen = — (3)
Ho
Die Magnetisierung M wiederum ist definiert als das magnetische Moment p;,q, pro
Volumen:
Hmag
M=— 4
7 (4)
Fir die Suszeptibiliat x gilt:
e Diamagnetische Stoffe xv <0

e Paramagnetische Stoffe xy >0

e Ferromagnetische Stoffe xy > 0

Die atomaren magnetischen Momente diamagnetischer und paramagnetischer
Materialien sind in Abwesenheit eines Magnetfelds zufallig verteilt, sodass die
resultierende Magnetisierung null ist. Dagegen konnen in Ferro-, Ferri- oder
Antiferromagneten geordnete Domanen beobachtet werden, die durch Domanenwande
getrennt sind. Diese Weisschen Bereiche enthalten magnetische Momente, die in
derselben Richtung gekoppelt sind.

Die magnetostatische Energie steigt proportional mit steigendem Materialvolumen, die
Energie der Domanenwande dagegen mit der Oberflache der Bereiche. Damit kann eine
kritische PartikelgroRe formuliert werden, bei deren Unterschreitung die Doméanen-

ausbildung energetisch unglnstig wird. Die Partikel bestehen dann nur noch aus



Grunotacen [ETIINNE

gleichformig magnetisierten Domanen und verhalten sich wie kleine Permanent-
magnete. Der kritische Radius 7, l4sst sich wie folgt berechnen®:

L o (AK)'?

T, = (5)
‘ HoMz

A: Wechselwirkungskonstante

K, : Anisotropiekonstante

M;: Sattigungs-Magnetisierung

Einzeldomanen-Ferromagnete werden als Superparamagnete bezeichnet, wenn ihr
Magnetisierungsvektor frei fluktuiert. Dazu muss die thermische Energie hoch genug
sein, um eine Fluktuation zu ermoglichen:

K,V < kgT (6)

V: Volumen
kg: Boltzmann-Konstante

Ahnlich wie bei einem Paramagneten tritt bei Superparamagneten keine Magnetisierung
in Abwesenheit eines Magnetfelds auf, jedoch erreichen sie im magnetischen Feld eine
viel hohere Magnetisierung.

Die Temperatur, bei der die Anisotropie-Energie gleich der thermischen Energie ist, wird
als blocking-Temperatur Tz bezeichnet. Wird sie unterschritten, so ist ferromagnetisches
Verhalten zu beobachten.

Wird ein Ferromagnet einem Magnetfeld ausgesetzt, steigt seine Magnetisierung bis zur
Sattigung M. Wird das Feld wieder entfernt, bleibt eine gewisse Magnetisierung, die
Remanenz M,, erhalten. Erst bei genigend hoher negativer Feldstarke
(Koerzitivfeldstarke H.) ist das System entmagnetisiert (Abbildung 2 links). Dieses
Verhalten wird als Hysteresekurve bezeichnet und bedeutet, dass das Material
irreversibel verandert wird. Im Gegensatz dazu wird flir Superparamagneten keine
Remanenz oder Koerzitivitdt beobachtet, somit kann die Probe reversibel magnetisiert

werden (Abbildung 2 rechts).
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Magnetische
M Sittigung M
Ms\l/
Remanenz M, —>,
Neukurve
Koerzitivfeldstarke H:ﬂ H H
Hytereseskurve
Abbildung 2

Verhalten eines ferromagnetischen (links) und eines superparamagnetischen Systems
(rechts) im Magnetfeld.

3.2.4 Stabilitat kolloidaler Systeme

Bei Alterung beginnt sich die feste Phase kolloidaler Systeme von der flissigen Phase zu
trennen. Die Triebkraft dahinter ist den thermodynamisch stabilsten Zustand
einzunehmen. Mit Hilfe der DLVO-Theorie (Theorie von Derjagin, Landau, Verwey und
Overbeek) kann die Stabilitdt von kolloidal-dispersen Systemen beschrieben werden. Dabei
werden die Wechselwirkungen zwischen attraktiven (van-der-Waals) und repulsiven
(elektrostatischen) Kradften und das daraus entstehende Gesamtpotential betrachtet
(Abbildung 3). Das primare Maximum stellt eine Energiebarriere dar, die liberwunden
werden muss, um das System aggregieren zu lassen. Damit ist die Dispersion umso
stabiler, je groRer das Potential am primdren Maximum ist. Sowohl am primaren als
auch am sekundaren Minimum liegen die Partikel koaguliert vor. In dem sekundaren
Minimum ist die Agglomeration reversibel, im primaren Minimum ist sie dagegen auf

Grund einer vorliegenden Rekristallisation des Partikelsystems irreversibel.
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) —— AbstoRRende Wechselwirkung
Primares

Maximum —— Anziehende Wechselwirkung

— Gesamtwechselwirkung

Abstand

Potential

Sekundares Minimum

Priméares Minimum

Abbildung 3
Verlauf des Potentials in einem kolloidalen Systems bei Anderung des Abstandes?®

Kolloidstabilisierung kann durch Elektrostatik oder durch sterische Repulsion und
Depletion erfolgen. Bei rein elektrostatisch dispergierten Partikeln fihrt jedoch eine
Elektrolytzugabe zur Agglomeration, da die freien Ladungstrager der Stabilisierung durch
repulsive Wechselwirkungen entgegen wirken. Zur Einfiihrung einer sterischen
Repulsion werden geeignete Liganden oder Polymere an der Oberflache des Kolloids
adsorbiert oder chemisorbiert. Kommt es nun zu einer Annaherung zweier Partikel, so
wirken die Polymere wie eine Schutzschicht und verhindern, dass die attraktiven
Wechselwirkungen zu einer Zusammenlagerung der Partikel fihren. Die kondensierten
Polymerketten wiirden bei Aggregation eine verminderte Mobilitdt erfahren, was

wiederum eine unerwiinschte Verringerung der Entropie nach sich ziehen wiirde.

3.2.5 Zellaufnahme

Proteine und Bakterien sowie synthetische Nanopartikel kénnen nicht durch die
Zellmembran diffundieren. Sie werden mit Hilfe eines Vesikelsystems transportiert.
Diese Zellaufnahme wird als Endozytose bezeichnet und ist unterteilt in vier

Hauptmechanismen: Phagozytose, Clathrin- bzw. Caveolae-vermittelte Zellaufnahme
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sowie Makropinozytose. Der allgemeine Vorgang beginnt mit der Interaktion des
Partikels mit der Zellmembran. Diese stiilpt sich zu einem Vesikel ein, das anschlieend
abgeschnirt wird. Der weitere Weg und die Modifikation der so entstandenen
Endosome sind vom jeweiligen Aufnahmemechanismus abhangig.

In der Humanmedizin bezieht sich der Begriff Phagozytose auf die Aufnahme groRerer
Partikel durch Phagozyten, den Zellen der Immunabwehr (z.B. Makrophagen). Die
phagozytierten Mikroorganismen werden in Vesikeln eingeschlossen, die dann mit den
Lysosomen verschmelzen. Der pH-Wert in diesen Phagolysosomen wird durch Protonen-

aufnahme abgesenkt, um die Fremdkorper zu zerstoren (Abbildung 4 oben).

A Opsonization B Adhesion and ingestion C Phagosome D Phagosolysosome
formation formation
s
&
Legend: 7

Y Immunoglobulin G Lr' Fcy receptor
e Complement protein ‘r Complement receptor
¢ Other opsonins (&) Enzyme pool

Abbildung 4
Mechanismus der Phagozytose von der Membraneinstilpung bis zur Lysosom-
Ausbildung®*

Bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose unterscheidet man zwischen der Clathrin- und
der Caveolae-vermittelten Aufnahme sowie den Clathrin/Caveolae-unabhangigen
Wegen. Erstere kann Partikel mit einer GréBe von bis zu 150 nm einschlieRen, das zweite
erlaubt die Endozytose von kleineren (50-80 nm) Partikeln, z.B. LDL.

Als Pino- oder Makropinozytose (,Zelltrinken”) wird die Aufnahme von
Flissigkeitsmengen und darin geldsten Substanzen aus dem Umgebungsmedium einer

Zelle in ihr Inneres bezeichnet. Der Prozess ist Actin-basiert und nicht selektiv?*.
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Gelangen die Nanopartikel unspezifisch oder rezeptorvermittelt in die Zelle, so befinden
sie sich in einem Vesikel, aus dem sie zerstorungsfrei entkommen missen. Fir
Polyelektrolyte wie Polyethylenimin (PEI) wird als ,Flucht“-Mechanismus der proton-
sponge-Effekt vorgeschlagen®. Dieser Effekt wird durch die hohe Pufferkapazitit des
PEls erklart. Die Stickstoff-Atome des Polylelektrolyts liegen bei pH = 7 nicht vollstandig
protoniert vor. Beim Ubergang vom Endosom ins Lysosom werden Protonen in das
Vesikel gepumpt, um den pH zu senken. Diese werden jedoch vom PEl absorbiert,
woraufhin mehr Protonen nachgepumpt werden miissen, denen weitere Chlorid-lonen
und schlieflich H,0-Molekiile folgen. Damit steigt der osmotische Druck im Lysosom, bis
das Vesikel zerstort wird und damit die Partikel frei gesetzt werden. Diese Theorie ist
jedoch umstritten - Benjaminsen et al.’® konnte zum Beispiel zeigen, dass PEI keinen

Einfluss auf den pH-Wert im Inneren eines Lysosoms hat.

3.2.6 Anwendungen superparamagnetischer Nano-

partikel in der Biomedizin

Der groRe Vorteil von Superparamagneten ist, dass sie sich im externen Magnetfeld
orientieren. Nach Entfernung des Magneten bleibt jedoch keine unerwiinschte
Remanenz zuriick. Werden superparamagnetische Partikel intravenos verabreicht und
magnetisiert, so kommt es zu einer magnetinduzierten Aggregation. Diese ist reversibel
und fahrt nicht zur Blockierung der Blutgefdle. Zudem haben sich
oberflaichenmodifizierte Eisenoxid-Nanopartikel als biokompatibel mit einer nur
geringen Toxizitat erwiesen?’. Damit kénnen superparamagnetische Nanopartikel als
MRT-Kontrastmittel, bei der Hyperthermie sowie als Gen- bzw. Medikament-
Transportmittel verwendet werden. Eisenoxid ist seit 1966 in Amerika unter der
Bezeichnung Feridex I.V. zur Detektion von Leberschaden zugelassen. AuBerdem findet
Eisen als Feraheme (Ferumoxytol) bei der Behandlung von Eisenmangel-Anamie in Folge

chronischer Nierenerkrankungen Verwendung.
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3.2.7 Magnetofektion als Transfektionsmethode®®

Nukleinsduren sind die Trager des Erbguts und haben einen direkten oder indirekten
Einfluss auf die Koordination bzw. Regulierung der Zellprozesse. Durch das Einbringen
von therapeutischen Nukleinsdauren in lebende Zellen lassen sich diese gezielt
beeinflussen. In den letzten vierzig Jahren sind Protokolle zu verschiedenen
Zielsetzungen entstanden, zum Beispiel zur Uberexpression oder Herunterregulierung
eines bestimmten Gens sowie zur tatsdchlichen Korrektur eines Gendeffekts.

Die Herausforderungen des Nukleinsdaure-Transports in eukaryotischen Zellen, der
Transfektion, werden in der Natur in Form von Viren gel6st. In Anlehnung daran bilden
modifizierte virale Vektoren Transfektionsmittel mit hoher Effizienz®. Da sie aber
Nachteile wie hohe Herstellungskosten sowie potentielle Toxizitat besitzen, scheinen
alternative synthetische Nukleinsaure-Trager fir in vivo Anwendungen sinnvoll.
Chemische Verfahren wie Komplexe aus kationischen Polymeren und DNA®, die
Calciumphosphat-DNA-Fillung® sowie die liposomale Transfektion (Lipofectamine®)®

weisen wiederum eine niedrige Effizienz und Spezifitat auf.

Transfektion ist zunadchst ein reiner Diffusionsprozess und damit stark limitiert.
Besonders in vivo koénnen das Immunsystem und Nukleasen die Aufnahme des
Genmaterials in das Zielgewebe verhindern. Somit kdnnen zwei wichtige Anforderungen
an ein Transfektionsmittel formuliert werden: Schutz der Nukleinsauren sowie

zielgerichteter Transport.

Um die zweite Anforderung zu verwirklichen, bietet es sich an, das Erbgut an
magnetische Partikel zu binden. Diese lassen sich anschlieBend magnetgesteuert an den
Zielort fithren. Mah et al.*® demonstrierte 2002 zum ersten Mal Magnetofektion in vitro
und in vivo, indem sie virale Vektoren mit magnetische Nanopartikel kombinierten.
Schillinger et al. mischte PEI-Nanopartikel in verschiedenen GréRen (50, 100 und
200 nm) mit Nukleinsduren und inkubierten Zellen mit diesen Komplexen auf einer
magnetischen Platte. Dabei registrierten sie eine stark erhdéhte und beschleunigte

28 19

Transfektion™ ~~. Plank et al. wendeten Magnetofektion bei der Therapie von Feline

Fibrosarkom (Hautkrebsform bei Katzen) an. Diese Krebsform taucht in der Regel 1 Jahr
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nach Tumorentfernung wieder auf, aber nach Behandlung mit Magnetovax und einem
Magneten stieg die Zahl rickfallfreier Tiere drastisch an®'. Es konnte somit gezeigt

werden, dass Magnetofektion eine wirksame und effiziente Transfektionsmethode ist.
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3.3  Polylelektrolyte

Polyelektrolyte (PEL) unterscheiden sich durch ihre kovalent gebundenen ionischen
Gruppen fundamental von ungeladenen Polymeren. Werden sie in Losung gebracht, so
dissoziiert je nach Polyelektrolytstarke ein Teil der Gruppen. Die entstandenen Ladungen
werden durch Kondensation niedermolekularer Gegenionen kompensiert. Man
unterscheidet je nach Ladung zwischen Polykationen und —anionen. Typische
funktionelle Gruppen sind hierbei beispielsweise Carbonate (-COO’), Xanthogenate (-O-
CSS’), Sulfonate (SOs3’), Phosphate (-0-P0O5%) oder Ammoniumsalze (-NH5").

In der Natur kommen Polyelektrolyte in Form von Proteinen, Polysacchariden sowie
Nukleinsduren wie DNA und RNA vor. Industriell hergestellte Polelektrolyte finden
vielfdltige Anwendungen - unter anderem in Reinigungsmitteln, Kosmetikprodukten
oder als lonentauscher.

Weitreichende elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den gebundenen ionischen
Gruppen und den umgebenden Elektrolyten verursachen ein spezifisches Verhalten der
Polyelektrolyte. |hre Eigenschaften hangen somit stark von der zugesetzten
Salzkonzentration ab: Mit abnehmender Salzkonzentration nehmen die Polymere eine
zunehmend gestreckte Form ein, um die elektrostatische AbstoBung zu minimieren.
Durch Zugabe niedermolekularer Elektrolyte werden diese Wechselwirkungen wiederum
unterdriickt, sodass PEL wie ungeladene Polymere eine statistische Konformation
annehmen. Andererseits konnen groRere Mengen Salz zum ,Aussalzen” fiihren, d.h.
durch eine zu hohe Ladungsabschirmung wird das Polyelektrolyt wasserunléslich und

fallt aus.
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3.4 Layer-by-Layer-Verfahren zur  Synthese

polymerer Mehrschichtpartikel

3.4.1 Einleitung

Polymere Mehrschichtpartikel werden mit der Layer-by-Layer-Methode (LbL)
synthetisiert, die in den 90er Jahre von Decher an planaren Oberflaichen entwickelt

wurde3? 33

. Das Verfahren basiert auf der alternierenden Adsorption von Polyanionen
und — kationen unter rein wassrigen Bedingungen auf ein Templat. Nach jedem Schritt
wird die Oberflaiche gewaschen, um sie von Uberschiissigen geladenen Spezies zu
befreien. Die dabei entstehenden polyionischen Filme sind preiswert in der Herstellung,
flexibel und kénnen eine nahezu unbegrenzte Anzahl an funktionellen Gruppen tragen.
Diese Methode beruht einzig auf der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den

Polyelektrolyten, sodass es keine Grenzen in Bezug auf Grofe und Topologie der

Komponenten gibt.

3.4.2 LbL an spharischen Partikeln

Nicht nur planare Oberflachen lassen sich mit Polyelektrolyten beschichten, sondern
auch spharische Templatpartikel, deren Auflosung zur Ausbildung von Mikrokapseln
fiihrt. Da die Polymere flexibel sind, kommt es zu einem Durchdringen der gegensatzlich
geladenen Ketten und nicht zu einer starren Schichttrennung (Abbildung 5).

Als Polyelektrolyte werden zum Beispiel Polystyrolsulfonat (PSS)**, Polyallylamin (PAH)*>,
Polyethylenimin  (PEl),  Polydiallyldimethylammoniumchlorid  (PDADMAC) und
Polyacrylsdure (PAA) verwendet. Um bioabbaubare Komplexe herzustellen, werden
vermehrt Polyaminosduren wie Poly-L-Lysin (PLL) und Poly-L-Arginin (PLA) sowie
Polysaccharide wie Dextran verwendet. Nukleinsduren zdhlen durch ihr negatives
Phosphat-Riickgrat ebenfalls zu Polyanionen. Somit kénnen auch DNA und RNA auf der

Oberflache positiv  geladener Mehrschichtpartikel komplexiert werden.
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Melaminformaldehyd-, Polystyrol-, Latex- und Siliziumdioxid-Partikel in der
GroRenordnung 0,1 — 5 um sowie anorganische Nanopartikel aus Calcium-,

Mangancarbonat und Eisenoxid finden als Template Verwendung.

Abbildung 5

LbL-Methode an sphéarischen Templatpartikeln zur Synthese von polymeren
Mehrschichtpartikeln und hohlen Polyelektrolytkapseln durch alternierenden Zusatz
entgegengesetzt geladener Polyionen

Die Eingabe von ,Layer-by-Layer AND Polyelectrolyte” bei Web of Science™ liefert ca.
3.300 Eintrage, wobei alleine im Jahr 2014 228 Artikel und 15 Reviews erschienen sind.
Dies zeigt, wie aktuell die Forschung an Polylelektrolyt-Multischicht-Komplexen ist. Die
nachfolgende Aufzahlung zeigt einen kleinen Ausschnitt der Veroffentlichungen, die sich

mit LbL und Nukleinsauren beschaftigen:

e Dorris et al. komplexierte abwechselnd DNA und PLL auf 100 nm grol3e Silica-
Nanopartikel in bis zu acht Schichten® (2008).

e Die Gruppe von Reibetanz wendete das LbL-Verfahren auf CaCOs-Partikeln (d = 3
pum) an, um Plasmide zwischen Dextransulfat- und Protamin-Schichten fiir den
Transport in Zellen zu komplexieren®’ (2010).

e Deng et. al publizierten 2013 LbL-Partikel fiir den Co-Transport von siRNA und
Doxorubicin. Daflir verwendeten sie Liposome mit einem Durchmesser von

120 nm, die abwechselnd mit PLA, siRNA und Hyaloronsaure beschichtet wurden.
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e Die Gruppe von Frank Caruso beschaftigt sich ausfiihrlich mit der Bildung von

LbL-Komplexen und Polyelektrolytka pseln38'4°.

2013 publizierten sie eine
elektrophoretische Version des LbL-Verfahrens. Mit dieser Technik war es ihnen
moglich, SiO,-Partikel mit einem Durchmesser von 35 nm mit PAH/PSS zu
beschichten®

e Auch Eisenoxid-Partikel, hauptsachlich durch Fallung synthetisiert, wurden mit
Polylelektrolyten komplexiert, zum Beispiel durch Schwarz et. al*?.

e 2013 demonstrierten Deng et. al, aus der Gruppe von P. Hammond, das LbL-

Verfahren an Polystyrol Latex-Nanopartikeln (d = 120 nm) mit abwechselnd

komplexierten Poly-L-Arginin und siRNA.

Soweit ersichtlich, werden alle Multischalenpartikel entweder mittels TEM analysiert
oder ihr hydrodynamischer Radius mit einem Zetasizer (Malvern) bei einem Winkel von
90° oder gar bei Rickstreuung (173°-Winkel) bestimmt. Da TEM-Aufnahmen im
Trockenen durchgefiihrt werden, liefern sie keine Aussage Uber Aggregatbildung. Zudem
wird nur ein kleiner Ausschnitt der Probe abgebildet. DLS liefert bei 90° ebenfalls keine
genaue Aussage Uber den mittleren Radius der Probe (siehe Abschnitt 4.2.2), da bei
hoheren Messwinkeln grofRere Partikel und Aggregate nicht mehr detektiert werden.
Erst eine winkelabhangige Messung mit anschlieBender Extrapolation von g gegen 0
ergibt (R, 1); 1.

Schneider und Decher analysierten 20-Schicht-Komplexe auf Goldtemplaten
(d=13,5nm) mit abwechselnd adsorbierten PSS und PAH, wobei sie neben TEM-
Aufnahmen die Position des Plasmon-Peaks aufnahmen, um das Aggregationsverhalten
zu beobachten (2008)****. Dabei stellten sie genaue Bedingungen auf, um vorwiegend
einzelne Multischalen-Partikel zu regenerieren. Zum Beispiel soll ein groRRer
Polymerketteniiberschuss gewdhrleistet sein. Zudem wird die Komplexierung in
Abwesenheit von Salz empfohlen, da eine Aggregation bei Salzzugabe beobachtet

wurde.
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3.4.3 Polyethylenglykol-Modifikation

Negativ geladene Partikel werden nicht in Zellen aufgenommen, da sie abstoRende
Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen der Zellwande erfahren. Positive Partikel
erfahren dagegen eine unspezifische Zellaufnahme. Somit ist keiner der verwendeten
Polyelektrolyte geeignet, um als letzte Polymerschicht flir den zielgerichteten
Zelltransport der Komplexe verwendet zu werden. Es ist nétig, die Mehrschichtpartikel
mit einer ,Schutzhille” zu versehen, zum Beispiel bestehend aus Polyethylenglykol
(PEG). PEG wird in der Kosmetik in Cremes und Lotionen sowie in der pharmazeutischen
Industrie z.B. beim Tablettieren und als Wirkstofftrager eingesetzt.

Folgende Eigenschaften machen Polyethylenglykol zu einem geeigneten

Modifikationsmittel *°:

e Ungeladen

e Hydrophil

e Hohe Kettenbeweglichkeit

e Sowohl in Wasser als auch in organischen Lésungsmitteln 16slich

e Reaktionstrage

e Niedrige Toxizitat und Immunogenitat

e Relativ zu anderen Polymeren besitzt PEG einen grofen hydrodynamischen
Radius bei kleiner Molmasse, da die Molmasse der Wiederholungseinheiten mit
44 gmol'1 gering ist. Somit ergeben sich beispielsweise bei einer Polymermasse

von 5000 gmol™ ca. 110 Wiederholungseinheiten mit Lo, = 0,37 nm

Eine Modifikation mit PEG kann fiir das System folgende Vorteile bringen:

e Sterische Abschirmung der Ladungen46

e Stabilitdt in Losungen mit hoher lonenstarke®’
e Schutz vor unspezifischer Proteinadsorption48' 49

e Schutz vor Aufnahme und Zerstorung durch das Retikuloendotheliale System

(RES)*® und damit erhéhte Zirkulationszeit im Blut

e Schutz vor unspezifischer Zellaufnahme!
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4. Methoden
4.1 Einleitung

Makroskopische Proben sowie ihre atomare Molekilebene lassen sich mittels Analyse-
methoden untersuchen, deren chemische und physikalische Grundlagen hinldnglich
bekannt sind. Inspiriert von der Natur (DNA, Proteine, Zellen...) steigt die Entwicklung
neuer Materialien im ,Zwischenbereich”, 1-1000 nm, sodass analytische Methoden zur
Untersuchung der Struktur und Eigenschaften dieser GroRenordnung von steigendem

Interesse sind.

Charakterisierungsmethoden fiir Polymere und Nanostrukturen

/\

Abbildungsmethoden Charakterisierung in Lésung
l Streuung: Fraktionierung:
TEM, SEM, AFM... LS, SAXS, SANS... GPC, FFF,

Ultrazentrifuge...

Abbildung 6
Analytische Methoden zur Charakterisierung von Polymeren und Strukturen im
Nanometer-Bereich

Bildgebende Methoden wie Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und
Rasterkraftmikroskopie (AFM) liefern direkte Strukturabbildungen, kdnnen aber durch
Artefakte bei der Praparation verfdlscht werden (z.B. Trocknen der Probe). Die
Charakterisierung in Losung bietet hingegen den Vorteil, dass die ungestorte
Probenstruktur untersucht wird, wobei man eine gute Statistik erhalt. Zudem kénnen
Partikel mit einer GréRBe von wenigen Nanometern z.B. mittels Lichtstreuung analysiert
werden. Die Nachteile dieser Methoden liegen in der oft komplizierten Datenanalyse
und den nicht immer eindeutig zu interpretierenden Ergebnissen. Um Nanostrukturen
genau charakterisieren zu kénnen, ist daher eine Kombination mehrerer Methoden

notig.
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4.2  Lichtstreuung® >

Streuung an Materie kann nicht nur durch sichtbares Licht, sondern auch durch
Neutronen- oder Rontgenstrahlung verursacht werden. Je nach verwendeter Strahlung
unterscheidet man zwischen Lichtstreuung (LS), Neutronenkleinwinkelstreuung (SANS)
oder Réntgenkleinwinkelstreuung (SAXS). In Tabelle 1 ist ein Uberblick iiber die Mess-
methoden inklusive Wellenlangen- und Messwinkelbereich sowie dem jeweiligen

Streuzentrum im Atom zu sehen.

Tabelle 1
Drei auf Streuung beruhende Messmethoden im Vergleich

Strahlung | Methode A /nm Messwinkel / ° | Streuendes Element

VIS LS 400 < A <800 15<6 <150 Oszillierendes Dipol
Neutronen SANS 0.5<sA<2 0.5<6<10 Atomkern
Rontgen SAXS 0.07<A<0.15 0.2<60<10 Elektronen

In der vorliegenden Arbeit werden die statische (SLS) und dynamische Lichtstreuung
(DLS) verwendet. In der SLS wird die Intensitdt zeitgemittelt detektiert und man erhalt
Informationen Uber Molekilmassen, Partikelform und GréRRenverteilung. Dagegen wird
in der dynamischen Lichtstreuung die Zeitabhangigkeit der Intensitat bei einem festen
Winkel detektiert. Hierbei kann die Verteilung des Diffusionskoeffizienten und daraus

die des hydrodynamischen Radius erhalten werden.
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4.2.1 Statische Lichtstreuung (SLS)

Streuung an einzelnen Teilchen

Wird Licht auf ein Partikel gestrahlt, so erzeugt das elektromagnetische Strahlungsfeld
einen oszillierenden Dipol (Hertzscher Dipol). Dieser Dipol emittiert eine Streustrahlung
in alle Raumrichtungen der Streuebene und senkrecht zum oszillierenden Dipolmoment
m(t) mit der Frequenz des eingestrahlten Lichts (Abbildung 7). Das Dipolmoment kann
durch die Polarisierbarkeit a« und das elektrische Feld des Primarstrahls E(t)

beschrieben werden:

m(t) = ak,et@t-k0 (7)

mit der Kreisfrequenz w=2nu=% und dem Wellenvektor |E|=2n//\.

éektor

Primarstrahl

Kiivette mit
Probe

Abbildung 7
Schematischer Aufbau eines Lichtstreuversuchs mit dem Streuwinkel 6 und dem

Streuvektor ¢ (links), sowie Darstellung eines oszillierenden Dipols bei Anregung mit EO
(rechts)

Im experimentellen Aufbau wird monochromatisches und kohéarentes Licht eingesetzt.
Typisch sind Gas- und Festkorperlaser mit Wellenlangen zwischen 488 nm und 800 nm.
Bei einem Lichtstreuexperiment wird nicht das elektrische Feld, sondern dessen

Intensitat gemessen, die wie folgt definiert ist:

I=E-E =|E2| (8)
it E.(t) = o%m) 1 (9)
m! s(B) = 0t? |rc?



MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA

ergibt sich die Rayleigh-Streuung fiir N punktférmige Streuzentren:

—_— = N— aZ (10)

Streuung in Losung

Wie oben beschrieben, ist die Polarisierbarkeit der Probe ausschlaggebend fir die
resultierende Streuung. In Losung wird die Polarisierbarkeit zum einen durch Dichte-
zum anderen durch Konzentrationsfluktuationen verursacht. Partikel, die sehr viel
kleiner als die Wellenldange des Lichts sind (d < A1/20), kénnen als punktférmige
Streuzentren betrachtet werden. Somit hangt die Streuintensitdt nur von ihrer

Streukraft b sowie Konzentrationsfluktuation ab:

I « b2KT e
x @) (11)
ac T
mit der van't Hoffschen Gleichung fiir reale Losungen:
on 1
—=kT(— 24 ) 12
T o+ 2Aac + (12)

Die Streukraft b wird auch als Kontrastfaktor K bezeichnet und beinhaltet den

Brechungsindex des Lésungsmittels n, sowie die Anderung des Brechungsindexes durch

. . dan
Konzentrationsanderungen (E):

b? = (13)

4m2n? rdny\?
~ 73N, (E)
Die Intensitat der Losung (I s4) wird experimentell mit einem bekannten Standard
(z.B. I, fur Toluol) und dem jeweiligen Losungsmittel (I;,,) kalibriert, sodass sie nicht
vom Volumen oder dem Detektorabstand abhdngt. Man erhélt das Rayleigh-Verhdltnis
R(6):

R(6) = % RRro (14)

Setzt man Gleichung (12) bis (14) in GIl. (11) ein, so erhdlt man eine fundamentale
Formel (15) fur die Streuung an kleinen Teilchen. Durch Auftragung von K - c/R(8)

gegen c lasst sich nun die molekulare Masse M der Probe bestimmen.

Ke 1.4 (15)
R(B) M “r2°

Bei polydispersen Systemen wird dabei das Gewichtsmittel der Molmasse M,,, bestimmt.
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Im realen System findet man jedoch keine ,Punktstreuer” sondern eine Vielzahl an
Streuzentren, deren Streulicht je nach Phasenverschiebung bei gleicher Frequenz
konstruktiv oder destruktiv interferiert.

Um die Winkelabhingikeit in Streuexperimenten zu betrachten, wird der Streuvektor g
eingefuhrt. Er wird aus der Differenz der ausgehenden (E) und der ankommenden

elektromagnetischen Welle (kT,) gebildet.

G=k—Tkomith=k =2 (16)+(17)

Flr den Betrag des Streuvektors erhadlt man somit (Abbildung 8 links):

4mn . 0
q= KSlTl (E) (18)
0: Streuwinkel
Ao : Wellenlange im Vakuum
n: Brechungsindex

Abbildung 8
Schematische Darstellung des Streuvektors g bei der Streuung an einem punktférmigen

Streuer (links) und Phasenverschiebung der resultierenden elektromagnetischen Welle k
bei der Streuung an zwei Streuzentren.

Die Phasenverschiebung bei Streuung an zwei Zentren l4sst sich aus dem Streuvektor g
und dem Abstandsvektor 7 berechnen:

¢ =—qr (19)
Da die Dimension des Streuvektors eine inverse Lange ist, wird dieser auch als ,inverse
Lupe” bezeichnet. Werden grolRe Teilchen mit einem dementsprechend grolen r
betrachtet, so muss g klein gewdhlt werden, fir kleine r-Werte dagegen grof3. Eine
Anpassung des Streuvektors wird erreicht, indem entweder der Streuwinkel © oder die

Wellenldnge A variiert wird.
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many point-like many coils single coils with long thin rod intamal
particles with size d parsistanca Iangthl structura

increasing q images smaller structures

. =

i

light scattering SAXS and SANS

Abbildung 9
Je kleiner der zu betrachtende Teil der Probe ist, desto héher muss g gewahlt werden °*

Handelt es sich bei der Probe um Partikel, die groRer als 1/10 der Wellenlange sind, so
muss die oben beschriebene intramolekulare Interferenz des Streulichts durch
Einfihrung des Formfaktors P(q) berticksichtigt werden. Er wird durch die Summe aller
Streuzentren gebildet. Diese kann mittels einer Taylorreihe entwickelt werden, die

wiederum fiir kleine g nach dem 2. Glied abgebrochen werden darf:

1 zZ Z 2 zZ Z 1
. q

P(q) = ﬁz z<exp(—lqnj)) =l-33 Z<r5-) =1-30%(R}); (20)
i=1 j=1 i=1j=1

r;j = 1; —1j: Betrag des Abstandsvektors zwischen Streuzentren j und j

Z: Anzahl der Streuzentren

(Rj)zz Das z-Mittel des Tragheitsradienquadrats des Partikels

Unter Bericksichtigung des Formfaktors wird Gleichung (19) zur Zimm-Gleichung fir
streuende Teilchen in der GréRenordnung 10 nm < r < 50 nm:
K-c _ 1
R(6) M,

(1 + %qz(Ré)Z> + 24,c (21)

Die Zimm-Gleichung kann zur Darstellung eines Zimmplots verwendet werden, bei dem
K - ¢/R(0) gegen q? + kc aufgetragen wird (k = Spreizfaktor). Werden ¢ —» 0 und g — 0
extrapoliert, so kann aus dem Achsenabschnitt das reziproke Gewichtsmittel der
Molmasse ermittelt werden. Die Steigung der Extrapolation g — 0 liefert den 2.

Virialkoeffizienten, die Steigung bei ¢ — 0 das z-Mittel des Tragheitsradienquadrats.
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Kc/R

__Eblululululululululul-I.l.l.l.l-l.l

—e— Messwerte
—e— extrapolierte Werte fiir c=0 und 6=0
I 4 I ¢ I v I ' I v 1

q’+kc

1/M

Abbildung 10

Exemplarischer Zimm-Plot: Die Messungen bei verschiedenen Konzentrationen werden
extrapoliert (rot), um den Virialkoeffizienten, die reziproke Molmasse und das Tragheits-
radienquadrat zu bestimmen®*
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4.2.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

In der dynamischen Lichtstreuung (DLS) wird nicht der Mittelwert der Intensitat,
sondern ihre Fluktuation als Funktion der Zeit bei einem festen Winkel gemessen. Die
Brown‘sche Bewegung der Partikel im Streuvolumen hangt von ihrer GroRRe ab: Kleine
Partikel bewegen sich schneller, groBe langsamer. Somit hdngt die Intensitdt von dem
Diffusionskoeffizienten der Probe ab.

Die zeitliche Anderung der Partikelorte wird durch die van-Hove-Autokorrelations-
funktion G¢(7,t) beschrieben, indem die Fluktuation in Intervalle 7,, unterteilt und diese
mit dem Zeitpunkt t verglichen werden. Die Autokorrelationsfunktion lasst sich dann
mittels Fouriertransformation in den dynamischen Strukturfaktor F;, im g-Raum

umwandeln:
Gs(7, 1) = (nF On@E t + Dy © F(G,7) = f Gs (7, T dF (22)

In stark verdiinnten Lésungen kann fiir G¢(7,t) eine GauR-Funktion aufgestellt werden,
wobei die Bewegung der Teilchen durch das mittlere Verschiebungsquadrat (AR(7)?)

beschrieben wird:

31(7)?

Gs(#,7) = (2m/3(AR(1)?))3/%e 2R (23)
Dabei gilt nach Stokes-Einstein: (AR(7)?) = 6Dt (24)

D entspricht dem Stockes-Einstein-Diffusionskoeffizienten und ist proportional zum

reziproken hydrodynamischen Radius R,und der Viskositat n:

o _ kT
B 6T[T]Rh

(25)
Die Analyse der experimentellen Daten erfolgt folgendermafien (Abbildung 11):

1. Im Experiment wird die Intensitat als Funktion der Zeit gemessen I(t)
2. I(t) wird mittels eines Korrelators in die Intensitits-Autokorrelationsfunktion

g» (1) umgewandelt:

_4@0l@t+0)

9:(0 = =10, O

(26)
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3. g,(t) wird mit Hilfe der Siegert-Relation in g,(t) umgerechnet, um die

Korrelationsfunktion des elektrischen Feldes zu erhalten:

(I(q,0))*

4. Durch Analyse von g, (7) wird der Diffusionskoeffizient D erhalten

9:(2) = J LA D) = i (27)

[ A

rd

gZ(q:T) /

Autokorrelation

v

T
gi(q,0) 1 gi(an) T In(gy) 1
Siegert -Dg?
Relation
T log(7) T
Abbildung 11

Am Beispiel eines einfachen exponentiellen Abfalls (Pseudo-1-Komponentensystem) ist

die Datenanalyse der dynamischen Lichtstreuung demonstriert.

Polydisperse Proben

Fir polydisperse Proben wird g;(t) durch die Uberlagerung mehrerer Exponential-

funktionen gebildet, die mit dem Formfaktor P(D;) gewichtet werden:
9.0 = [ PO e 0D, (28)

Die Entwicklung einer Taylor-Reihe fihrt zum Kumulanten-Verfahren:

. 1 , 1
Ing,(q,7) = —KkyT+ ZKZT ~ 3

KaT3 + - (29)
wobei fiir die ersten beiden Kumulanten k gilt:
K, = (D)q” (30)

K, = ((D?*) — (D)»)q* (31)
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Kk, liefert den Diffusionskoeffizienten und damit den hydrodynamischen Radius. Zudem

kann ein MakR fir die Polydispersitat erhalten werden:

K>
GR = 2 (32)
K1

Fiir Teilchen groRer als 10 nm ist der Diffusionskoeffizient winkelabhangig, sodass aus
der Anfangssteigung der Korrelationsfunktion nur apparente Diffusionskoeffizienten je
Winkel erhalten werden. Erst bei Extrapolation auf g2 - 0 (Pg=o — 1), kann aus dem
Achsenabschnitt das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten abgelesen werden:

Y N;M? Pi(q)D;
Y N:M7? Pi(q)

C: dimensionslose GroRe, die von der Molekiilstruktur & Polydispersitat abhangig ist

Dapp(q) = = (D),(1+ C(Ry),q* + kpc) (33)

Um den kugeldaquivalenten hydrodynamischen Radius R, als inverses z-Mittel zu
erhalten, wird die Stokes-Einstein-Beziehung (Gl. (34)) und das z-Mittel des

Selbstdiffusionskoeffizienten (D), verwendet:

kT

(1/Rp);' = 6n(D), (35)

Aggregationsverhalten

Eine Moglichkeit, das Aggregationsverhalten einer Probe in Losung zu bestimmen, ist die
im Arbeitskreis Schmidt von Dr. Kristin Mohr entwickelte Methode®. Dafir werden
zuerst die Losung (z.B. humanes Blutserum) sowie die Probe einzeln mittels DLS
vermessen und die jeweiligen Korrelationsfunktionen gy s(t) bzw. g; yp(t) bestimmt.
Dann wird die Probe in das Serum gegeben und erneut mittels DLS vermessen. Der erste
Fit-Versuch der erhaltenen Korrelationsfunktion g;(t) ist die Summe beider
Fitfunktionen g; s(t) und g, yp(t), wobei nur die jeweiligen Amplituden f; variiert
werden. Falls dieser Fit g; »(t) nicht perfekt beschreibt, so wird eine neue Fitfunktion
g1,n(t) aufgestellt. Diese enthélt neben g; ¢(t) und g, yp(t) noch einen dritten Term

glegg(t), der den Anteil an vorhandenen Aggregaten darstellt.

gGin@®) = fs91,5) + fupgine () + faggg1,ag9(t) (36)
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4.2.3 Lichtstreuung an Polyelektrolyten

Polyelektrolyte weisen sowohl in Wasser als auch in organischen Ldsemitteln
langreichweitige Coulomb-Wechselwirkungen auf. Die damit verbundenen abstoRenden
Wechselwirkungen zwischen gleichgeladenen Makroionen behindern die isotrope
Verteilung der Teilchen in der Kiivette. Um die elektrostatischen Wechselwirkungen zu
unterdriicken, ist eine Zugabe von niedermolekularem Salz wie NaCl nétig. Dieses
schirmt Ladungen ab und ermoglicht die Messung des Tragheitsradius. In der
dynamischen Lichtstreuung werden bei Abwesenheit von Salz zwei Phdanomene
beobachtet: ein slow mode und ein fast mode. Beim slow mode handelt es sich um einen
zweiten langsamen Relaxationsprozess, dessen genaue Ursache bislang ungeklart ist.
Der fast mode dagegen entsteht durch Wechselwirkungen mit den Gegenionen, deren
schnelle Diffusion an die Ketten koppelt und diese beschleunigt. Beide Phanomene
verhindern die experimentelle Bestimmung des Diffusionskoeffizienten einzelner

Polyelektrolytketten und sie werden erst durch die Zugabe von Salz unterdriickt.

4.2.4 Topologie

Aus der Kombination von DLS und SLS konnen Auskiinfte liber die Topologie der

untersuchten Probe gewonnen werden, genauer aus dem Quotienten beider Radien:
Rg 2 -1 (37)
p= R_h = (Rg>z<Rh >z
Tabelle 2

p-Verhaltnisse verschiedener Partikeltopologien

Struktur p -Verhiltnis
Homogene Kugel 0,775
Hohle Kugel 1
Ellipsoid 0,775-4
Polymer-Kndul im 0-Losungsmittel 1,505
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4.3 Elektrophoretische Lichtstreuung (ELS) und

{-Potential*

Der elektrische Zustand einer geladenen Oberflaiche wird vereinfacht durch die
sogenannte elektrochemische Doppelschicht (EDS) beschrieben. Die innere Schicht
besteht aus fixierten Ladungen, wahrend die dulRere diffus in der Losung verteilt ist, aber
trotzdem in Kontakt mit der Oberflache steht. An die diffuse Schicht grenzt die Gleit-
schicht, an der das {-Potential gemessen wird. Dieses Potential ist wegen den
abschirmenden lonen kleiner als das eigentliche Oberflachenpotential (Abbildung 12).

Ublicherweise wird die elektrophoretische Mobilitit p, und damit ¢ mittels
elektrophoretischer Lichtstreuung (ELS) gemessen. Ahnlich wie in der DLS fluktuieren die
Partikel in der Losung, jedoch handelt sich hierbei um eine elektrophoretische

Bewegung. Mobilitat und Potential stehen durch die Henry-Formel in Beziehung:

2¢¢
e = gfl(fca) (38)
E: Dielektrizitatskonstanten
n Viskositat
fi: Korrekturfaktor
K: Debye-Hiickel-Parameter
a: Abstand zur Oberflache

Der Korrekturfaktor liegt im Bereich von 1 (ka = 0) bis 1,5 (ka = o), sodass fiir dicke

EDS die Hiickel-Gleichung erhalten wird:

B 2&€ (39)
l’te - 377
Dagegen kann fir dinne Doppelschichten die Smoluchowski-Gleichung formuliert
werden:
&
Ue = — (40)

n
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Abbildung 12:
Stern-Schicht und Gleit-Schicht der elektrischen Doppelschicht in KoIIoid—Lésungen57

In der elektrophoretischen Lichtstreuung wird ein Laserstrahl in einen Referenz- und
einen Anregungsstrahl aufgespalten. Der Anregungsstrahl durchquert die Probe, an der
ein elektrisches Feld anliegt, um eine Bewegung der Nanopartikel zu induzieren. Wird
das Licht an einem sich bewegenden Partikel gestreut, so kommt es zu einer

Phasenverschiebung, die proportional zu Mobilitat pu, ist.
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4.4 Infrarot-Spektroskopie (IR)*®

Die Infrarot-Spektroskopie basiert auf der Absorption von elektromagnetischen Wellen
im infraroten Spektralbereich (10.000—10cm™) und der daraus resultierenden
Anregung von Molekiilschwingungen. Die von den Molekiilen absorbierte Anregungs-
energie ist von den enthaltenen Atomen sowie von deren Bindungsstarke zueinander
abhangig und kann deshalb zur Charakterisierung der chemischen Zusammensetzung
einer Probe genutzt werden. Molekiile befinden sich bei Raumtemperatur zunachst im
Grundschwingungszustand v =0 und konnen in hohere Schwingungsniveaus angeregt
werden. Reale Molekiile verhalten sich auf Grund der Repulsion der Atombhiillen
disharmonisch und kdnnen mit Hilfe des Morse-Potentials beschrieben werden. Die
Abstande zwischen den einzelnen Schwingungsniveaus sind dabei nicht dquidistant,
sondern nehmen mit steigender Energie ab (Konvergenz), bis sie eine Dissoziations-

grenze erreichen (Abbildung 13).

~ 00,

"\ / Kontinuum

A

=

E ; r 67
2| |y e
g |1y 7,
* D° \ T / 2 r
D. \/\ 7 1
1 v=_0

T " T >
Fo Auslenkung r

Abbildung 13
Das Morse-Potential eines anharmonischen Oszillators>*

Normalschwingungen kénnen in Valenz-, d.h. Anderung der Bindungslinge, und
Deformationsschwingungen, d.h. Anderung des Bindungswinkels, unterteilt werden. lhre
Zahl kann aus den Schwingungsfreiheitsgraden ermittelt werden, die fiir ein N-atomiges
Molekiil wie folgt berechnet werden:

3N — 6 (fur nicht lineare Molekiile) bzw. 3N — 5 (fiir lin. Molekiile) (41)
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Die Voraussetzung fir IR-aktive Schwingungen ist, dass sich dabei das Dipolmoment u

des Molekiils andert:

du
— 42
ar #0 (42)

Das IR-Spektrum ist kein Linien- sondern ein Bandenspektrum, da ein
Schwingungszustand aus mehreren Rotationszustdanden besteht, deren
Wahrscheinlichkeit wiederum die Form der Banden vorgibt. Im Spektrum wird die
Transmission gegen die Wellenzahl U des eingestrahlten Lichts aufgetragen. Diese ist

eine reziproke Wellenlange A und damit direkt proportional zur absorbierten Energie E.

Eine spezielle Variante der Infrarot-Spektroskopie ist die FT-IR (ATR)-Spektroskopie
(,Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance”). Die Probe wird auf die
Oberflache eines Reflexionselements, welches Mehrfachreflexionen zuldsst (z.B. Prisma
oder ATR-Kristall), positioniert. Der fokussierte Infrarotstrahl wird entlang des Elements
totalreflektiert (Abbildung 14). Dabei werden alle Molekilschwingungen der Probe auf
einmal angeregt, sodass die detektierte Intensitdt tiber eine Fouriertransformation von

der Zeit- in die Frequenzabhangigkeit transformiert werden muss.

IR-Strahlen N \
ATR-Kristall

Abbildung 14
Funktionsweise der FT-IR-Spektroskopie mit Totalreflexion der IR-Strahlen innerhalb
eines ATR-Kristalls
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4.5 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM) ist eine nicht optische
Methode, um nicht leitende Oberflichen zu analysieren®. Die Probe wird auf einem 3D-
Piezoscanner aufgegeben, der sie unter der feinen Spitze eines Federbalkens (Cantilever)
bewegt. Durch Anderungen der Wechselwirkung zwischen Oberfliche und Spitze wird
der Cantilever ausgelenkt, was mittels eines auf die Spitze gerichteten Laserstrahls und
einer Viersegment-Photodiode detektiert wird. Das Oberflachenbild entsteht aus der
rasterformigen Bewegung des unter Spannung verformbaren Piezokristalls (inverser

Piezoeffekt) und aus der Auslenkung des Federbalkens.

Laser Photodiode

Spiegel

Cantilever
mit Spitze

X Rasterrichtung

Abbildung 15
Schematische Darstellung eines Rasterkraftmikroskops60

Eine der Betriebsmodi ist der contact-mode, bei der die Spitze im repulsiven Kontakt mit
der Probenoberfliche steht. Uber die Federbalken-Auslenkung (bei konstantem Abstand
zwischen Probe und Oberflache) bzw. Gber das z-Signal des Piezokristalls (bei konstanter
Cantilever-Kraft auf die Oberflaiche) konnen hierbei topographische Informationen
erhalten werden. Allerdings kann die Oberflaiche beschadigt werden, sodass dieser
Modus nur fir die Untersuchung harter Proben geeignet ist. Im tapping-mode hingegen
lassen sich empfindliche Proben zerstérungsfrei untersuchen. Der Federbalken wird

durch ein weiteres Piezoelement zur Oszillation mit konstanter Amplitude nahe seiner
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Resonanzfrequenz gebracht, und steht damit nicht mehr im Dauerkontakt mit der
Oberfliche. Die Wechselwirkungen der Spitze mit der Probe kénnen zu einer Anderung
sowohl der Amplitude als auch der Oszillationsphase fiihren. So kann aus der
Amplitudendnderung eine topographische Karte der Oberflaiche erhalten werden,
wahrend die Phasenverschiebung Aussagen liber die Materialeigenschaften der Probe

zulasst. In dieser Arbeit werden alle AFM-Aufnahmen im tapping-mode aufgezeichnet.

4.6 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) wird auch als SEC (size exclusion
chromatography) bezeichnet und ist eine spezielle Form der
FlUssigkeitschromatographie. Sie ermoglicht es, durch GroéRenausschlussprinzip das
Molekulargewicht sowie die Verteilung einer polymeren Probe zu bestimmen. Dazu wird
das zu untersuchende Material in einem Eluenten gelést (mobile Phase) und durch eine
oder mehrere Saulen mit pordsem Fillmaterial (stationdre Phase) eluiert. Das
Fiillmaterial besteht meist aus hochvernetztem Polystyrol mit definierten PorengroRen.
Das hydrodynamische Volumen V, der Polymere, welches wiederum von ihrer
Molmasse abhangt, bestimmt ihre Permeation in die Poren der stationdren Phase
(Abbildung 16). Partikel, deren V}, groBer als die Poren ist, passieren ungehindert die
Saule und eluieren zuerst (k =0, obere Ausschlussgrenze). Sehr kleine Molekiile
hingegen kénnen in das gesamte Porenvolumen V,, diffundieren und werden nicht mehr
aufgetrennt (k = 1, untere Ausschlussgrenze). Eine gute Auftrennung erfolgt daher nur
bei einem hydrodynamischen Radius der zwischen beiden Ausschlussgrenzen liegt
(k=0-1). Die Detektion der Eluate kann zum Beispiel mittels eines UV- oder
Brechungsindexdetektors stattfinden. Das Signal des RI-Detektors ist dabei proportional

zur Massenkonzentration des Polymers in der Losung.
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Abbildung 16

Schematische Darstellung des Trennprinzips einer GPC-Saule (grau = stationare Phase;
rot = grolle Partikel; schwarz = kleine Partikel)

Die GPC ist keine Absolutmethode, deswegen muss eine Kalibrierung mit engverteilten
Standards durchgefiihrt werden. Voraussetzungen fiir die Standards sind eine bekannte
Molmasse, die durch absolute Messmethoden (z.B. SLS, MALDI) bestimmt wurde, sowie
eine chemische und strukturelle Ahnlichkeit mit der Probe. Die Kalibrierungskurve fiir

ein gegebenes Polymer-Losungsmittel-System wird durch

V. =C, — Cy - log(M) (43)
berechnet.
Cy, Cy: Konstanten
V,: Eluationsvolumen
M: Molmasse

4.7 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Atome, die aus einer ungeraden Zahl an Neutronen bzw. Protonen aufgebaut sind,

295j...). Im statischen duReren

besitzen ein magnetisches Moment (z.B. H, B¢, N, °F,
Magnetfeld gibt es somit zwei Orientierungsmoglichkeiten und die magnetische
Kernspinquantenzahl nimmt unterschiedliche Werte m; an. Ein elektromagnetisches
Feld kann eine Umorientierung der Kernmomentachse erzwingen (Kernresonanz). Diese
Energie AE hangt von den magnetischen Eigenschaften des Atomkerns ab und ist

proportional zur Stake des duRBeren Magnetfelds Hy:
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H
AE = hv = “1L, 0 (44)
AE: Energiedifferenz
h: Planck’sches Wirkungsquantum
Ui: magnetisches Kernmoment
i: Kernspin

Experimentell wird die geléste Probe von einer Induktionsspule umgeben, in der ein
hochfrequentes Wechselfeld erzeugt wird. Die Feldstarke wird so lange variiert, bis ein
Resonanzfall zu beobachten ist. Aus der Stromadnderung erhdlt man dann das
Resonanzsignal.

Die Elektronenhiille eines Atoms schirmt den Kern ab, sodass das daulRere Magnetfeld in
Umgebung des Kerns geschwacht wird (diamagnetische Abschirmung). Damit erscheint
das Resonanzsignal bei einer hoheren Feldstarke im Vergleich zu einem nicht
abgeschirmten Kern. Dieser Effekt wird als chemische Verschiebung bezeichnet, da er

von der chemischen Umgebung des Kerns abhangt.

Herr = Hy — oH (45)
Hepyp: Effektives Magnetfeld
Hy: Statisches Magnetfeld
o: Magnetische Abschirmung

Aus der Feldstarkedifferenz erhdlt man die chemische Verschiebung &, ein vom
Magnetfeld unabhangiges Mal3. Es handelt sich dabei um eine dimensionslose Grofie in
der GroRenordnung von 10 - 107, Bei der "H- bzw. 13C—Spektroskopie wird als innerer
Standard meist Tetramethylsilan (TMS) verwendet, da es eine Resonanzfrequenz hat, die

von der Konzentration und der chemischen Zusammensetzung der Loésung unabhangig

ist.
Hg — H;
60 =—— 46
7 (46)
Hs: Resonanzfeldstarke des Standards
H;: Resonanzfeldstarke der Probe i

Hy: Statisches Magnetfeld



m MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA

4.8 UV/VIS Spektroskopie

In der UV/VIS Spektroskopie wird die Absorption von sichtbarem und ultraviolettem
Licht beobachtet. Eine notwendige Voraussetzung dafiir ist, dass die Energie des
eingestrahlten Photons hv gleich der Energiedifferenz AE der Energieniveaus ist,
zwischen denen ein Elektroneniibergang stattfindet. Zudem gilt die Auswahlregel, dass
der Impuls- bzw. Drehimpuls erhalten bleiben muss.

Ultraviolettes bzw. sichtbares Licht enthalt geniligend Energie, um m-Elektronen aus
bindenden (oder n-Elektronen aus nichtbindenden) in antibindende Molekdlorbitale zu
Uberfihren und so einen elektronisch angeregten Zustand zu erzeugen. Die energie-
armste Anregung erfolgt meist durch Anhebung eines Elektrons vom HOMO (Highest
Occupied Molecular Orbital) in das LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital).
Experimentell wird zunachst durch einen Monochromator die zur Messung ausgewahlte
Wellenlange im Bereich 190-800 nm selektiert und diese dann sowohl durch die Probe
als auch durch eine Vergleichslésung gestrahlt. Die wellenlangenabhangige Absorption A
wird anschlieBend mit einem Photomultiplier detektiert. Sie ist nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetzt flir monochromatisches Licht und unter Vernachldssigung von

Reflexion und Streuung proportional zur Konzentration des Fluorophors:

I
A=lg<70)=e*c*d (47)
£ Molarer Absorptionskoeffizient
c Konzentration des Fluorophors
d: Weglange des Lichts durch die Probe

4.9 Fluoreszenzspektroskopie

In der Fluoreszenzspektroskopie wird die Emission von Licht nach Anregung durch
Photonen beobachtet. Die Wellenldnge des emittierten Photons ist dabei zu einer
hoheren Wellenldnge verschoben (Stokes-Verschiebung). Zudem kann es zu einer
Abschwachung der Fluoreszenzintensitdit kommen, der Fluoreszenzausléschung

(quenching).


http://de.wikipedia.org/wiki/Monochromator
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Im Fluorimeter ist der Detektor im 90° Winkel zur Anregungsquelle aufgestellt, um die
Anregungsstrahlung A,, nicht mit zu erfassen. Je nachdem, ob A, oder A,

festgehalten wird, wird ein Emissions- oder ein Anregungsspektrum erhalten.

4.10 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)61

Mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie ist es moglich, innerhalb kurzer
Messzeiten und mit einer geringen Probenkonzentration den Diffusionskoeffizienten
einzelner Molekiile zu bestimmen. Dazu wird die Probe mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert. Aus dem zeitlichen Verlauf des Fluoreszenzsignals einzelner Molekiile erhalt
man Informationen Uber charakteristische Zeiten der beteiligten dynamischen Prozesse.
Das Gerat beruht auf dem Prinzip eines inversen konfokalen Mikroskops, bei dem der
Laserstrahl in ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur gelenkt und auf die Probe
fokussiert wird. Dadurch wird ein sehr kleines Anregungsvolumen in der Gréf3enordnung
von 1 um erzeugt. Ist die Probenldsung ausreichend niedrig konzentriert, so diffundieren
die Farbstoff-Molekiile im Idealfall einzeln durch das Fokusvolumen. Dabei gilt: Je
hohere die Konzentration der Partikel ist, desto niedriger ist die relative Fluktuation.

Die Fluktuation 6F (t) des Messsignals kann beschrieben werden als eine Abhangigkeit
von der lokalen Konzentrationsdanderung 8C und der Wahrscheinlichkeit, mit der ein
Photon detektiert werden kann. W (r) wird mit einer dreidimensionalen GauR-Funktion

angenahert.
SF(t) = J W(r)8(nC(r,t))dv (48)
4

Analog zur dynamischen Lichtstreuung wird eine normierte

Intensitatsautokorrelationsfunktion aufgestelltezz

_{SF(®)6F(t+71)) 1 T\ 1 T \-1/2
90 = -wltg) (1) (49)

S: Axiales Verhaltnis z, /1y
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Der Diffusionskoeffizient D des fluoreszierenden Partikels Ildsst sich aus der

Diffusionszeit Tpund 71, aus vorangegangener Kalibrierung des Detektorvolumens

bestimmen.
2
T
0
D=—— (50)
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Abbildung 17

Aufbau eines Fluoreszenzkorrelationsspektrometers (rechts), eine schematische
Darstellung des ellipsoiden Messvolumens (link oben) und die exemplarische Zeitspur
einer Messung (links unten)®

4.11 Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Ernst Abbé zeigte bereits 1878, dass die Auflésung optischer Mikroskope durch die
Wellenldnge des Lichts limitiert ist®, d.h. auch mittels UV-Licht kénnen maximal
GroRRenordnungen von 0,1 um beobachtet werden. Erst durch die Entdeckung der
Welleneigenschaften sich bewegender Elektronen, die de Broglie 1924 theoretisch
zeigte und Davison und Germer 1927 bestétigten“, anderte sich diese Limitation. Im
Vergleich zur konventionellen Lichtmikroskopie erlaubt die kurze Wellenldnge der
Elektronen in der Elektronenmikroskopie eine drastische Verbesserung der Auflésung,

sodass auch Proben im Nanometer-Bereich abgebildet werden konnen. Das erste
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Elektronenmikroskop wurde 1931 von Max Knoll und Ernst Ruska, Technische
Hochschule Berlin, gebaut und publiziert®®.

Uber mehrere magnetische Linsen wird der Elektronenstrahl auf die Probe fokussiert,
die z.B. auf ein mit Kohlenstoff beschichtetes Netz fein verteilt ist. Mittels Apertur-

blenden kann zwischen zwei Betriebsmodi, der Abbildung bzw. dem Beugungsbild,

I electron source

condensor lenses
——— SaMple

! objective lens

gewechselt werden.

! projective lens

Abbildung 18
Schematische Darstellung des Elektronenstrahls von der Quelle tber die Probe bis zum
Detektor’’

Hier ist anzufligen, dass das Abbé-Limit der Lichtmikroskopie an fluoreszenzmarkierten
Proben mittlerweile umgangen werden konnte. 2014 ging der Nobelpreis flir Chemie an
Stefan Hell fir die Entwicklung des STED-Mikroskops und an Eric Betzig und William

Moerner fir die Einzelmolekil-Mikroskopie.
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4.12 Super Conducting Quantum Interference

Device-Magnetometer (SQUID)** *

Super-Conducting-Quantum-Interference-Device-(SQUID)-Magnetometer bieten eine
hohe Genauigkeit bei der Messung sehr kleiner Magnetfelder bzw. Flussdichten. Das
SQUID besteht aus einem supraleitenden Ring, der zwei Isolatorstellen besitzt, die als
Josephson-Kontakte bezeichnet werden. Dabei kann eine periodische Abhangigkeit der

Spannung U(®) vom magnetischen Flussquant @, beobachtet werden:

h
&y =— = 2,07 107 Tm? (51)
2e
Plancks’ches Wirkungsquantum
e: Elementarladung
Supraleiter
Ny (‘\ Josephson- U
AN
Kontakte
- Magnetfeld
—D, d, (1;
A
Abbildung 19

Schematische Darstellung eines SQUID (links)>’ und periodische Abhangigkeit der
Spannung U vom magnetischen Flussquant @,(rechts)

SQUID und Probe sind im Magnetometer raumlich getrennt. Eine Aufnahmespule um die
Probe nimmt das magnetische Signal auf und leitet es in das SQUID induktiv ein. Die
grofRe Anzahl an Spulenwindungen erhoht dabei die Auflosung.

So kann die Magnetisierung der Probe in Abhadngigkeit vom magnetischen Feld
gemessen werden, um eine temperaturspezifische Hysteresekurve zu erhalten. Zudem
ldsst sich durch die Messung der zero-field-cooled (ZFC) und field-cooled (FC)
Magnetisierung die blocking-Temperatur ermitteln. Im ZFC-Verfahren wird die Probe

zunadchst in Abwesenheit eines Magnetfelds auf T =5 K gekihlt. Dann wird ein
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Magnetfeld angelegt und die Probe langsam erwarmt, wahrend gleichzeitig die
Magnetisierung erfasst wird. AnschlieRend folgt der FC-Prozess, bei dem die Probe in
Anwesenheit des Magnetfeldes wieder langsam abgekihlt wird. Dabei wird die blocking-
Temperatur erreicht, bei der das Kriterium Mg, — Mypc # 0 erfillt ist, d.h. bei der die

zwei Magnetisierungskurven voneinander abzweigen.



ilst MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Eisenoxid-Nanopartikel

5.1.1 Synthese

Der erste Schritt zur Entwicklung eines partikuldaren Transfektionsmittels ist die Synthese
eines geeigneten Templats flir das spatere Layer-by-Layer-Verfahren. Die Eisenoxid-
Nanopartikel sollen dabei reproduzierbar synthetisiert werden und eine enge
GroRenverteilung besitzen, damit nach jeder Schichtbildung die Radiusanderung mittels
dynamischer Lichtstreuung genau detektiert werden kann.

Eine geeignete Methode zur Synthese magnetischer Eisenoxid-Nanokristalle, die den
gestellten Anforderungen geniigen, ist 2004 von Hyeon et al.®? publiziert worden. Dabei
wird aus Eisen(lll)chlorid und Natriumoleat in einer Mischung aus Hexan, Ethanol und
Wasser die Vorstufe Eisenoleat hergestellt. Dieses wird zusammen mit Olsdure in 1-
Octadecen gelost und mit einer konstanten Heizrate bis zum Sieden erhitzt. Nach
weiteren dreifig Minuten bei 315°C kénnen monodisperse Fes04-Nanopartikel isoliert

werden (Vergl. Kapitel 7.3.1).

o 57 °C
FeCl; 4 3 Na* - = Fe*
H,0, EtOH, Hexan ©°

Abbildung 20
2-Stufen-Synthese definierter Eisenoxidnanopartikel durch Thermolyse in 1-Octadecen
und mit Ols3ure als Stabilisator
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Diese Nanopartikel sind mit einer Schicht aus Oleat-Molekilen stabilisiert und somit
nicht in Wasser dispergierbar. Um sie in eine wassrige Losung zu Gberfiihren und somit
fir Polyelektrolyte zuganglich zu machen, ist ein Austausch mit hydrophilen Liganden
notig. Nach Xu et al.®® geht dieser Ligandentausch leichter vonstatten, wenn die
Oleathille zum Teil durch das raumeinnehmende Molekil Trioctylphosphinoxid (TOPO)
ersetzt wird. So soll eine dicht gepackte, hydrophobe Schichtbildung vermieden werden

und ein effektiver Ligandentausch moglich sein.

g
315 °C ‘
1-Octadecen /;?ﬁy

Abbildung 21
Thermolyse in Gegenwart eines Olsdure/ Trioctylphosphinoxid-Gemisches zur Synthese
definierter Eisenoxidnanopartikel mit einer labilen Liganden-Schicht

Die Vorstufe zu Eisenoleat ist identisch mit der Synthese nach Hyeon, lediglich bei der
Thermolyse wird neben Olsidure das Trioctylphosphinoxid zugegeben. Beide
Synthesewege liefern einen schwarzen Niederschlag, der reversibel in organischen
Losungsmitteln wie Toluol dispergierbar ist (Vergl. Kapitel 7.3.2). In Tabelle 3 sind die

zwei Synthesewege mit den dazugehdrigen Produktbezeichnungen aufgefiihrt.

Tabelle 3
Bezeichnung der nach zwei Methoden synthetisierten Eisenoxid-Nanopartikeln

Syntheseweg Liganden Bezeichnung

Hyeon et al. *° Olssure OL-Fe;0,4

Xu et al. 68 Olsdure + Trioctylphosphinoxid TOPO/OL-Fe50,
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5.1.2 Charakterisierung

TEM Aufnahmen der Proben OL-Fes04 und TOPO/OL-Fe30,4 sind in Abbildung 22 zu
sehen. Die Nanopartikel, die lediglich Oleatmolekile als Liganden tragen, besitzen eine
nahezu sphdrische Form mit sehr enger GroRenverteilung (oben), wahrend die
Trioctylphosphinoxid-stabilisierten Kristalle unregelmafige Verformungen aufweisen
(unten). Zudem besteht die Probe TOPO/OL-Fe3O, aus zwei Fraktionen mit einem
Durchmesser von ca. 5 nm bzw. 20 nm und ist damit flir eine weitere Verwendung zu
breit verteilt. Die Einfihrung des zweiten, raumfillenden Liganden TOPO verhindert ein

homogenes, spharisches Kristallwachstum und fiihrt zur Ausbildung von Ecken und

Kanten.
e &
t& v g ¥, $
%5 s o
% °
,ﬁ
R
Ol T
27500x 100nm
17000x 100nm 75000x
Abbildung 22

TEM-Aufnahmen der Eisenoxid-Nanopartikeln nach Adsorption auf Kohlefilm aus Toluol-
haltiger Losung: OL-Fe304 (oben) und TOPO/OL-Fe304 (unten)



51088 MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA

Da die OL-Fe304-Nanopartikel fiir eine Verwendung als Template bei der Ausbildung
polymerer Mehrschichtpartikel besser geeignet sind, werden sie genauer untersucht.
Aus der Mittelung von 120 Partikeln der TEM-Aufnahme wird ein Durchmesser von

17,3 nm erhalten.

20 -
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Anzahl
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4 -
24

0 - T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 3

d/nm

Abbildung 23
GroRenverteilung der Probe OL-Fe304

Geht man von einer spharischen Form der Partikel aus, so kann ihre mittlere Molmasse

aus dem Radius und der Dichte von Magnetit (p = 5,2 gcm™3) berechnet werden:

4 ot o 4 173 N°
anpgrrr Ny =52%x10"%"gnm x§n< nm) X Ny (52)
M, = 8,5 x 10°gmol !
173 \?
0, = 4nr? = 4n (Tnm) = 940nm? (53)

Die Oberflache (0) eines spharischen Nanopartikels mit einem Durchmesser von 17,3 nm

betragt 940 nm? (Gleichung 54).

Zudem werden beide Proben mittels DLS im Winkelbereich von 30° bis 158° untersucht.
Sie werden in Toluol verdinnt und mit einem LCR-Spritzenfilter (PorengréfRe 450 nm)
filtriert. Die jeweiligen Korrelationsfunktionen lassen sich monoexponentiell fitten. Die
TOPO/OL-stabilisierte Probe ist mit einem hydrodynamischen Radius von 12,8 nm etwas

grofer als die OL-Fe;04-Nanopartikel, deren Radius 10,8 nm betragt.
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Tabelle 4
Hydrodynamische Radien beider Proben (filtriert mit LCR 450 nm und gemessen in
Toluol bei 30° bis 158°)

Partikel (1/Rp);1/ nm
OL-Fe30,4 10,8
TOPO/OL-Fe30,4 12,8

Um zu zeigen, dass es sich bei den Eisenoxid-Kristallen um Magnetit mit der
Strukturformel Fes04 handelt, wird mittels TEM die Elektronenbeugung untersucht.
Dabei konnen die auftretenden Reflexe den Kristallebenen eines Magnetit-Kristalls

zugeordnet werden.

d/nm Reflex
0,29 (220)
0,25 (311)
0,21 (400)
0,16 (511)
0,15 (440)

Abbildung 24
Elektronenbeugungsbild der Probe OL-Fe304 (links) mit zugehorigen Reflexen (rechts)

Die magnetischen Eigenschaften der Eisenoxidnanopartikel lassen sich mit einem Super-
Conducting-Quantum-Interference-Device (SQUID) Magnetometer bestimmen. Zunachst
werden die Magnetisierungskurven durch Auftragung von der Magnetisierung M gegen
die Feldstirke H bei 5 K und 300 K erhalten, wobei die maximale Feldstiarke 60000 Oe
betragt. Bei 5 K ist eine leichte Hysterese zu erkennen, die typisch fur ferrimagnetische
Stoffe ist. Somit liegt diese Temperatur unter der blocking-Temperatur Ty. Dagegen

zeigen die Eisenoxidnanopartikel bei 300 K keine Remanenz und Koerzitivitat, sondern
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ein superparamagnetisches Verhalten mit einer magnetischen Sattigung M, von
61 emu/g. Die blocking-Temperatur Ty lasst sich durch eine zero-field-cooled (ZFC)- mit

anschlieender field-cooled (FC) Magnetisierung bestimmen und betragt 254 K.
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Abbildung 25
Magnetisierungskurven der OL-Fe;04-Nanopartikeln bei 300 K und 5K (oben), sowie
zero-field-cooled- (ZFC) / field-cooled- (FC) Magnetisierung (unten)

5.1.3 Zusammenfassung

Fir die Synthese von definierten Eisenoxid-Nanopartikeln werden zwei Methoden
verwendet. Die Trioctylphosphinoxid/Oleat-stabilisierten Kristalle weisen in den TEM-
Aufnahmen Deformationen wie Ecken auf und besitzen eine breitere GroBenverteilung
als die in Gegenwart von Olsiure synthetisierten Nanopartikel. Deswegen werden die
OL-Fe304-Partikel fir die weiteren Versuche verwendet. Aus der TEM-Aufnahme wird
ein mittlerer Durchmesser von 17,3 nm erhalten, wéahrend die DLS einen
hydrodynamischen Radius von 10,8 nm liefert. Damit ist der hydrodynamische

Durchmesser mit 21,6 nm um etwa 25 % groRer als der mittlere Kerndurchmesser im
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getrockneten Zustand. Die SQUID-Messung zeigt, dass die Partikel bei Raumtemperatur
superparamagnetisch sind. Die Magnetit-Struktur kann durch Elektronenbeugung

bestatigt werden.
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5.2 Ligandentausch

5.2.1 1-Stufen-Ligandentausch

Die engverteilten Eisenoxid-Nanopartikel besitzen eine organische Hiille und sind
deshalb nicht in Wasser dispergierbar. Um sie in wassrige Losung Gberfihren zu konnen,
ist eine Oberflachenmodifikation mit hydrophilen Gruppen nétig.

Zundchst wird der Austausch der stabilisierenden Schicht in einem Reaktionsschritt
vorgenommen. Dazu werden die Partikel in Chloroform dispergiert, wahrend die
jeweiligen Liganden in DMSO gel6st sind®. Chatechol-Ankersind nach Xu et. al fiir die
Komplexierung von Eisenionen geeignet’’, weswegen Dopamin sowie 3-(3,4-
Dihydroxyphenyl)propionsaure als Liganden untersucht werden. Zudem wird der

Ligandentausch mit Dopamin-modifiziertem Polyethylenglykol sowie Glutathion

durchgefihrt.
HO
0] 0]
OH HO N /U\/o CH
OH ~o ‘VO}( 3
n
HO HO
Abbildung 26

Liganden zur Oberflaichenmodifizierung der OL-Fes04-Nanopartikel: Dopamin,
Glutathion, 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsdure und Dopamin-modifiziertes Poly-
ethylenglykol (von links oben nach rechts unten)

Der Phasentransfer wird entweder durch Rihren bei verschiedenen Temperaturen,
durch Ultraschall oder durch langes Schiitteln initilert. Die verwendeten
Durchfiihrungsvarianten sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Kann der Niederschlag nach
beendeter Reaktion homogen in MilliQ-H,0 dispergiert werden, so wird die Losung mit

einem  GHP-Spritzenfilter (PorengroBe 450 nm) filtriert. Bei einigen der
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Versuchsvarianten bilden die Partikel augenscheinlich eine Suspension im wassrigen
Milieu, jedoch ldsst sich keine dieser Proben anschlieBend durch einen Spritzenfilter mit
450 nm grof3e Poren filtrieren. Demnach findet kein vollstandiger Ligandentausch statt
und durch den jeweiligen Riickstand an hydrophober Hille agglomerieren die

Eisenoxidpartikel, sobald sie in Wasser tGberfiihrt werden.

Tabelle 5

Ubersicht aller 1-Stufen-Ligandentauschversuche an OL-Fe30,-NPs mit Angaben Uber
Liganden-Stoffmenge pro 1 mg NPs, Reaktionsdurchfiihrung und Dispergierbarkeit in
H,0. Ist eine Dispersion zu beobachten, so wird anschlieBend die Filtration mit einem
GHP-450 nm Spritzenfilter Gberpriift [v' = méglich; x = nicht méglich]

Ligand n / mmol Durchfiihrung H,O0 Filtration
0,026 Rihren 70°C 1h v X
0,026 Rihren 70°C 3h v X
0,026 Ruhren 40°C 17 h X
Dopamin
0,13 Rihren 40°C 18 h X
1,3 US-Bad 4h v X
1,3 SchiittelnRT | 144h | ¥ X
0,11 US-Bad 2,5h X
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)
1,1 Schitteln RT 144 h X
propionsaure
1,1 Rihren 40°C 15h X
Polyethylenglykol-
2-(3,4-Dihydroxyphenyl)- 0,007 Rihren RT 48 h v X
ethylamin

Glutathion 0,33 Rihren RT 72 h v X
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5.2.2 2-Stufen-Ligandentausch

Die Versuche, die Oleat-Hdlle in einem Schritt vollstandig zu tauschen, fliihren zu keinem
Erfolg. Deswegen wird ein Zwei-Stufen-Ligandentausch nach Hatakeyama und Kishi’*
untersucht. Carbonsduren mit Mercapto-Gruppen sind fiir die Komplexierung von
Eisenoxid gut geeignet, jedoch kdnnen Thiolgruppen die Spinellstrukur von Magnetit
auflésen’?. lhre hohe Affinitat zu Eisen kann trotzdem ausgenutzt werden, indem sie als
temporare Liganden verwendet werden. Dazu wird die OL-Fe304-Toluol-Lésung mit
Meso-2,3-Dithioweinsdure (DMSA), die in DMSO gelost ist, versetzt und unter Argon-
Atmosphare im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wird der Niederschlag in eine
0,1 M Natriumcitratlosung (pH = 8) liberflihrt und nochmals ins Ultraschallbad gehalten.
Durch den hoheren Chelat-Effekt der drei Carbonylgruppen ist Natriumcitrat affiner
gegeniber Eisenoxid und damit in der Lage die DMSA-Molekiile zu verdrangen

(Abbildung 27).

Oleat-NPs Citrat-NPs
in Toluol in Wasser
Abbildung 27

Schematische Darstellung der Uberfiihrung von Oleat-stabilisierten Nanopartikeln zuerst
in DMSA-haltigem DMSO und anschlieBend in wassriger Natriumcitrat-Losung

Die durch den Zwei-Stufen-Ligandentausch in wassriger Losung Uberfiihrten
Nanopartikel werden als Cit-FesO, bezeichnet. Sie lassen sich mit einem GHP-
Spritzenfilter (450 nm) filtrieren und koénnen somit genauer untersucht werden. Die
TEM-Aufnahmen (Abbildung 28) zeigen Partikel, die identisch mit den OL-Fe30;-
Kristallen sind (Abbildung 22 oben). Sie besitzen ebenfalls eine spharische Form mit

einem Durchmesser von 17 nm.
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21000x 100m | 96000x 200m

Abbildung 28
TEM-Aufnahmen der Cit-FesO4Nanopartikeln nach Adsorption auf Kohlefilm aus
wassriger Losung

Eine weitere Moglichkeit fir die bildliche Darstellung der Partikel ist die
Rasterkraftmikroskopie (AFM). Hierbei werden die Partikel durch schnelle Rotation
(spin-casting) auf ein Mica-Plattchen fein verteilt und im tapping-mode aufgenommen.
Da die Spitze mit einem Durchmesser von 20 nm in der GréRenordnung der Partikel
liegt, kann ihr Durchmesser nicht aus der horizontalen Distanz ermittelt werden. Wird
jedoch die Hohe (vertikale Distanz) gemessen, so erhalt man Durchmesser, die mit den
Werten der TEM-Aufnahme (bereinstimmen. In Abbildung 29 ist beispielhaft die
Analyse eines Partikels gezeigt: Die horizontale Messung (grin) liefert einen

Durchmesser von 46,9 nm, die Hohe (schwarz) dagegen wird zu 16,4 nm bestimmt.

20.0
-

pm

Surface distance 29.943 nm
Horiz distance 23.438 nm
Vvert distance 16.357 nm
Angle 34.911 °

Abbildung 29
AFM-Aufnahme der Cit-Fe3O,4 auf Mica (spin-casting mit ¢=0,1 gL'1 in H,0). Von links
nach rechts: Hohenbild, Amplitudenbild und beispielhafte Analyse der Hohe (schwarz)
und Breite (griin) eines Partikels
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Die Analysen mittels TEM und AFM werden an trockenen Proben durchgefiihrt und
konnen keine Aussage Uber eine Partikelaggregation liefern. Um zu Uberpriifen, ob der
Ligandentausch vollstandig ist und die Partikel somit einzeln vorliegen, wird dynamische
Lichtstreuung an der Cit-Fes04.Probe gemessen. Sie wird in MilliQ-H,0 verdiinnt und mit
einem GHP-Spritzenfilter (PorengroRe 450 nm) filtriert. Die erhaltene Korrelations-
funktion kann monoexponentiell gefittet werden, wobei ein (1/R,); 1= 11,4 nm erhalten
wird. Dieser ist nahezu identisch mit dem hydrodynamischen Radius vor dem
Ligandentausch ({(1/Rp);! = 10,8 nm). Somit ist der Ligandentausch vollstindig und
aggregationsfrei durchgefihrt worden.

Tabelle 6

Vergleich der hydrodynamischen Radien vor und nach der Uberfiihrung in Wasser
(gemessen bei 30° bis 158°)

Partikel (1/Rp);1/ nm Filter Losungsmittel
OL-Fe30,4 10,8 LCR 450 nm Toluol
Cit-Fes0,4 11,4 GHP 450 nm MilliQ-H,0

Die Citrat-stabilisierten Eisenoxidpartikel zeigen trotz ihrer negativen Oberflachenladung
keinen sichtbaren slow oder fast mode. Die Korrelationsfunktionen der 30°, 90° und 158°
Messungen lassen sich monoexponentiell fitten und liegen {(ibereinander. Die
Extrapolation der 1/Rp,-Werte, errechnet aus den jeweiligen Diffusionskoeffizienten,

zeigt lediglich eine 2%ige Steigung.
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Abbildung 30

DLS der Probe Cit-Fes0,4 in MilliQ-H,0 bei ¢ = 35 mgL'1 — Links: Korrelationsfunktionen
der Messungen bei 30° (schwarz), 90° (rot) und 158° (griin) zeigen keine Abweichung;
Rechts: Extrapolation von 1/R;, gegen 0 zur Bestimmung von {1/R,);!

Das {-Potential in MilliQ-H,0 kann mit einem Zetasizer zu ca. — 40 mV bestimmt werden.
Dieser Wert wird nicht als absolut betrachtet, sondern dient nur der Kontrolle. Damit

besitzen die Partikel wie erwartet eine negative Oberflachenladung.

5.2.3 Bestimmung des Eisengehalts

Fiir die Bestimmung des Eisengehalts in einem Citrat-stabilisierten Nanopartikel wird
1,10-Phenanthrolin verwendet®. Zunichst muss die Konzentration an Cit-Fe304 mittels
Gefriertrocknung bestimmt werden, wobei eine Portion der StammlOosung im zuvor
tarierten Gefall im Hochvakuum vom Losungsmittel befreit wird. Dann werden die
Partikel (m = 1,4 mg) mit konzentrierter Salzsdure zersetzt und die freien Fe**-lonen zu

2
Fe™

reduziert. Unter Zugabe von 1,10-Phenanthrolin konnen Ferroin-Komplexe (Tri-
1,10-phenanthrolineisen(ll)-lonen) gebildet werden, die bei einer Wellenlange von
511 nm ein Absorptionsmaximum aufweisen. Um aus der Absorption die Konzentration
an Eisen zu berechnen, ist eine Kalibrierung mit Ammoniumeisen(ll)sulfat (Mohrsches

Salz) nétig. Die erhaltene Kalibriergerade liefert die Eisenkonzentration c(Fe®"):

AbSsyinm 0,13

F 2+y — —
ctFe™) = 0o mlug ~ 0213 mLug ™

= 0,61 ugmL™t (54)
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Daraus folgt fir die Nanopartikel-Probe, die eine Absorption von 0,13 aufweist, eine
Fe’*-Konzentration von 0,61 pg/mL. Die HCl-haltige Stammldsung enthélt somit 808 ug
Fe2+, woraus sich eine Masse von 1,12 mg an Fe304-Nanopartikeln berechnen lasst.
Damit besteht die Probe zu 80 % aus Magnetit und enthalt 1 mmol Natriumcitrat. Bei
einem mittleren Partikel-Durchmesser von 17,3 nm und einer Partikel-Oberflache von
940 nm? ware die Oberflichenbeladung von Citrat 1,5%10% molnm™2. Das wiirde
bedeuten, dass sich 9 Liganden auf 1 nm? befinden. Die Zahl erscheint etwas zu hoch:
Zum einen koénnen sich freie Citratmolekile in der Losung befinden, obwohl die
Nanopartikel mittels Fallung und Amicon®-Zentrifugenfiltration aufgereinigt wurden.
Zum anderen wiirden Fehler bei der Einwaage und Kalibrierung die Eisenkonzentration

und damit alle weiteren errechneten Werte verfalschen.

5.2.4 Salzstabilitat

Eine wichtige Eigenschaft von Nanopartikeln ist ihre Stabilitdt in salzhaltiger Losung.
Dafiir wird die Cit-Fes04-Probe in Gegenwart unterschiedlicher Salz-Konzentrationen
mittels DLS vermessen. Dabei wird zunachst die Partikell6sung in eine Kiivette vorgelegt
und mit 50 mM NaCl-Lésung titriert. Die Probe scheint bis zu einer NaCl-Konzentration
von 37 mM stabil zu sein, wobei der Radius bei ¢(NaCl) = 37 mM um einen Nanometer
gestiegen ist. Um in der Kiivette eine NaCl-Konzentration von 50 mM zu erreichen, wird
ein Tropfen einer 1 M Salzlésung zutitriert. Dabei tritt eine starke Erhohung des
hydrodynamischen Radius bis 90 nm auf (Abbildung 31). Somit sind die Cit-Fes04 schon
bei einer Salzkonzentration von 50 mM aggregiert und kdnnen nicht ohne weitere
Stabilisierung in einen physiologischen Puffer wie PBS Uberfiihrt werden.

Da uUblicherweise die Partikelldsung zum Puffer gegeben wird, werden im zweiten Test
unterschiedlich konzentrierte Salzlésungen in der Kivette vorgelegt und die Partikel
zugegeben, sodass die Partikel-Endkonzentrationen gleich sind (Abbildung 31 rechts).
Dabei steigt der hydrodynamische Radius bereits bei 15 mM NaCl um einen Nanometer
und ist bei 25 mM auf 15 nm angewachsen. Die Cit-Fes04-Nanokristalle sind demnach

NaCl gegenlber empfindlicher als im ersten Versuch ersichtlich und beginnen schon in
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Anwesenheit geringer Salzmengen zu aggregieren. Dies war zu erwarten, da eine
sterische Stabilisierung durch niedermolekulare Liganden wie Citrat-Molekiile nicht

gelingen kann.
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Abbildung 31

(1/Ry,);* der Cit-Fe;0,4-Probe in Gegenwart verschiedener NaCl-Konzentrationen.

Links: Fe;04-Cit wird in der Kiivette vorgelegt (csare(Fe304-Cit) = 33 mgL™) und mit einer
50 mM NaCl-Loésung titriert, sodass die Partikelkonzentration sinkt.

Rechts: Fe30,4-Cit wird in unterschiedlich konzentrierten NaCl-Losungen verdiinnt, sodass
die Partikel-Endkonzentration cende(Fe304-Cit) = 33 mgL™ betragt

5.2.5 Zusammenfassung

Die Versuche, OL-Fe30,4 in einem Reaktionsschritt in Wasser zu Uberfiihren, liefern mit
keinem der verwendeten Liganden (Dopamin, Glutathion, 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)
propionsdure und Dopamin-modifiziertes Polyethylenglykol) aggregatfreie wassrige
Dispersionen. Geht man jedoch von DMSA als Zwischenligand aus und Uberfihrt die
Partikel anschlieRend in eine Natriumcitrat-Losung, so bilden sich aggregatfreie, Citrat-
stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Radius von 11,4 nm.
Diese reagieren empfindlich auf die Zugabe von Salz, da sie lediglich durch die Coulomb-
AbstofRung negativ geladener Citrat-Liganden in Losung gehalten werden. Bereits
niedrige NaCl-Konzentrationen wie ¢ = 25 mM fiihren durch Abschirmung der Ladung zur
Aggregation und zu einem Wachstum des mittleren hydrodynamischen Radius. Da die
Cit-FesO4-Nanopartikel in physiologischen Puffern instabil sind, missen sie mit einer

sterisch abschirmenden Hulle versehen werden.
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5.3 Layer-by-Layer-Verfahren - ein Modellsystem

5.3.1 Verwendete Polyelektrolyte

Unter Verwendung der Cit-Fes04-Nanopartikel als spharische Template sollen polymere
Mehrschichtpartikel gebildet werden, die siRNA enthalten. Dazu wird zunachst ein
Modellsystem aus synthetischen Polymeren entwickelt, um die Parameter des

Beschichtens (Konzentration, Volumen, Geschwindigkeit) zu ermitteln.

Als Polykationen dient das Homopolypeptid Poly-L-Lysin - HBr (PLL) mit der GroRe
15.000-30.000 gmol™ nach Herstellerangabe. Es besitzt einen hohen pKs-Wert
(pKs = 9,4”%) und liegt damit in reinem Milli-Q-H,O fast vollstandig protoniert vor. PLL
hat entscheidende Vorteile fiir das Modellsystem: Es kann in groReren Mengen kauflich
erworben werden und ist, da es aus Aminosauren besteht, biologisch abbaubar’®.

Zudem wird das von Dr. Wengiang Chai synthetisierte Polyhexylsperminacrylamid - HBr
(PHSAM) verwendet’. Es besteht aus N-Alkylsperminacrylamid-Seitenketten, die mittels
RAFT-Methode (M, = 120000 gmol™; Py = 150; (1/R,);! (0,15 M NaCl) = 9,8 nm)

polymerisiert worden sind. Jede Seitenkette kann bis zu vier positive Ladungen tragen.

i o
Br- o

Abbildung 32
Die Polymere PLL und PHSAM (von links nach rechts) werden als Polykationen fiir das
Layer-by-Layer-Verfahren verwendet

Da im Grof3teil der Versuche das Poly-L-Lysin - HBr verwendet wird, wird es mittels

statischer Lichtstreuung genauer untersucht. In einer wassrigen 150 mM NaCl-Losung
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wird die Molmasse M,, = 26900 gmol'1 erhalten. Bei einer Lysin - HBr-Molmasse von

227,1 gmol™ erhilt man den Polymerisationsgrad Py, = 118.

0.8+

Kc/R / 10”-mol/g

0.3 T T T T T T T T T 1

(g*+k-c) / 10%-cm™

Abbildung 33

Zimmplot von PLL 15-30 kDa in 0,15 M wassriger NaCl-Losung bei T = 293,1 K; Filter GHP
450 nm; von oben: ¢;= 10,000 gL, c2= 8,210 gL', ¢3=6,502 gL, c4=5,368 gL, ¢5=0;
Az=1,68x10" molem®g™® und dn/dc = 0,1631 cm’g’™"; My, = 26900 gmol™

Das korpereigene Polysaccharid Heparin (Hep) wird als Polyanion eingesetzt. Es besteht
aus variierenden Folgen von D-Glucosaminen und Uronsduren, die eine variable Zahl an
Sulfat-Gruppen tragen und damit stark negativ geladen sind. Heparin hat eine
gerinnungshemmende Wirkung und wird zum Beispiel zur Thrombosen-Prophylaxe

verabreicht.

CH20303
CHZOH
CHZOSO3 050 coo’
: a > | < OH >
: ; 0S0;

Abbildung 34
Beispielhafte Sequenz der Zucker-Bausteine D-Glucosamin und Uronsdure im
Polysaccharid Heparin
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Die Molmasse des verwendeten Heparins (SIGMA Aldrich) wird mittels statischer
Lichtstreuung zu M, = 23300 gmol™® bestimmt. Da die Konzentrationen eine 3%ige
negative Steigung aufweisen, ist die Molmasse mit einem Fehler von +/- 800 gmol'1
behaftet. Das Heparin ist ein aus Schweinedarm-Schleimhaut extrahiertes Polysaccharid
und weist eine breite Molmassenverteilung auf. Dies ist an dem hohen Wert p©,(90°,
Kumulantenfit) = 0,2 zu erkennen.

0.9+

0.8

0.7 s}

0.6 4

0.5+

Kc/R /10*-mol/g

0.4 4

0-3 L] L] L] L] T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

(q°+k-c) / 10"%cm?

Abbildung 35

Zimmplot von Heparin in 0,15 M wassriger NaCl-Losung bei T = 293,1 K; Filter GHP
200 nm; von oben: c1= 4,000 gL, c2=3,070 gL?, ¢3=2,159 gL™, c4=1,292 gL', c5=0;
Az=4,7x10° molem’g? und dn/dc = 0,1197 cm’g™; My, = 23300 gmol™ (+/- 800 gmol™)

Die Polyelektrolyte werden zudem in 150 mM NaCl-Losung geldst und mittels
dynamischer Lichtstreuung vermessen. Die jeweiligen hydrodynamischen Radien sind in

Tabelle 7 zu sehen.

Tabelle 7
Hydrodynamische Radien der Polyelektrolyte gemessen in wassriger NaCl-Losung
(c=150 mM)
Polyelektrolyt (1/Rp);1/ nm
Poly-L-Lysin 2,3
Polyhexylsperminacrylamid 9,8
Heparin 3,5
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5.3.2 Aufbau einer Layer-by-Layer-Apparatur

Um die Kolloidaggregation beim LbL-Verfahren moglichst auszuschlieSen, sollen

folgende Grundvoraussetzungen beachtet werden:

e Partikel werden zu der Polyelektrolytlosung gegeben.

e Die Polylektrolytmenge ist geniigend hoch, um eine vollstindige Partikel-
Beschichtung zu erhalten.

e Die Zugabe erfolgt langsam, sodass jedes Partikel moglichst vollstandig und
einzeln beschichtet wird

e Abtrennung der Uberschiissigen Polymere von den beschichteten Kolloiden ist
nach jedem Adsorptionsschritt notwendig, um keine kontaminierende Aggregate
aus gegensatzlich geladenen Polymeren zu erhalten.

e Eine niedrige Polydispersitdat des spharischen Templats fihrt zu uniformen

polymeren Mehrschichtpartikeln.

Um diese Voraussetzungen zu erfiillen, wird fir das Layer-by-Layer-Verfahren eine
eigene Apparatur aufgebaut (Abbildung 36). Eine Spritzenpumpe injiziert mit
regulierbarer und konstanter Geschwindigkeit die Nanopartikel-Lésung durch eine
Kapillare in die Polyelektrolytlésung. Die Templat-Partikel verlassen unter Rihren die
Kapillare durch eine Antidiffusionsspitze. Dies gewahrleistet eine moglichst langsame
sowie gleichmaRige Verteilung und verhindert die Rickdiffusion der Polyelektrolyte zur
Partikelldsung in der Kapillare bei abgeschalteter Dosierung.

Die Anlage wird vor jeder Benutzung zuerst mit 50 mL einer 0,1 M Ethylendiamintetra-
essigsaure-Losung (EDTA) und anschliefend mit ca. 200 mL MilliQ-H,0 gespiilt, um sie
von adsorbierten Eisenoxid-Partikeln zu befreien. Zudem werden zwei Anlagen
verwendet — eine fiir die Beschichtung mit Polyanionen und eine fiir die Beschichtung

mit Polykationen.
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Abbildung 36

Layer-by-Layer-Aufbau — Eine Spritzenpumpe (1) injiziert mit konstanter Geschwindigkeit
die Nanopartikel-Losung (2) durch eine Kapillare in die Polyelektrolytlésung (7). Die

Nanopartikel verlassen die Kapillare durch eine Antidiffusionsspitze (5) bei
gleichzeitigem Rihren (4) + (6).
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5.3.3 Synthese der Fe3;0,;-PLL-Komplexe in einer

Kuvette: Bestimmung der LbL-Parameter

Bevor Mehrschicht-Partikel gebildet werden kénnen, missen zunachst Parameter wie
Konzentration und Ladungsverhaltnis der einzelnen Schritte ermittelt werden. Dazu wird
die oben beschriebene Apparatur in der Flow-Box mit filtriertem Methanol vom Staub
befreit und an der Multiwinkel-Lichtstreuanlage aufgebaut. Die Nanopartikel werden
Uber Spritzenfilter in eine Quarzglaskiivette geleitet, die die Polymerldsung enthalt.
Dabei kann das Wachstum sofort und zeitabhangig sowie das Entstehen von Aggregaten

winkelabhdngig mittels dynamischer Lichtstreuung beobachtet werden.

1. Hohe Nanopartikel-Konzentration

Als Polykation wird zunichst PLL - HBr mit folgenden Parametern verwendet: ¢ = 1 gL™
im MilliQ-H,0, V = 3,4 mL, m = 3,4 mg, positive Ladungen = 1- 10*°. Die Cit-Fe304-
Nanopartikel werden auf eine Konzentration von 0,5 gL'1 bzw. 60 nmolL™* in MilliQ-H,0
eingestellt. Die Zugabe erfolgt mit einer mittleren Spritzenpumpengeschwindigkeit (SPG)
von 0,66 mLmin™. Die Zugabe-Zeit t ist zunachst 60 Sekunden, was einem Nanopartikel-
Volumen von 0,66 mL, einer Partikel-Masse von 330 pg und einer Stoffmenge von

2,55 - 10™ mol entspricht.

Die Probe wird direkt nach der Zugabe sowie zeitabhdngig bis 24 h nach der
Komplexierung mittels DLS analysiert. Der erste gemessene hydrodynamische Radius
(Winkel = 30°) liegt bereits bei 40 nm und ist damit wesentlich gréBer als die Templat-
Partikel. Zudem beobachtet man nach 24 h ein Wachstum bis R, = 180 nm (Abbildung
37). Diese Aggregation wird durch ein zu niedriges PLL : NP Verhéltnis verursacht.
Sowohl die Menge der positiv geladenen Partikel als auch die Zugabegeschwindigkeit

zum Polykation kann zu hoch gewahlt worden sein.
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Abbildung 37
Zeitliches Wachstum des hydrodynamischen Radius bei folgenden Parametern: V(PLL) =
3,4 mL; c(PLL) = 1 gL' ¢(NP) = 0,5 gL'%; V(NP) = 0,66 mL; SPG = 0,66 mLmin™

2. Verringerung der Spritzenpumpengeschwindigkeit

Die Spritzenpumpengeschwindigkeit (SPG) wird auf 0,214 ml/min reduziert, alle anderen
Parameter bleiben unverandert. Bei einer Zugabe von 60 Sekunden und damit einem
Partikel-Volumen von 0,21 mL (m(NP) = 105 pg) ist ein hydrodynamischer Radius von
27 nm zu beobachten, der auch nach 24h konstant bleibt. Bei Zugabe der doppelten
Menge Eisenoxid-Nanopartikel (m(NP) = 210 pg) steigt jedoch der Radius auf Uber
80 nm, was auf eine Aggregatbildung schlieBen ldsst (Tabelle 8). Um einzelne
Kerntemplate zu beschichten, ist auch diese Partikelmenge zu hoch. Da die Reduzierung
der Zugabegeschwindigkeit nicht ausreicht, muss im nachsten Schritt die Nanopartikel-

Konzentration gesenkt werden.

Tabelle 8
Hydrodynamische Radien bei der Komplexierung mit folgenden Parametern: V(PLL) = 3,4
mL; ¢(PLL) =1 gL'l; ¢(NPs)=0,5 gL'l; SPG = 0,21 mLmin™ bei zwei Zugabe-Zeiten t

t/ min V (NPs) / mL Rin(30°) / nm

1 0,21 27

2 0,42 83
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3. Senkung der Nanopartikelkonzentration

In Anlehnung an die Arbeit von Schneider und Decher*™ wird im nachsten Schritt die
Nanopartikelkonzentration auf 3 nmolL™? bzw. 25 mgL'1 herabgesenkt. Bei einer PLL-
Konzentration von 1 gL ist damit ein Verhaltnis von Nanopartikeln zu PLL-Ketten 1 :
20.000 erreicht.

Die Einspritzung erfolgt mit einer Spritzenpumpengeschwindigkeit (SPG) von 0,214
ml/min, wobei jeweils 60 Sekunden (d.h. 0,21 ml) injiziert und anschlieBend die
Autokorrelationsfunktion (ACF) bei 30° aufgenommen wird. Dieser Vorgang wird sechs
Mal wiederholt, sodass das Partikel-Endvolumen 1,26 mL und die -Endmasse 31,5 ug
betragt. In Abbildung 38 links ist die ACF von reinem Cit-Fe304 im Vergleich zu der ACF
nach der Beschichtung (nach einer und nach sechs Minuten) aufgetragen. Nach
Partikelinjektion ist eine Verschiebung zu hoheren Diffusionszeiten und damit héheren
Radien, aber ohne eine ausgepragte Aggregation, detektierbar. Die Korrelationsfunktion
lasst sich nur triexponentiell fitten, da die hohe PLL-Konzentration einen fast mode
erzeugt. Dieser sinkt mit steigendem Nanopartikel-Anteil, kann aber auch bei einer

Nanopartikel-Masse von 31,5 pg nicht vernachlassigt werden.

g,/au.
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Abbildung 38

ACF und zugehorige Fit-Funktionen bei 30°. Links: Vergleich von reinen Nanopartikeln
(schwarz) mit V(NPs)= 0,21 mL (rot) und V(NP)=1,28 mL (griin); Rechts: [tri- +
biexponentieller] Fit der Messung nach Zugabe von 1,28 mL NP

Um den Partikel-Radius abzuschatzen, wird zundchst die reine Polyelektrolyt-Messung
triexponentiell gefittet und die erhaltenen Koeffizienten notiert. Nach Zugabe von 1,26

mL der Nanopartikel-Lésung wird ein [tri- + biexponentieller] Fit an die Korrelations-
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funktion angelegt, wobei im triexponentiellen Teil die Polyelektrolyt-Koeffizienten
eingetragen werden. Die erhaltene Fit-Funktion (Abbildung 38 rechts) liefert fiir den
biexponentiellen Anteil einen hydrodynamischen Radius von 20 nm, der vergleichsweise
nahe an dem Wert der reinen Cit-Fes04-Nanopartikeln (Rn = 11,4 nm) liegt. Somit
werden die hier gewahlten Parameter fiir das weitere Layer-by-Layer-Verfahren

verwendet.

Die Polyelektrolyt-Beschichtung in der Kiivette ist aufwendig, da die Apparatur zunachst
vollstandig vom Staub befreit werden muss. Gelingt dieser zeitintensive Prozess nicht, so
wird die DLS-Messung durch Staubpartikel gestért und die Prozedur muss wiederholt
werden. Zudem kann der hohe Polyelektrolyt-Uberschuss nicht abgetrennt werden und
beeinflusst die DLS-Messung.

Deswegen wird im nachsten Schritt Gberpriift, ob das Layer-by-Layer-Verfahren in einem
Glasgefall und damit unter nicht staubfreien Bedingungen durchgefiihrt werden kann.
Die erhaltenen Komplexe konnen so zunachst vom (berschissigen Polelektrolyt
abgetrennt, dann staubfrei filtriert und schlieBlich mittels dynamischer Lichtstreuung

analysiert werden.

5.3.4 Synthese von Fe3;0,-PLL-Komplexen im grofR3en

MaRstab

Die Abtrennung der Partikel von Uberschiissigem Polymer kann zum Beispiel Uber
Zentrifugation oder Zentrifugenfiltration erfolgen. Da die verwendeten Template
magnetisch sind, werden sie nach jeder Schichtbildung mit einem Neodym-Magnet
(Werkstoff: NdFeB; Durchmesser 6 cm; H > 10 kOe) abgetrennt (Abbildung 39). Der
magnetisch sedimentierte Feststoff wird drei Mal mit MilliQ-H,0 gespiilt und
anschlieflend so in H,O dispergiert, sodass die Endkonzentration der Konzentration vor

der Zugabe entspricht (zum Beispiel 25 mgL™).
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Abbildung 39

LbL-Methode zur Synthese von polymeren Mehrschichtpartikeln durch alternierenden
Zusatz entgegengesetzt geladener Polyelektrolyte, wobei nach jedem Schritt die Partikel
magnetisch abgetrennt werden.

Beschichtet werden Cit-Fes04-Partikel mit ¢(NP) = 0,025 gL'1 und einer Spritzenpumpen-
geschwindigkeit (SPG) von 0,13 mimin™ (10 mL Spritze) in 4 mL einer 1 gL PLL-Lésung
(10 mL-Einweg-Schnappdeckelglas).

In Abwesenheit von Salz und einer Nanopartikel-Menge zwischen 7 und 400 ug bleibt
der hydrodynamische Radius konstant im Bereich von 16 bis 18 nm, was einem
Radiuszuwachs von 4,6 — 6,6 nm entspricht. Enthdlt die PLL-L6sung jedoch 17 mM
Natriumchlorid, so ist der Radius bereits bei einer Zugabe von 7 pg auf 21 nm
angestiegen. Zudem wachsen die Komplexe mit steigender Nanopartikel-Zahl (z.B.
32 nm bei 65 pg NP), sodass von einer Aggregation bei NaCl-Anwesenheit ausgegangen
werden kann (Abbildung 40).

Da alle DLS-Messungen der geladenen Partikel salzfrei durchgefiihrt werden, sind die
Einflisse von slow und fast mode nicht zu vernachlassigen. Somit kann fiir die Fe304-PLL-

Komplexe keine genaue Bestimmung der Schichtdicke erfolgen.
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Eisenoxid-Menge, ohne (links) und in Anwesenheit von (rechts) 1 gL™ NaCl.

Die Fe304-PLL-Komplexe werden auf ihre Stabilitdit bei Temperaturerhéhung und

Salzzugabe untersucht. Wie in Abbildung 41 zu sehen ist, bleibt der hydrodynamische

Radius beim Erwarmen bis 70°C konstant. Dagegen wachst der Radius bei Anwesenheit

von NaCl: Die Komplexe in 51 mM NaCl-Losung weisen zum Beispiel einen Radius von

23 nm auf, der mit Erhdhung der Salzkonzentration zunimmt. Somit reicht eine PLL-

Schicht nicht aus, um die Partikel sterisch gegen den Einfluss von Salz abzuschirmen.
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5.3.5 Polyhexylsperminacrylamid als Polykation

Cit-Fes04-NP (c = 25 mgL'l, SPG 0,13 mImin'l) werden Uber 2, 4, 8, 12 bzw. 16 Minuten in
je 2,5 mL einer Polyhexylsperminacrylamid-Losung (c = 1 mgmL?, 10 mL-Einweg-
Schnappdeckelglas) injiziert und anschlieBend magnetisch abgetrennt. Die DLS-Messung
ergibt, dass der Ry in diesem Partikelmengen-Bereich nahezu konstant zwischen 17 und
20 nm betragt. Die mit PHSAM beschichteten Partikel lassen sich demnach mit den
Fe304-PLL-Komplexen aus Kapitel 5.3.4 vergleichen, obwohl das Spermin-Polymer die
10-fache Molmasse und einen fast 3-fach héheren Polymerisationsgrad besitzt. Da das
Polyhexylsperminacrylamid nur in begrenzten Mengen vorhanden ist, wird es nicht

weiter verwendet.

304
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Abbildung 42
Hydrodynamische Radien der Fe304-PHSAM-Partikel abhangig von der zugegebenen
Eisenoxid-Menge
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5.3.6 Finf-Schichten-Komplex Fe;0,-[PLL-Hep],-PLL

Fir die Herstellung eines Fiinf-Schichten-Komplexes werden zunachst 4 mL einer Cit-
Fe;04-Losung (c = 25 mgL™) mit der oben beschriebenen Anlage (SPG = 0,13 mgmin™) zu
6 mL einer PLL-Losung (c = 4 gL'l) gegeben. Die entstandenen Fe304-PLL-NPs werden
magnetisch abgetrennt und 0,5 mL dieser Losung zur Analyse entnommen. Die
verbliebene Fe304-PLL-L6sung wird wiederum mit Heparin (c = 4 gL'l) beschichtet. Dieser
Vorgang wird fir die Herstellung von Fe304-[PLL-Hep],-PLL wiederholt, wobei die
Konzentration der Edukte konstant gehalten und lediglich das Volumen verringert wird
(Tabelle 9). Nach jeder Schicht werden der hydrodynamische Radius, der Tragheitsradius

sowie das {-Potential der Partikel gemessen (Abbildung 44).

Tabelle 9

Ubersicht tiber die Bildung der einzelnen Schichten mit Angaben der Edukt-Volumina,
der Radien aus DLS und SLS und des jeweiligen p —Verhaltnisses. Zudem wird der
jeweilige Anstieg der hydrodynamischen Radien AR berechnet, z.B. ARn1 = Rn1- Rno

V(PEL)/ | VINP)/ | (1/Ry);*/ | ARw/ | (R3[| (R2)V?
Nr. | Polymer 9z

mL mL nm nm nm (1/Rp);1
1| PL 6 4 14,5 3,1 12,2 0,84
2 Hep 6 3,5 17,3 2,8 23,8 1,38
3 PLL 6 3 24,7 7,4 27,1 1,09
4q Hep 4 2,5 27,1 2,4 34,1 1,25
5 PLL 4 2 28,7 1,6 - -

In Abbildung 43 sind die Daten aus der statischen und dynamischen Lichtstreuung als
Auftragung von P(q)! bzw. Rs! gegen g? zu sehen. Die Ergebnisse der
Lichtstreuversuche zeigen, dass die einzelnen Beschichtungsschritte frei von grofReren
Aggregaten durchgefiihrt werden. Die Mehrschichten-Komplexe besitzen nach funf
Schalen einen hydrodynamischen Radius unter 30 nm und haben damit die gewilinschte
GroRenordnung fir das Ziel dieser Arbeit — die Entwicklung eines partikuldren

Transfektionsmittels.
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Um das Partikelwachstum beurteilen zu konnen, wird der jeweilige, hydrodynamische
Radiusanstieg ARy mit den Durchmessern der Polyelektrolyte verglichen: d(PLL) = 4,6 nm
und d(Heparin) = 7 nm. Allgemein sind die Schichtdicken kleiner als die Polyelektrolyt-
Durchmesser (mit Ausnahme des Drei-Schichten-Komplexes), jedoch nicht klein genug,
dass von einer vollstandigen Polymeradsorption ausgegangen werden kann. Es handelt
sich also um gequollene Schalen. Zudem scheint die Radien-Zunahme mit steigender
Schalenanzahl geringer zu werden, was auf eine Komprimierung der Hille durch
Kettendurchdringung deuten wiirde.

Die Tragheitsradien wachsen starker als die hydrodynamischen Radien und liegen ab der
zweiten Schicht Gber Rp. Das p —Verhaltnis liegt zwar nach der ersten PLL-Schicht noch
unter 1 und entspricht damit einer homogenen Kugel. Es ist jedoch nach jeder weiteren

Schicht durch den Einfluss der Polyelektrolythille gréRer als 1.
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Abbildung 43

Links: Auftragung von P(q)! gegen q? zur Ermittlung der Tragheitsraden nach jeder
Schichtbildung (Daten aus SLS bei c(Partikel) = 25 mgml™)

Rechts: Auftragung von Rp1 gegen g2 zur Ermittlung der hydrodynamischen Raden nach
jeder Schichtbildung (Daten aus DLS bei c(Partikel) = 25 mgml™)

Legende: Fe304-PLL (schwarz), FesO4-PLL-Hep (blau), FesO4-PLL-Hep-PLL (rot), Fes3Os-
[PLL-Hep], (griin) und Fe;04-[PLL-Hep],-PLL (gelb)
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Abbildung 44

Radien (links) und Zetapotentiale (rechts) nach jeder Schicht und in MilliQ-H,0, wobei
0 = Cit-Fe304; 1, 3 und 5 = PLL als duRere Schicht, 2 und 4 = Hep als duere Schicht

Das Zetapotential wechselt nach jeder Schicht erwartungsgemalR sein Vorzeichen
(Abbildung 44 rechts). Zum Beispiel weisen die Templat-Partikel mit Citrat-Hille einen
negativen Wert auf (0. Schicht), wahrend die Fe304-PLL-NP stark positiv sind (1. Schicht).
Hierbei sind die Potentiale nicht als absolut anzusehen, sie sollen lediglich den

Vorzeichenwechsel nach jeder Schicht aufzeigen.

Mittels dynamischer Lichtstreuung soll beurteilt werden, ob mit jeder Schicht die Anzahl
an Mehrkern-Komplexe steigt und sich damit die GroRenverteilung der Nanopartikel
verandert. Dazu werden nach jeder Schichtbildung die Autokorrelationsfunktionen (ACF)
bei einem Messwinkel von 30° aufgezeichnet (Abbildung 45 links). Durch Verschiebung
der Funktionen entlang der x-Achse soll Uberprift werden, ob die Funktionen
deckungsgleich (berlagert werden konnen. Der dazu erforderliche individuelle
Verschiebungsfaktor Xs berechnet sich als das Verhaltnis der gemittelten Relaxationszeit
Ts des Multischichten-Endpartikels und 7 - bestimmt aus der jeweilig entsprechenden
ACF der Komplexe 1 bis 4 (Gleichung 57). Diese Relaxationszeiten werden wiederum aus
den Koeffizienten b bis e der individuellen biexponentiellen Fitfunktionen der ACF
berechnet (Gleichung 55 und 56). Abbildung 45 rechts belegt eindeutig, dass die
verschobenen ACF nahezu ideal aufeinander liegen und die GréRenverteilung nach jeder
Schicht erhalten bleibt. Somit kann belegt werden, dass der Anteil an Mehrkern-

Komplexe wahrend des Gesamtprozesses nicht steigt.
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Abbildung 45

Linkes: ACF der Partikel nach jeder Schicht jeweils bei einem Messwinkel von 30°

Rechts: ACF werden um einen Faktor Xs verschoben, sodass sie aufeinander liegen
Legende: Fes04-PLL (schwarz), Fe3O4-PLL-Hep (rot), FesO4-PLL-Hep-PLL (griin), FesOs-
[PLL-Hep], (blau) und Fez04-[PLL-Hep],-PLL (tirkis)

5.3.7 Zusammenfassung

Die oben beschriebene Apparatur mit Spritzenpumpe und Antidiffusionsspitze kann fir
das aggregatfreie LbL-Verfahren verwendet werden. Die Kombination aus hohem
Uberschuss an Polyelektrolyt (c(PLL)=1gL"; ¢(NP)=0,025gL") und langsamer
Injektionsgeschwindigkeit (SPG 0,13 mlmin™) fihrt zu Fe;04-PLL Komplexen mit einem
durchschnittlichen hydrodynamischen Radius von 16 nm. Mit diesem System kénnen 5-

Schicht-Partikel Fes04-[PLL-Hep],-PLL gebildet werden, die aggregatfrei mit Radien von
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unter 30nm in der gewilinschten GrofRenordnung liegen. Zudem wird ein
Vorzeichenwechsel des Zetapotentials nach jeder Schicht-Bildung beobachtet, der fiir
eine Etablierung des LbL-Verfahrens spricht. Die beschichteten Partikel sind nicht
salzstabil und missen modifiziert werden, um sie in ein biologisches Medium

Uberfihren zu kdénnen.
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5.4  Stabilisierung durch Vernetzen der

Komplexhiille

Eine Moglichkeit, die Partikel zu stabilisieren, ist ihre Hiille zu vernetzen. Zum einen wird
so eine Diffusion der Polymere aus dem Komplex verhindert, zum anderen kann eine
eventuelle Ladungsreduktion die Salzstabilitdt erhdohen. Im weiteren Verlauf werden

verschiedene Methoden durchgefiihrt und diskutiert.

5.4.1 Vernetzen mit Glutaraldehyd

Glutaraldehyd (1,5-Pentandial) tragt zwei reaktive Aldehydgruppen, die mit Amin-
Gruppen zu Schiff’'schen Basen (Imine) reagieren und so Netzwerke in Lysin-haltige
Polymeren ausbilden kdnnen. Da Imine hydrolysiert werden kdnnen, ist eine Reduktion
mit Natriumcyanoborhydrid empfehlenswert °.

Die Vernetzung der Fe304-PLL-Komplexe mit Glutaraldehyd (GA) wird hier ohne
Reduktionsphase in einer Lichtstreu-Kivette durchgefiihrt. DLS-Messungen werden
jeweils nach Zugabe von 0,2 mmol Glutaraldehyd zu 50 pug der Nanopartikel sowie nach
Zugabe von NaCl (cenge(NaCl) = 20 mmolL?) durchgefiihrt. Der Komplex-Radius verdndert
sich in Anwesenheit von GA minimal von 16,9 nm auf 18,1 nm, somit sind keine
interpartikularen Verkniipfungen gebildet worden. Jedoch steigt Ry nach Salz-Zugabe auf
54 nm an (Abbildung 46). Das Dialdehyd hat die PLL-Hille also nicht oder nicht

ausreichend vernetzt, sodass die Komplexe durch Salz-Zugabe aggregieren.
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Abbildung 46

Links: Reaktion von Glutaraldehyd mit zwei Amin-Gruppen zur Vernetzung von PLL;
Rechts: ACF der Fe304-PLL-L6sung vor GA-Zugabe (rot), nach Zugabe von 50 mM GA
(grin) und nach Titration mit 20 mM NaCl (schwarz).

Um einen hoheren Vernetzungsgrad zu erreichen, werden mehrere Parameter
verandert. Zum einen wird eine héhere GA-Menge (0,8 mmol) zutitriert. Zum anderen
wird der pH-Wert der Aldehydldsung zuvor mittels Natriumhydrogencarbonat von 5 auf
7,2 eingestellt. Wie in Abbildung 47 zu sehen, steigt der hydrodynamische Radius nach
Reaktionsende um 6 nm. Obwohl hier vermutet werden kann, dass das Vernetzen
eingesetzt hat, aggregieren die Partikel bei Salzzugabe auf Gber 200 nm. Somit hat auch

hier keine Stabilisierung gegeniliber niedermolekularem Salz stattgefunden.
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Abbildung 47

Hydrodynamische Radien der Fes04-PLL-L6sung wahrend der Titration mit GA (schwarz),
nach 24 h (rot) und nach Zugabe von 150 mM NaCl (griin)
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5.4.2 Calciumchlorid zur Heparin-Stabilisierung

Heparin besitzt neben Carbonyl- auch Sulfat-Gruppen. Diese kénnen mit Calcium
Calciumsulfat-Komplexe mit einer Loslichkeitskonstante K, = 0,2mmol’L? ausbilden.
Titriert man Fe304-PLL-Heparin-Partikel mit Calciumchlorid bis c(Ca2+) =1,1 mmoIL'l, o)
kann ein leichtes Radienwachstum von 19 nm auf 21 nm beobachtet werden. Da CaCl,
ein niedermolekulares Salz ist, besteht bei weiterer Zugabe die Gefahr der Aggregation.
Auch diese Komplexe sind nicht salzstabil. Sie wachsen innerhalb von 12 h in einer

54 mM NaCl-Lésung auf 200 nm an.
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Abbildung 48
Titration mit CaCl, (schwarz), Zugabe von 54 mM NaCl (rot) und Inkubation fir 12 h

(griin)

5.4.3 Einfiihrung eines Catechol-Ankers

Catechol-Gruppen sollen besonders gut fiir die Komplexierung von Eisen-lonen geeignet
sein’®. Deswegen wird PLL mit 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsdure modifiziert, sodass
ein Teil der Lysine anstatt Amin-Gruppen Dihydroxyphenyl-Gruppen tragen. Die
Kupplung zwischen Amin und Carboxylat erfolgt mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-

carbodiimid und N-Hydroxysuccinimid.
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Abbildung 49
Modifikation von PLL mit 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsaure durch EDC/NHS-
Kupplung

Nach der Dialyse kann mittels 'H-NMR der Kupplungsgrad bestimmt werden (Abbildung
50). Dazu werden die ‘H-NMR-Spektren vor und nach Umsetzung mit 3-(3,4-
Dihydroxyphenyl)propionsaure verglichen. Nach der Reaktion sind zusatzliche Signale zu
beobachten: Die Signale bei 6.6 — 6.8 ppm kdnnen den drei aromatischen Protonen
zugeordnet werden. Die zwei Multipletts bei 2.4 ppm und 2.8 ppm werden durch die
vier aliphatischen Wasserstoffatome der Propionsaure verursacht. Aus dem Verhaltnis
dieser neuen Signale zu dem Polymerriickgrat-Proton bei 4.3 ppm kann ein Kupplungs-

grad von 24% berechnet werden.

Das modifizierte PLL kann gemaR dem in Abschnitt 5.3.4 beschriebenen Konzept mittels
LbL-Verfahren auf die Cit-Fes04-Partikel aufgebracht werden. AnschlieRend werden die
Radien der Komplexe vor und nach Zugabe von PBS-Puffer vermessen. Zunachst wird fir
die Fe304-PLLat-Partikel ein hydrodynamischer Radius von 19 nm erhalten. Wird diese
Losung mit PBS-Puffer im Verhaltnis 1 zu 1 verdiinnt, so steigt Ry nach 24 h auf 58 nm
an. Somit sind die Partikel nicht in ein biologisches Medium tberfiihrbar.

Ein hoherer Grad an Catechol-Gruppen ist nicht sinnvoll, denn dadurch wiirde die Anzahl
an positiven Ladungen stark gesenkt und die nachfolgende Heparin-Komplexierung

erschwert werden.
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Abbildung 50

'H-NMR-Spektren von Polylysin vor (rot) und nach (blau) Umsetzung mit 3-(3,4-
Dihydroxyphenyl)propionsaure

5.4.4 Zusammenfassung

Vernetzung der PLL-Schicht mit Glutaraldehyd in verschiedenen Konzentrationen und
pH-Werten sowie der Versuch, die Heparin-Schale mit Ca”* lonen zu stabilisieren, dndern
die Grofe der Komplexe nur wenig, stabilisieren aber auch nicht gegen
niedermolekulares Salz.

Das Modifizieren von Polylysin mit 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsaure, um Catechol-
Gruppen zu erhalten, kann mittels 'H-NMR bestatigt und der Kupplungsgrad zu 25%
bestimmt werden. Die Komplexierung von PLL.: an negativ geladene Eisenoxid-

Template liefert ebenfalls nicht die gewiinschte Salzstabilitat.
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5.5 Stabilisierung der polymeren Mehrschicht-

partikel durch Polyethylenglykol

Da die im Kapitel 5.4 beschriebenen Partikel-Modifikationen nicht erfolgreich sind, soll in
diesem Abschnitt auf die sterische Stabilisierung mittels Polyethylenglykol (PEG)
eingegangen werden. Da PEG kein Polylelektrolyt ist, kann es nicht mittels Layer-by-
Layer-Verfahren auf die letzte Schicht der Komplexe aufgebracht werden. Wird es
jedoch an ein Makroion chemisch gebunden, so kann dieses PEG-Polyelektrolyt-Addukt

die letzte und damit stabilisierende Schicht bilden.

5.5.1 Stabilisierung mit Block-co-Polymeren

Zunachst werden lineare Block-co-Polymere aus Polyethylenglykol und Poly-L-Lysin mit
unterschiedlichen Blocklangen verwendet. Ihre Synthese erfolgt in Zusammenarbeit mit

Dr. _ ausgehend von Lysin-NCA und kauflich erworbenem PEG-NH,.

Tabelle 10

Ubersicht Uber PEG,-block-PLL,-Polymere (x = PEG-Molmasse/1000 gmol'l, y = PLL-
Molmasse/1000 gmol'l) mit Polymerisationsgrad Py und Molmasse M,, der Bldocke,
wobei die PEG-Daten den Herstellerangaben entsprechen. Die Angaben des PLL-Blocks
werden aus dem Ansatz berechnet.

Polymer My(PLL) / gmol™ | Pu(PLL) | M.(PEG)/gmol* | P.,(PEG)
PEGs-block-PLLy4 14000 60 5000 114
PEGs-block-PLL; 7000 30 5000 114
PEGs-block-PLL; 3000 13 5000 114
PEG,o-block-PLLs 6000 30 10.000 161
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Das erste Polymer PEGs-block-PLLy4 besteht aus 60 Wiederholungseinheiten Lysin und
entspricht damit dem oben erwdhnten, kauflich erworbenen PLL (SIGMA Aldrich). Die
negativ geladenen Cit-Fe304 werden mit diesem Block-co-Polymer nach beschriebener
Methode beschichtet und mit Natriumchlorid titriert. Die Zugabe von 150 mM NaCl
liefert zunachst einen Radius von 58 nm, was dem Dreifachen der NP-PLL-Partikel
entspricht. Dieser steigt mit der Zeit, sodass bereits nach einem Tag Aggregate mit
einem Radius Uber 300 nm entstehen. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass das
Verhaltnis von PEG zu PLL zu klein ist, um einen ausreichenden sterischen Schutz zu
gewahrleisten.

Zur Erhohung des PEG-Gehalts werden die PLL-Wiederholungseinheiten zunachst auf 30,
dann auf 13 verringert. Zuletzt wird eine héhere PEG-Molmasse von 10.000 gmol™
verwendet. Keiner dieser Versuche fuhrt zu NP-Polymer-Komplexen, die bei Zugabe von

150 mM NaCl stabil bzw. langzeitstabil sind.

5.5.2 Synthese kammartiger PEG-g-PLL-Polymere

Eine andere Moglichkeit zur Erhohung der PEG-Dichte ist das Aufpfropfen von
Polyethylenglykol an die Poly-L-Lysin-Seitenketten. Dazu wird kduflich erworbenes PEG
zum entsprechenden NHS-Ester umgesetzt’’ und an die Aminogruppen der Lysin-
Seitenketten konjugiert*®, wobei ein beliebiger Konjugationsgrad eingestellt werden
kann. Zusatzlich kénnen die PEG-Ketten eine Azid-Endgruppe tragen, die fiir eine
kupferfreie Click-Chemie Verwendung finden kann.

Die Aufreinigung des Produkts von tberschiissigem PEG wird durch Dialyse gegen MilliQ-
H,0 durchgefiihrt und mittels wassriger GPC kontrolliert. Wie in Abbildung 51 zu sehen
ist, besitzt das PLL-Signal eine Schulter. Die N3-PEG-g-PLL-Probe hat ein &hnliches
Chromatogramm, das jedoch zu héheren Molekulargewichten verschoben ist, und weist
keinen Peak bei der Eluationszeit von reinem Ns-PEG auf. Damit ist das Produkt frei von
Edukten. Da PLL nicht wechselwirkungsfrei eluiert, kann weder fiir die Edukte noch fir

das Produkt eine genaue Molmasse mittels GPC ermittelt werden.
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Abbildung 51
Modifikation von PEG mit Di-(N,N‘-succimidyl)-carbonat zu einem NHS-Ester und
anschlielender Konjugation an den Seitenketten von PLL
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Abbildung 52
Normiertes GPC-Chromatogramm von N3-PEG (griin), PLL (rot) und N3-PEG-g-PLL nach
Dialyse (blau) in H,O:ACN = 1:1 mit 0,15 % TFA, Fluss 0,7 mimin™, NOVEMA Siulen
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Der Pfropfungsgrad [y] des kammartigen Polymers kann mittels NMR abgeschatzt
werden (Abbildung 53). Dazu werden PEG-NHS, PLL und das Produkt PEG-g-PLL in D,0O
geldst und ihre 1H—NMR—Spektren aufgenommen. Die sechs Protonen der PLL-
Seitenkette —(CH,)s- bilden bei einer Verschiebung von 1.3 - 1.9 ppm ein Multiplett.
Dieses kann integriert und in Verhaltnis zu den vier Ethylenoxid-Protonen —(CH,-CH,-0)-
bei 3.5 - 3.8 ppm gesetzt werden, um so das Verhaltnis von PEG zu Lysin-Monomeren zu

ermitteln.
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Abbildung 53
Vergleich der 1H-NMR-Spektren von PEG-NHS (griin), PLL (rot) und PEG4-g,-PLL, (blau) in
D,0 bei 300 Hz

Der erfolgreiche Umsatz lasst sich auch mittels IR-Messung nachweisen. Ein Vergleich
der Spektren von reinem PLL mit PEG-g-PLL (Abbildung 54 links) zeigt die nach der
Pfropfung entstandene Bande mit einem Maximum von 1100 cm. Sie kann der
antisymmetrischen Valenzschwingung der C-O-C-Ether-Gruppen zwischen 1140 cm™ bis
1070 cm™ zugeordnet werden. Zudem kann im IR-Spektrum des Polymers N3-PEG-g-PLL

eine schwache Azid-Bande bei 2100 cm™ beobachtet werden (Abbildung 54 rechts).



88

MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA
100 \ \ \ \ e 100 |
90 - 90 4
80 - - 80
70 4 - 704
O\o 60 4 - 60+
=~ 504 - 50 4
|_
40 - - 40
30 + - 30 4
20 + - 20 -
10 4 - 10 4
0 T T T T T T 0 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
viem® v/iem?
Abbildung 54

IR-Spektren von PLL (rot, links), PEG-g-PLL (blau, links und rechts) und N3-PEG-g-PLL
(grin, rechts), gemessen als Feststoffe

Ausgehend von den kauflich erworbenen Polymeren PLL (SIGMA Aldrich) und PEG
(SIGMA Aldrich) bzw. N3-PEG (Iris-Biotech) werden verschiedene PEGk-gpy-PLL—
Polymere (x = PEG-Molmasse/1000 gmol®, [y] = Pfropfdichte/%, z = PLL-
Molmasse/1000 gmol ™) synthetisiert. In Tabelle 11 sind beispielhaft vier dieser
Polymere aufgefiihrt.

Als Riickgrat wird jeweils PLL mit einer Molmasse von 26900 gmol'1 verwendet und das
Aufpfropfen wird mit Polyethylenglykol durchgefiihrt, das teilweise eine Azid-
Funktionalisierung tragt. Das erste kammartige Polymer PEG,-gjes)-PLL,7 tragt zu 65 %
PEG Seitenketten, d.h. 2 von 3 Lysin-Monomere sind modifiziert. Die Polymere 2 bis 4
sind dagegen nur noch zu 25% — 35% gepfropft, also tragt nur jede dritte bis vierte Lysin-
Gruppe ein PEG. Die Molmassen aller Kammpolymere lassen sich aus der Molmasse und
dem Polymerisationsgrad von PLL, der Pfropfdichte [y] und der Molmasse von PEG

abschatzen (Gleichung 58). Die erhaltenen Werte sind ebenfalls in Tabelle 11 zu sehen.

[y]
100

(58)

M,, (Biirste) = 26900gmol~1 + * 118 * M,,(PEG)gmol ™1

Die PLL-Molmasse und der entsprechende Polymerisationsgrad werden durch statische

Lichtstreuung (Abschnitt 5.3.1), die Molmasse der PEG-Polymere mittels GPC bestimmt.
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Tabelle 11

Mit und ohne Azid-Endgruppen synthetisierte PEGx-gpy-PLL, (x = PEG-Molmasse/1000
gmol™, [y] = Pfropfdichte/%, z = PLL-Molmasse/1000 gmol™) mit Molmassen der Edukt-
und Produkt-Polymere sowie die jeweiligen Pfropfdichten (aus NMR), d.h. prozentualer
Anteil der mit PEG funktionalisierten Lysin-Seitenketten

My(PLL)/ | Mw(PEG)/ | Pfropf- Mw,ges/
Polymer Firma (PEG) X L X
gmol gmol dichte gmol
PEG,-g(es)-PLL27 SIGMA 26.900 2000 65% 180.000
PEG,-g[27)-PLL2; SIGMA 26.900 2000 27% 90.600
N3-PEG; »-g(34)-PLLy; | Iris-Biotech 26.900 3.200 34% 155.300
N3-PEG3,-g26)-PLL2; | Iris-Biotech 26.900 3.200 26% 125.000

5.5.3 Salzstabilitit der mit PEG-g-PLL beschichteten

Nanopartikel

PEGy-g[,-PLL; als erste Schicht

Die negativ geladenen Cit-FesO; werden mit den jeweiligen kammartigen Polymeren
nach beschriebener Methode beschichtet, wobei jeweils 1 mL an Nanopartikeln (c =
0,025 gL'") zu 4 ml einer 4 g/L Polymerlésung zugegeben wird. Nach magnetischer
Abtrennung werden sie mittels DLS untersucht. AnschlieBend wird die Nanopartikel-
Losung in der Kiuvette entweder mit NaCl titriert, sodass eine Salzkonzentration von
0,15 M erreicht wird, oder mit dem gleichen Volumen an PBS-Puffer (pH=7,4; 0,15 M
NaCl) versetzt. Die Radien vor und nach der Salzzugabe sind in Tabelle 12 aufgefihrt.

Alle Polymer-Partikel-Komplexe sind unabhangig von der Pfropfdichte oder der Azid-
Funktionalisierung sowohl in 150 mM NaCl-Lésung als auch in PBS-Puffer verdiinnt
langzeit-salzstabil. Der hydrodynamische Radius der PEG;-ges-PLL,;—Nanopartikel
wachst nach Zugabe von PBS-Puffer und einer 22-tagigen Inkubation lediglich von 17 nm

auf 18,5 nm, was im Fehlerbereich liegt. Die Radien aller anderen Polymer-Komplexe
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werden nach der Salzzugabe etwas kleiner, sodass sie im Mittel zwischen 18 nm und
21 nm liegen. Am Beispiel des N3-PEG3-gp26)-PLLy7 soll der Radien-Zuwachs mit dem
hydrodynamischen Polymer-Durchmesser verglichen werden: Ds(N3-PEG3 2-g(26)-PLL,7) ist
20 nm, wahrend der Zuwachs ARy des entsprechenden Nanopartikel-Komplexes 6,6 nm

betragt.

Tabelle 12

Hydrodynamische Radien der mit PEG,-gpy-PLL, beschichteten Fe3Os-Nanopartikel bei
einem Streuwinkel von 30° vor und nach Salzzugabe (150 mM NaCl oder 1 zu 1 in PBS-
Puffer verdiinnt) sowie nach x Tagen (+xT)

Polymere Rn (30°) Rn (30°) Ry (30°) Rnr (30°) Rn (30°)
Schicht / nm +NaCl / nm +NaCl / nm +PBS/nm | +PBS/ nm
PEG;-g(65-PLLy7 17 16,8 16,7 (+9T) 18,4 18,5 (+22T)
PEG,-gp7-PLLy; | 21,5 17,2 18,2 (+6T) - -
N3-PEG:3>-g[34)-
24,5 - - 21,5 20,9 (+7T)
PLL,;
N3-PEG3 >-g|26)-
21 - - 18 18,1 (+7T)

PLL,;

Die PEG2-gp27)-PLL,;—Nanopartikel werden zudem von _ in Serum gemessen
(Abbildung 55). Die Auswertung der 30°-Messung wird mit einem [tri- +
biexponentiellen] Fit durchgefiihrt, der die Koeffizienten des Serums sowie die der
Nanopartikel enthalt. Das Residuum zeigt, dass die Komplexe nahezu aggregatfrei

bleiben und somit auch in Serum stabil sind.
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Abbildung 55
ACF der PEG2-gp271-PLL27—NP in Serum bei 30° (schwarz) mit [tri- + biexponentieller] Fit
und daraus folgendem Residuum (griin)

PEG;-g[27)-PLL,7 als dritte Schicht

Als nachstes werden 2-Schicht-Partikel (Fes04-PLL-Hep) mit PEG2-gp27)-PLL,7 zu einem 3-
Schalen-Komplex umgesetzt. Der hydrodynamische Radius wachst zwar nach der dritten
Schicht um 10 nm, bleibt aber in Gegenwart von 150 mM NaCl (Tabelle 13) tiber 5 Tage
stabil. Hier ist der Anstieg der Radien von der zweiten zur dritten Schale mit 10 nm

groRer als das Wachstum des Partikels Fe304-[PEG2-gp271-PLL27] (S. 89).

Tabelle 13
Hydrodynamische Radien bei 30° von 2-Schicht-Partikeln (Fe304-PLL-Hep) vor und nach
Beschichtung mit PEG,-gp271-PLL,7 sowie nach Zugabe von 150 mM NaCl

Komplex Rn (30°) / nm
Fe304-PLL-Hep 20,1
Fe304-PLL-Hep-[PEG,-g[27-PLLy7] 30,4
Fe30;-PLL-Hep-[PEG;-g[,7;-PLL,7] + 150 mM NaCl 30,6
Fe304-PLL-Hep-[PEG;-g,7)-PLL;7] + 150 mM NadCl, + 5T 32
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Wie in Abbildung 56 zu sehen, sind die Fe3;04-PLL-Hep-[PEG2-g[271-PLL,7]-Partikel auch
gegen Salzsdure resistent: Bei einem pH von 1,2 bzw. einer HCIl-Konzentration von

82 mM ist R, (30°) mit 32 nm um lediglich 2 nm gewachsen.

R, (30°) / nm
]
]

20 = T T 1
0.1 1 10 100

c(HCl) / mM

Abbildung 56

Hydrodynamischer Radius der Fe3;04-PLL-Hep-[PEG2-gp271-PLL,7] Komplexe nach Titration
mit Salzsaure

5.5.4 Zusammenfassung

Block-co-Polymere PEGy-block-PLL, mit verschiedenen PEG zu PLL Verhaltnissen kénnen
die Ladungen der Cit-Fe304 nicht ausreichend abschirmen, um sie gegen Salz-bedingte
Aggregation zu schiitzen. Wird das Polyethylenglykol jedoch aufgepfropft, so entstehen
kammartige PEG-g-PLL Polymere, die zur Stabilisierung verwendet werden kdnnen. Dies
ist auch unabhangig davon, ob die PEG-Ketten Azid-Endgruppen zu kupferfreien Click-
Chemie tragen oder nicht. Die PEG-g-PLL-NP-Komplexe sind in 150 mM NaCl-Losung, in
PBS-Puffer und in Serum stabil bzw. weisen vernachlassigbare Aggregatbildung auf.
Eingesetzt als dritte Schicht liefern diese Polymere ebenfalls salzstabile 3-Schalen-

Komplexe, deren Radius sogar bei pH = 1,2 konstant bleibt.
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5.6 Komplexierung von siRNA

5.6.1 Analyse der verwendeten siRNA-ATTO565

Drei Voraussetzungen fir die Herstellung eines polymeren Mehrschichtpartikels zum

Transport von Nukleinsduren sind erfiillt worden:

e Synthese uniformer, magnetischer Eisenoxid-Nanopartikel als Tragersystem
e Erfolgreiche Etablierung eines LbL-Verfahrens mit kauflich erworbenen
Polyelektrolyten

e PEGylierung von Poly-L-Lysin zur Stabilisierung in Salz-haltigen Medien.

Der nachste Schritt zur Bildung eines Transfektionsmittels ist die Komplexierung einer
Nukleinsdure. Daflr wird eine siRNA verwendet, die eine Herunterregulierung der GFP-
Expression (green fluorescent protein) initiiert. Sie besteht aus 22 Basenpaaren und ist
am Leitstrang mit dem Fluoreszenzfarbstoff ATTO565 modifiziert. Die Molmasse My
betragt 14.884,56 gmol ™.

Vor der Verwendung im LbL-Verfahren wird Uberprift, in welchem Volumen-Verhaltnis
der Stammlosung die Einzelstrange hybridisiert werden miissen. Dazu wird der
Leitstrang (sense) mit unterschiedlichen Volumina des Gegenstrangs (antisense) in
Gegenwart von PBS bei 37°C inkubiert. Die Analyse erfolgt mittels nativer
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE).

Das Gel wird zunachst ohne Farbung bei einer Wellenlange von 533 nm gescannt, um
den Farbstoff ATTO565 anzuregen. AnschlieRend wird das Gel mit SYBR® Gold gefarbt
und wieder gescannt (Abbildung 57). Vor dem Farben ist in jeder Probe (1-7) die
hybridisierte siRNA sowie die Kontrollbande mit dem Leitstrang (s) zu sehen. Zudem
enthalten Probe 1 und 2 freien Leitstrang-ATTO565. Durch Anfarben mit SYBR® Gold
wird der nichtmarkierte Strang und damit der antisense-Uberschuss in den Proben 5-7
sichtbar. Aus dem Vergleich beider Aufnahmen ist zu schlieBen, dass die Einzelstrange
aus der Stammlosung in einem Volumen-Verhaltnis von 1:1 hybridisiert werden

kénnen.
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Abbildung 57

15 % Native PAGE (20 °C, 11 W, 385V, TBE-Puffer, 3h) der hybridisierten siRNA vor
(links) und nach Farben (rechts) mit SYBR® Gold. Die Proben 1 - 7 entsprechen den
Volumen-Verhaltnissen 0,7 - 1,3; zur Kontrollen werden zudem s = sense und as =
antisense aufgetragen.

Die siRNA wird zudem mittels DLS untersucht. Wird die Probe mit einem 450 nm Filter
staubfrei filtriert, weist sie eine bimodale Verteilung auf mit R, = 8,3 nm (Abbildung 58).
Verwendet man jedoch einen Anotop-Filter mit einer PorengréRe von 20 nm, so wird ein
Radius von 3,5 nm erhalten. Dieser Wert entspricht der siRNA-Molmasse von ca.
15.000 gmol'l. Die Konzentration der unfiltrierten siRNA ist niedrig und wird durch eine
Anotop-Filtration weiter gesenkt. Somit ist das Signal zu Rausch — Verhaltnis niedrig und
die Basislinie fehlerbehaftet (schwarze Auftragung). Die Mode bei hohen
Diffusionszeiten kann monoexponentiell mit einem Rp=7000nm gefittet werden

(grauer Fit) und ist durch Messfehler verursacht.
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Abbildung 58
ACF der hybridisierten siRNA nach der Filtration mit LCR 450 nm (rot) und mit Anotop
20 nm (schwarz), gemessen in PBS-Puffer bei einem Winkel von 30°
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5.6.2 siRNA-Komplexierung durch Fe;0,4-PLL-Partikeln

Flr das LbL-Verfahren muss die Hybridisierung der Einzelstrange ohne Salz durchgefiihrt
werden, da die Partikel bei einer anschlieBenden Beschichtung aggregieren wirden.
Dazu wird mit einem Oligonucleotide Properties Calculator” die Schmelztemperatur Tu
bei Abwesenheit von Salz berechnet. Der erhaltenen Wert Ty = 54 °C wird als Hybridi-
sierungstemperatur verwendet. Hier kann nicht mittels Gelelektrophorese gezeigt
werden, ob die Hybridisierung erfolgreich ist. Fiir die PAGE ist ndmlich ein Laufpuffer
notwendig, der einzeln vorliegende Strange hybridisieren wiirde.

Die Komplexierung der negativ geladenen, doppelstrangigen siRNA erfolgt mit dem LbL-
Verfahren an zuvor synthetisierten Fes04-PLL-Partikeln. Dabei ist die Nukleinsdure-
Konzentration mit 0,744 gL'1 (0,05mM) etwas niedriger als die Ublich verwendete
Polyelektrolyt-Konzentration. Die Radien der Komplexe vor und nach siRNA-
Beschichtung sind in Tabelle 14 aufgefiihrt. Der hydrodynamische Radius des Ein-
Schicht-Partikels ist mit 20,8 nm groBer als der durchschnittliche Fe304-PLL-Radius von
16 nm — 18 nm. Die Komplexierung mit siRNA ldsst diesen aggregatfrei auf 23,4 nm
anwachsen. Zudem ist die Partikel-Lésung nach Magnetfdllung und 3 x Waschen mit
MilliQ-H,0 schwach violett gefarbt und fluoresziert unter UV-Licht. Dies deutet auf eine

erfolgreiche siRNA-Komplexierung hin.

Tabelle 14
Hydrodynamische Radien vor und nach Komplexierung mit siRNA

Komplex Rn (30°) / nm

F8304-P|.|.- 20,8

Fe;0,4-PLL-siRNA 23,4
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5.6.3 Fluoreszenz- und Absorptionsuntersuchungen an

Fe;0,4-PLL-siRNA

Nun muss die Frage geklart werden, ob sich die siRNA tatsachlich im Komplex befindet.
Dazu wird mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) die Diffusionszeit der
reinen siRNA-ATTO565 mit der Diffusion der Fe304-PLL-siRNA-Partikel verglichen. Wie in

Abbildung 59 zu sehen, weichen die ACF beider Proben kaum voneinander ab, somit sind
auch die Diffusionskoeffizienten nahezu identisch. Nach Farbstoff-Kalibrierung wird
jeweils ein hydrodynamischer Radius von ca. 2 nm erhalten, welcher der reinen siRNA-
ATTO565 entspricht. Es werden in der Losung also keine Komplexe aus Nanopartikeln

und siRNA detektiert.
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Abbildung 59
Links: ACF der FCS-Messung - Vergleich von reiner siRNA (blau) mit der Probe Fe304-PLL-
siRNA (rot)

Rechts: Struktur von ATTO565

Es gibt zwei mogliche Erklarungen, warum mittels FCS keine Komplexe detektierbar sind:

e Die siRNA wird nicht komplexiert
e Die Farbstoff-Fluoreszenz wird im Komplex ausgeldscht (quenching) - Quenching
kann entweder durch den Eisenoxid-Kern oder durch die Nahe der Fluorophore

zueinander verursacht werden (Konzentrationsausloschung).
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Zur Uberpriifung dieser Thesen werden die Fe;04-PLL-siRNA-Nanopartikel mit Salzsaure
zerstort und mittels UV/VIS - sowie Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Vor dem
Zersetzen zeigen die Fe304-PLL-siRNA-Partikel eine Absorption von Asss = 0,026
(Abbildung 60). Dies entspricht einer Farbstoffkonzentration von 0,4 uM. Da das
Verhaltnis siRNA-Molekiil zu Fluorophor 1 :1 betragt, betragt die siRNA-Konzentration
ebenfalls 0,4 uM. In dem Reaktionsvolumen von 1 mL sind somit 400 pmol siRNA und
3 pmol Nanopartikel (errechnet aus c(Komplexe) = 25 mgL™, V(Komplexe) = 1 mL). Nach
einstlindiger Inkubation in 2 M HCI-Losung ist Ases9 lediglich auf 0,024 gesunken. Die
Absorptions-anderung betragt 7 % und liegt im Fehlerbereich der Messung. Somit hat
die Salzsaure keinen Einfluss auf die Absorption des Farbstoffs und kann nachfolgend bei

der Fluoreszenzanalyse eingesetzt werden.

Abs./a.u.

Abbildung 60
UV/VIS-Absorption der Fes04-PLL-siRNA-Partikel vor (schwarz) und nach Zugabe (rot)
von HCl, d.h. c(HCI, Kiivette) = 2 M und c(Komplexe) = 25 mgL™

Betrachtet man die Fluoreszenzspektren (Abbildung 61), so ist nach HCl-Zugabe die
Intensitat weiter gesunken. Ein Anstieg der Fluoreszenz nach Zerstorung der Partikel
wirde flr das Freisetzten der siRNA-Molekiile aus dem Komplex und damit eine interne
Fluoreszenzausléschung sprechen. Da aber hier die Farbstoff-Intensitat sinkt, kann ein
quenching nicht nachgewiesen werden. Zudem weisen die Spektren jeweils einen
starken Peak bei der Wellenlange des Anregungs- bzw. Emissionslichts auf. Dabei

handelt es sich um die Rayleigh-Streuung (elastische Streuung) an kolloidalen Partikeln.



m MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA

200 - -00 4
150 75 -
E 100 4 50 -
50 - 25 /
0 T T T T T O T T T T T
500 550 600 650 700 500 550 600 650 700
Al nm Alnm
Abbildung 61

Fluoreszenzspektren der Fes04-PLL-siRNA-Partikel vor (links) und nach Zugabe (rechts)
von HCl. Das Anregungsspektrum ist jeweils blau, die Emission rot dargestellt.

5.6.4 Zusammenfassung

Um aus dem LbL-Modelsystem ein Transfektionsmittel zu entwickeln, wird in diesem
Schritt die siRNA-Komplexierung an FesO4-PLL-Partikel untersucht. Zuvor werden die
RNA-Einzelstrange salzfrei hybridisiert und per Amicon-Filtration aufgereinigt. Es
entstehen aggregatfreie Komplexe und die Losung fluoresziert unter UV-Licht. Jedoch
werden mittels FCS nur Diffusionskoeffizienten detektiert, die der freien siRNA
entsprechen.

Somit muss nun geklart werden, ob die siRNA nicht komplexiert wird oder ob seine
Fluoreszenz durch den Eisenoxid-Kern geldscht wird. Durch die Zersetzung der Fe304-
PLL-siRNA-Komplexe mit HCl soll gezeigt werden, ob ein quenching vorliegt. Nach
Inkubation mit Salzsdure ist im Emissions-Spektrum jedoch kein Anstieg der Farbstoff-
Intensitdt bzw. der siRNA-Konzentration zu beobachten. Da siRNA kostenintensiv ist,
werden die weiteren Untersuchungen mit farbstoffmarkiertem Poly-L-Lysin

durchgefiihrt.
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5.7  Farbstoffmarkiertes N;-PEG-g-PLL - Polymer

Das PEGylierte und Azid-modifizierte Polymer N3-PEGs3,-g[26)-PLL,7 wird mit dem Farb-
stoff DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamin 110 (DBCO-CR;;9) umgesetzt. Die [3+2] Cyclo-
addition von Cyclooctin mit der Azid-Gruppe zum Triazolen kann kupferfrei und bei

Raumtemperatur durchgefiihrt werden.

Abbildung 62
Kupferfreie Click-Chemie zur Farbstoffmarkierung des N3-PEG3 ;-gp26-PLL27-Polymers mit
DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamin 110

Zur Farbstoffmarkierung des Polymers werden drei Ansatze durchgefihrt. Die
Aufreinigung erfolgt mittels Amicon® Zentrifugenfiltration, wobei die Zentrifugenschritte
so lange wiederholt werden, bis das Eluat unter UV-Licht keine Fluoreszenz aufweist.
Mittels UV/VIS Spektroskopie konnen folgende Stoffmengen-Verhiltnisse bestimmt

werden: 1, 4 bzw. 10 Fluorophore pro Polymer (Abbildung 63).
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Abbildung 63

Beispielhaftes Absorptionsspektrum des mit 4 DBCO-CR;;9 pro Kette markierten Ns-
PEG3 2-gp26)-PLL27-Polymers mit einem Absorptionsmaximum bei 504 nm; ¢(DBCO-CR10)
=16 uM in MilliQ-H,0.

Die Polymere werden mittels DLS vermessen und anschlieBend mit dem etablierten LbL-
Verfahren auf Citrat-haltige Eisenoxid-Nanopartikel aufgebracht. Die drei erhaltenen
Komplexe Fe304-[PEG3 >-g26-PLL27] x DBCO-CR110 Weisen unter UV-Licht eine schwache
Fluoreszenz auf. lhre Radien werden ebenfalls aus der dynamischen Lichtstreuung
ermittelt (Tabelle 15). Die einfach und vierfach markierten Polymere bilden nahezu
aggregatfreie Nanopartikel-Komplexe aus, die zudem salzstabil sind. Das Polymer mit
zehn Farbstoffen pro Kette aggregiert dagegen bereits vor Komplexierung bei
Anwesenheit von Salz. Zudem sind die Fe304-[PEG;,-gp6-PLL;] x 10 DBCO-CRi1
Komplexe mit 86 nm viel zu grof} und aggregieren in 150 mM NacCl-Lésung.

Fir die Untersuchung des quenching-Effekts werden nachfolgend das vierfach
fluoreszenzmarkierte Polymer sowie die dazugehorigen Komplexe untersucht, da der

hydrodynamische Radius dieses Polymers dem nichtmarkierten entspricht.
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Tabelle 15:

Hydrodynamische Radien des Polymers N3-PEGs,-gp26-PLL,; vor Farbstoffmarkierung
und nach Modifikation mit 1, 4 und 10 Molekile DBCO-CR;19, sowie die Radien der
entsprechenden NP-Polymer-Komplexe gemessen in wassriger 150 mM NaCl-Lésung.
Die eingeklammerten Werte sind in MilliQ-H,0 gemessen.

DBCO-CR;10 pro Polymer Rn (30°, Polymer) / nm Rn (30°, Komplex) / nm
0 9,9 21

1 16,5 30

4 10,1 25

10 (15) 200 (86) 300

5.7.1 Fluoreszenz- und Absorptionsuntersuchungen an
PEGg’z'g[zgl'PLL27X4DBCO'CR]_]_O und den dazugE'

horigen Fe;0,-Komplexen

Mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) wird die Diffusionszeit des Polymers
PEG3,2-gp26]-PLL27 X 4 DBCO-CR110 und anschlieBend die des Komplexes aus Nanopartikel
und Polymer gemessen. Ein Vergleich zeigt, dass die ACF der Produkt-Losung ein wenig
zu hoéheren Diffusionszeiten verschoben ist. Nach Farbstoff-Kalibrierung werden fiir das
Polymer ein Radius von 7,6 nm und 3 Farbstoffe pro Kette ermittelt. An die PEG3,-g26)-
PLL,; x 4 DBCO-CR110-Nanopartikel-Probe wird ein zwei-Komponenten-Fit angelegt,
wobei eine Komponente die Werte des Polymers enthalt. Dieser Fit enthalt zu 80 %
Partikel mit Ry = 7,6 nm und zu 20 % Partikel mit Ry = 37 nm. Die zweite Fraktion kann
auf fluoreszierende Komplexe und damit eine erfolgreiche Beschichtung hindeuten.
Jedoch ist der Anteil an freiem Polymer wesentlich hdher. Zudem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Fraktion mit dem grofReren Radius aus

Polymeraggregaten besteht, die aufgrund vieler hydrophober Farbstoffe aggregiert sind.
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Abbildung 64
ACF der FCS-Messung - Vergleich von PEGs,-gp6-PLLy7 X 4 DBCO-CRy10 (rot) mit der
Probe FE3O4-[PEG312-g[26]-PLL27 x4 DBCO-CRllo] (bIau)

Das Absorptionsspektrum des fluoreszenzmarkierten Polymers wird mit dem des
Polymers nach Nanopartikel-Zugabe verglichen (Abbildung 65). In Gegenwart der Cit-
Fe304-Partikel scheint die Absorption zunachst zu steigen. Zieht man jedoch das
Spektrum der reinen Nanopartikel von dem der Mischung ab, so wird die urspriingliche
Absorption erhalten. Die Partikel absorbieren also eindeutig Photonen mit der
Wellenldnge des Farbstoff-Absorptionsmaximums. Dies bestatigt, dass die Eisenoxid-

Kerne die Fluoreszenz des Polymers bei Anbindung |6schen kénnen.

1.6 1
1.4
1.2
1.0
0.8

0.6 4

Abs./a.u.

0.4 4

0.2 4

0.0

2é0 360 3é0 460 4é0 5(l)0 5;30 6(l)0

A/ nm
Abbildung 65
Absorptionsspektren des Polymers PEG3 5-g26-PLL27 x 4 DBCO-CR110 in H,0 mit A = 1,297
und ¢ = 1,753 - 10-5M (schwarz), in Gegenwart von Cit-Fe30, (c =25 mgL™) mit A = 1,444
(rot) und korrigiert auf reine Cit-Fe304 Losung (griin).
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Um das Phanomen des quenchings zu untersuchen, wird die Probe Fe304-PEG3;-gp26)-
PLL,7 x 4 DBCO-CR11¢ mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht, mit Salzsdure zerstort
und erneut gemessen. Auch hier ist die Rayleigh-Streuung zu sehen. Die Intensitat der
Emission sinkt nach HCI-Zugabe um 11 % im Vergleich zur Anregungsintensitat.
Insgesamt wirden quenching-Effekte zu einem starken Anstieg der Fluoreszenz nach
Zerstorung der Partikel fihren. Denn das Freisetzten der Polymer-Molekile aus dem
Komplex wiirde die Fluoreszenzausléschung durch Farbstoff-Nahe und durch den
Eisenoxid-Kern aufheben. Da aber hier die Intensitat fast unverdandert bleibt, kann auch
an den Fe304-[PEG;»-gp6)-PLLy7 X 4 DBCO-CR110]-Komplexen kein quenching nachge-

wiesen werden.
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Abbildung 66

Fluoreszenzspektren der Fe304-[PEG3 »-gj26)-PLL27 X 4 DBCO-CR110} -Partikel vor (links) und
nach Zugabe (rechts) von HCIl. Das Anregungsspektrum ist jeweils blau, die Emission rot
dargestellt.

Eine weitere Erklarung fir das Nicht-Detektieren der Komplexe im FCS wiére, dass die
Komplexierung zwar bis zur Magnetfallung erfolgreich ist, die Polymere jedoch nur
schwach gebunden werden. Werden die Nanopartikel wieder in Milli-Q-H,0 dispergiert,
konnten die Polylelektrolyte dann teilweise wieder dissoziierten. Somit entsteht
eventuell ein Gleichgewicht, bei dem ein schneller Austausch zwischen den
komplexierten und freien Polyelektrolyten stattfande. Mittels FCS wiirde daraufhin nur
die dissoziierte Fraktion beobachtet werden kdnnen. Im nachsten Abschnitt soll deshalb

eine mogliche Dissoziation der Polymerhiille untersucht werden.
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5.7.2 Mehrfache magnetinduzierte Aufreinigung von

FE3O4'[PEG3’2'g[26]'PLL27 x4 DBCO'CR]_]_()]

Es soll untersucht werden, ob die Polymerhille nur schwach am Partikel gebunden ist
und deswegen dissoziieren kann. Dazu wird die fluoreszenzmarkierte Probe Fe30;-
[PEG32-g26)-PLLy7 X 4 DBCO-CR110] drei Mal magnetisch sedimentiert, und jeweils auf
Fluoreszenz, Grol3e sowie Salzstabilitat untersucht.

Die Partikellosung fluoresziert nach der ersten Aufreinigung schwach. Bereits nach der
zweiten magnetinduzierten Sedimentation ist jedoch keine Fluoreszenz der Partikel zu
beobachten, wihrend der zweite Uberstand schwach fluoresziert und der dritte nicht
(Tabelle 16). Dies bedeutet, dass einmaliges Sedimentieren die Partikel nicht vollstandig
vom farbstoffmarkierten Polyelektrolyten befreit, welcher anschlieRend mittels FCS
detektiert wird (vergl. Abschnitt 5.7.1). Die Menge an freiem Polymer ist aber sehr
gering und kann fir nachfolgende Beschichtungsversuche vernachlassigt werden.

Fir die DLS Messungen werden die Proben nicht filtriert, sondern lediglich in VV-
filtriertem H,0 verdiinnt, um die unerwiinschte Abtrennung eventuell entstandener

Aggregate zu vermeiden. Die DLS-Analyse liefert folgende Ergebnisse (Tabelle 16):

e Die Partikel sind nach der ersten Sedimentation mit einem Radius von 25,5 nm
(Messwinkel 30°) in PBS-Puffer stabil.

e Nach der zweiten Aufreinigung kann die Messung bei einem Winkel von 30° nicht
sinnvoll ausgewertet werden, da hier nicht zwischen Staub und Aggregaten
unterschieden werden kann. Jedoch liefert die 39°-Messung einen Radius,
welcher der ersten Probe entspricht und sich auch nach PBS-Zugabe nicht dndert.

e Die dritte magnetinduzierte Sedimentation zeigt ein anderes Verhalten. Die
Aggregation ist nicht nur bei 30° zu beobachten, sondern auch bei héheren
Messwinkeln. Diese ist aber nicht vollstandig, zum Beispiel werden 65 % an 600
nm- und 35 % an 37 nm-groRen Radien detektiert (Abbildung 67).

e Nach zwei Wochen ist die Probe vollstindig aggregiert und hat sich am

Klvettenboden abgesetzt.
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Gegen die Dissoziation der PEGgPLL-Hille spricht zum einen, dass die Partikel auch nach
zweimaligem Aufreinigen immer noch salzstabil sind. Zum anderen misste der
Uberstand des dritten Schrittes auch fluoreszieren, wenn die Hiille nach und nach vom

Partikel weg diffundieren wiirde.

Tabelle 16

Vergleich der Probe Fe304-[PEG3,-g[26)-PLLy7 X 4 DBCO-CR110] nach eins bis drei
magnetischen Separationen. Die Partikel sowie der jeweilige Uberstand werden auf
Fluoreszenz untersucht. Die Probe wird in H,O sowie 1:1 in PBS verdinnt und ohne
Filtration mittels DLS vermessen.

Anzahl magnetischer Partikel - | Uberstand-
Rn(H,0)/ nm Rn(+PBS) / nm
Separationen Fluoreszenz | Fluoreszenz
1 25,5 (30°) 25,5 (30°) schwach stark
2 27,7 (39°) 25,8 (39°) nein schwach
3 Aggregation nein nein

Abbildung 67

Winkelabhangige ACF der Probe Fe;04-[PEG3 »-gj26-PLLy7 X 4 DBCO-CR110]: 30° (schwarz),
39° (rot), 47° (grin) und 90° (rot)
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5.7.3 Zusammenfassung

Die Synthesen von ein- und vierfach fluoreszenzmarkierten Polymeren aus Ns3-PEG; -
g1261-PLL27 und DBCO-CR110 sowie die dazugehdrigen Ein-Schicht-Komplexe Fe;04-[PEG3 »-
g1261-PLL27] x DBCO-CR119 konnen erfolgreich durchgefiihrt werden. Die 10-fache
Farbstoffumsetzung liefert dagegen ein Polymer, das bei 150 mM NaCl aggregiert.
Zudem bildet es mit den Cit-Fe304-NPS Agglomerate, die ebenfalls nicht salzstabil sind.
Die Anzahl hydrophober Farbstoffe ist hier zu hoch gewahlt.

Das Polymer mit vier Farbstoffen wird mittels LbL-Verfahren auf Cit-Fe3O, aufgetragen
und man erhalt Komplexe mit einem Radius von 25 nm. Die FCS-Messung dieser Partikel
zeigt vorwiegend freies Polymer, jedoch auch 20 % einer Spezies in der GroRenordnung
des Ein-Schicht-Komplexes. Da dieser Anteil gering ist, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich hier lediglich um hydrophobe Polymeraggregate handelt.

Die Komplex-Probe wird vor und nach Inkubation mit Salzsdaure betrachtet, um eine
mogliche Fluoreszenzausloschung zu untersuchen. Durch die Zerstorung der Partikel
sollte im Fall des quenching-Phanomens die Fluoreszenz deutlich ansteigen. Dies ist hier
aber nicht der Fall. Somit kann fir die Partikel Fe304-[PEG32-826)-PLL27 X 4 DBCO-CR110],
sowie flr die siRNA-Komplexe, eine Fluoreszenzausléschung nicht nachgewiesen
werden.

Zudem wird die Frage adressiert, ob die Polyelektrolyte eventuell nur schwach
gebunden werden und bei Dispersion der Komplexe in Milli-Q-H,0 teilweise wieder
dissoziieren. Bei dem Versuch, die Partikel mehrfach magnetinduziert aufzureinigen,
wird festgestellt, dass das erste Sedimentieren die Komplexe nicht vollstindig von
Uberschissigen Polyelektrolyten befreit. Zudem bleiben die Partikel auch nach der
zweiten Sedimentation salzstabil mit einem Radius von 25 nm. Erst das dritte Mal
induziert eine Aggregation, aber der entsprechende Uberstand fluoresziert nicht, was fiir

eine Polymerdissoziation sprechen wiirde.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines effizienten
Transfektionsmittels. Dazu wurde die Layer-by-Layer-Methode so modifiziert, dass auch
Nanopartikel mit einem Durchmesser von ca. 20 nm aggregatfrei beschichtet werden
konnten. Die Nukleinsaure sollte dabei zum Schutz gegen Nukleasen zwischen Schichten
der biologisch abbaubaren Polyelektrolyte Poly-L-Lysin und Heparin komplexiert
werden. Als Kerntemplate wurden Magnetit-Nanopartikel gewahlt, da sie magnetische
Eigenschaften besitzen und damit Vorteile wie in vivo Detektion mittels MRT aufweisen.

Zudem war die Partikel-Abtrennung bzw. Fallung mit einem Magneten mdglich.

Die Synthese definierter Eisenoxid-Nanopartikel gelang durch die Eisenoleat-Thermolyse
in Gegenwart von Olsidure. TEM-Aufnahmen zeigten sphirische OL-Fe3;0,-Partikel mit
einem mittleren Durchmesser von 17,3 nm, deren molare Masse zu 8,5x10° gmol™
errechnet werden konnte. Dynamische Lichtstreuung lieferte einen hydrodynamischen
Radius von 10,8 nm und damit einen Durchmesser von 21,6 nm, der nur wenig von dem
Kerndurchmesser im getrockneten Zustand abwich. Eine SQUID-Messung bestatigte,
dass die Partikel bei Raumtemperatur superparamagnetisch sind. Zudem konnte die
Magnetit-Struktur durch Elektronenbeugung nachgewiesen werden. Die Uberfiihrung
der zundchst nur in organischen Losungsmitteln dispergierbaren Nanopartikel in Wasser
gelang durch eine zwei-Stufen-Reaktion. Dabei wurden die OL-Fe304-Partikel zunachst
mit Meso-2,3-Dithioweinsdure in DMSO inkubiert und anschlieBend in eine
Natriumcitrat-Losung Uberfihrt. So entstanden aggregatfreie, Citrat-stabilisierte
Eisenoxid-Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Radius von 11,4 nm. Da sie
lediglich durch die Coulomb-AbstofRung der negativ geladenen Citrat-Liganden in Losung

gehalten wurden, aggregierten sie bei Zugabe von niedermolekularem Salz.

Fir das aggregatfreie LblL-Verfahren an Cit-Fe3O4-Partikel wurde eine Apparatur
bestehend aus einer Spritzenpumpe, einer Kapillare, einem Rihrer und einer
Antidiffusionsspitze entwickelt. Mit der Kombination aus hohem Uberschuss an

Polyelektrolyt und langsamer Injektionsgeschwindigkeit entstanden Fe304-PLL-

107




108

MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA

Komplexe, die einen durchschnittlichen hydrodynamischen Radius von 16 nm aufwiesen.
Als Modellsystem wurden aus Poly-L-Lysin und Heparin mit dieser Apparatur 5-Schicht-
Partikel FesO4-[PLL-Hep],-PLL gebildet, die mit Radien von unter 30 nm in der
gewlinschten GroéBenordnung lagen. Der Vorzeichenwechsel des Zetapotentials nach
jeder Schicht-Bildung sprach fiir eine erfolgreiche Etablierung des LbL-Verfahrens an
Eisenoxid-Templaten. Die beschichteten Partikel waren nicht salzstabil und mussten
modifiziert werden, um sie in ein biologisches Medium Uberfihren zu kénnen. Zunachst
wurde versucht, die PLL-Schicht mit Glutaraldehyd in verschiedenen Konzentrationen
und pH-Werten zu vernetzen sowie die Heparin-Schale mit Ca** lonen zu stabilisieren.
Auch wurde Polylysin vor der Komplexierung mit Cit-Fe304-Partikeln mit Catechol-
Gruppen modifiziert, um eine hoéhere Polymerstabilitdt zu erreichen. Keiner dieser
Versuche lieferte die gewiinschte Salzstabilitat.

Da Polyethylenglykol (PEG) durch seine sterische Abschirmungen die Partikelstabilitat
beeinflussen kann, wurden zunachst Block-co-Polymere aus Polyethylenglykol und Poly-
L-Lysin synthetisiert. Diese Zweiblock-Polymere lieferten jedoch auch keine salzstabilen
Komplexe, daher wurde die PEG-Dichte erhoht, indem es auf Poly-L-Lysin aufgepfropft
wurde. Die so entstandenen kammartigen PEG-g-PLL Polymere konnten die Komplexe in
150 mM NaCl-Losung, in PBS-Puffer und in Serum stabilisieren und eine Aggregation
verhindern. Zudem wurden PEG-Ketten mit Azid-Endgruppen verwendet, um eine

nachfolgende kupferfreie Click-Chemie zu ermdglichen.

Um aus dem LbL-Modellsystem mit den Polyelektrolyten PLL und Heparin ein
Transfektionsmittel zu entwickeln, war im nachsten Schritt die siRNA-Komplexierung an
Fe304-PLL-Partikel notig. Dabei entstanden aggregatfreie Komplexe und die Losung
fluoreszierte unter UV-Licht. Die Untersuchung mittels FCS zeigte jedoch nur
Diffusionskoeffizienten, die der freien siRNA entsprachen. Eine mdgliche Fluoreszenz-
ausléschung, verursacht durch den Eisenoxidkern oder durch die Nahe der Farbstoffe im
Komplex, musste untersucht werden. Dazu wurden die Partikel mit Salzsdaure zerstort
und mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Da jedoch nach der Zerstérung kein
Intensitatsanstieg zu beobachten war, konnte eine Fluoreszenzausléschung nicht

bestatigt werden.
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Weiterhin wurde das PEGylierte Polymer N3-PEGs;;-gj26-PLLy; mit 1, 4 und 10 DBCO-
PEG;-5/6-Carboxyrhodamin 110-Farbstoffen modifiziert. Die entsprechenden Eisenoxid-
Komplexe der einfach und vierfach fluoreszenzmarkierten Polymere waren salzstabil.
Der Komplex Fe304-[PEG3-gp26-PLL27 x 4 DBCO-CR110] wurde anschlieBend ebenfalls
mittels FCS analysiert. Neben vorwiegend freiem Polymer wurden 20 % Partikel in der
GroBenordnung des Ein-Schicht-Komplexes beobachtet. Dabei kénnte es sich jedoch
auch um hydrophobe Polymeraggregate handeln. Das quenching-Phanomen konnte

auch hier mittels Fluoreszenzspektroskopie nicht nachgewiesen werden.

Da zum einen die Zetapotential-Messungen ein eindeutiges Vorzeichenwechsel zeigten
und zum anderen die PEGylierten PLL-Polymere als &uRere Schicht einen
salzstabilisierenden Effekt hatten (in 150 mM NaCl-Lésung, in PBS-Puffer und in Serum),
schien die Layer-by-Layer-Methode an den 17 nm groRe Eisenoxid-Nanopartikeln (aus
TEM-Messungen) erfolgreich zu sein. Um die Multischicht-Partikel spater in Zellkulturen
detektieren zu konnen, war die Komplexierung mit farbstoffmarkierten Polyelektrolyten
notig. Jedoch konnten weder die Komplexe aus Nanopartikeln und siRNA-ATTO565 bzw.
aus Nanopartikeln und PEGs;,-g[26)-PLL;7 X 4 DBCO-CR119 in FCS-Messungen eindeutig
detektiert werden. Ebenso wenig wurde durch Fluoreszenzspektroskopie eindeutig ein

quenching-Phanomen beobachtet.

Fiir diese Beobachtungen sind mehrere Erklarungen denkbar. Zum einen kénnten die
hydrophoben Farbstoffe eine storungsfreie Komplexierung verhindern. Andererseits
kann tatsachlich eine Fluoreszenzausléschung stattgefunden haben. Diese wiirde aber
nicht detektiert werden, wenn die Kerne eventuell nicht vollstiandig zerstort wurden.
Wie oben gezeigt, hatte die PEGylierte PLL-Schicht einen groRen Stabilisierungseffekt
und kénnte der Salzsdure entgegenwirken.

Eine andere Erklarung, warum mittels FCS keine Fluoreszenz beobachten werden
konnte, ware eine schwache Komplexierung der Polyelektrolyte. Bei einer Dispersion der
Komplexe nach magnetischer Aufreinigung wiirde die Schale dann teilweise wieder
dissoziieren. Um diese Theorie zu untersuchen, wurden die Carboxyrhodamin-
markierten Komplexe mehrfach magnetinduziert sedimentiert. Die Partikel blieben auch

nach der zweiten Sedimentation salzstabil und wiesen einen Radius von 25 nm auf. Erst
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die dritte magnetinduzierte Sedimentation induzierte eine Aggregation. Da aber der
entsprechende Uberstand nicht fluoreszierte, konnte eine Polymerdissoziation nicht

nachgewiesen werden.

Das in dieser Doktorarbeit entwickelte LbL-System ist vielversprechend, denn alle
Beschichtungsschritte wurden aggregatfrei durchgefiihrt, wie mittels winkelabhangiger
DLS bestdtigt werden konnte. Jedoch sind weitere Untersuchungen mit
farbstoffmarkierten Polymeren nétig, um der Ursache auf den Grund zu gehen, warum
in FCS-Messungen keine oder kaum fluoreszenzmarkierte Komplexe zu sehen sind. Der
Einsatz eines Nahinfrarot-Farbstoffes konnte der potentiellen Fluoreszenzausléschung
entgegenwirken, jedoch misste dann das FCS-Gerat die entsprechende Ausstattung

aufweisen.
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7. Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Chemikalien und Materialien
Chemikalie / Material Firma Bestellnr.
1,4-Dioxan SIGMA-Aldrich 33147
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid SIGMA-Aldrich E1769
1-Octadecen SIGMA-Aldrich 0806
1,10-Phenanthrolin SIGMA-Aldrich 131377
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsdure SIGMA-Aldrich 102601
4-(Dimethylamino)pyridin SIGMA-Aldrich 107700
Aceton Acros Organics 176800025
Ammoniumacetat SIGMA-Aldrich A7330
Ammoniumeisen(Il)sulfat SIGMA-Aldrich 215406
Bromwasserstoffsaure wt. 33 % in Eisessig Acros Organics 123180010
Calciumchlorid SIGMA-Aldrich C1016
DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamin 110 Jena Bioscience CLK-A127
Diethylether SIGMA-Aldrich 32203
Dimethylsulfoxid SIGMA-Aldrich 276855
Di-(N,N’-succimidyl)carbonat SIGMA-Aldrich 43720
Dopamin SIGMA-Aldrich H8502
Eisen(lll)chlorid Riedel de Haen 12321
Ethanol SIGMA-Aldrich 32205
Ethylendiamintetraessigsaure SIGMA-Aldrich E9884
Glutaraldehyd 25 % in H,0O SIGMA-Aldrich G5882
Glutathion SIGMA-Aldrich PHR1359
Heparin Natriumchlorid (aus Schweinedarm- SIGMA-Aldrich H3393-100KU

Schleimhaut)
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Hydoxylaminhydrochlorid SIGMA-Aldrich 255580
Synthetisiert
L-Lysin(Z)-NCA von Dr.

I
meso-2,3-Dithioweinsdure SIGMA-Aldrich D7881
Natriumcitrat SIGMA-Aldrich S4641
Natriumchlorid SIGMA-Aldrich S9888
Natriumoleat 95% ABCR MFCD00004438
n-Hexan SIGMA-Aldrich 34859
N-Hydroxysuccinimid SIGMA-Aldrich 130672
Ns-Polyethylenglycol-OH 3300 gmol™ RAPP Polymere 133000-00-5
Olséure ABCR AB135232
PBS-Puffer ife 14190

technologies®
Methoxypolyethylenglycol SIGMA-Aldrich 85973
Polyethylenglycol-NH, 5000 gmol™ SIGMA-Aldrich 06679
Polyethylenglycol-NH, 10.000 gmol SIGMA-Aldrich 07965
Polyethylenglycol-NHS 2000 gmol™ SIGMA-Aldrich 41214
Poly-L-Lysin Hydrobromid SIGMA-Aldrich P7890
Salzsdure SIGMA-Aldrich 320331
siRNA, 3 ATTO565

IBA-Solutions

sense: GCAAGCUGACCCUGAAGUUCAU-ATTO565

antisense: GAACUUCAGGGUCAGCUUGCCG

for Life Sciences

156065-156066

Triethylamin SIGMA-Aldrich T0886
Trifluoressigsaure SIGMA-Aldrich 302031
Trioctylphosphinoxid SIGMA-Aldrich 223301
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7.2  Mess- und Analysemethoden

7.2.1 Lichtstreuung

SLS: Die Anlage besteht aus einem Helium-Neon-Laser (JDS Uniphase 1145p-3083,
Wellenldnge 632,8 nm, Leistung 25 mW) und einer Detektionseinheit (Goniometer ALV-
SP86, ALV/High QEAPD Avalanche-Photodioden, Faseroptikdetektionssystem, ALV 3000

Korrelator von der Firma ALV, Langen)

DLS: DLS wird an einer Vielwinkelanlage detektiert, bestehend aus einem ALV/CGS-8F
DLS/SLS 5022F Goniometer, acht APD Avalanche-Photodioden, acht ALV 7004

Korrelatoren und einem Helium-Neon-Laser (Wellenlange 632,8 nm, Leistung 21 mW).

Kiivetten: Verwendet werden Kiivetten aus Quarzglas der Firma Hellma, Millheim mit
einem Durchmesser von 20 mm bzw. 10 mm und einem Volumen von 14 mL bzw. 5 mL.
Sie werden vor dem Gebrauch mit destilliertem Aceton gespult und danach in einer

Flow-Box mit der Offnung nach unten staubfrei getrocknet.

Filter: Die verwendeten Filter fiir die Probenvorbereitung sind in Tabelle 17 zu sehen.

Tabelle 17
Ubersicht tiber die bei Lichtstreuversuchen verwendeten Filter

Membran- Membran-

Filter-Typ Porengrofle Material Durchmesser Firma
- Anopore™ Whatman,
Anotop™25 20 nm Aluminumoxid 10mm Maidstone, UK

Hydrophilisiertes Pall Corporation, Port

isc® 1 2
Acrodisc®GHP 450 nm Polypropylen 3&25mm Washington, NY, USA
ores Hydrophiles Millipore, Billerica,
Millipore LCR 450 nm PTFE 13 mm MA, USA
Millex® VV 100 nm Hydrophiles 33 mm Millipore, Billerica,

PVDF MA, USA




MAGNETISCHE MULTISCHALENPARTIKEL FUR DEN TRANSPORT VON SIRNA

7.2.2 LblL-Verfahren

Die verwendete Anlage setzt sich aus einem Miniatur-Rihrer (60SKIT/A), einer
Spritzenpumpe (Razel® Scientific Instruments), einer Antidiffusionsspitze (Valve M6 der
Firma Deutsche Metrohm GmbH), Kapillaren und Verbindungsteile (IDEX Health &

Science) zusammen.

7.2.3 AFM-Aufnahmen

Die AFM-Messungen werden von _ mit einem Nanoscope llla

(Multimode) AFM-Mikroskop der Firma Veeco Instruments, Santa Barbara, CA, USA.
aufgenommen Die verwendeten Cantileverspitzen von der Firma Nanosensors, Wetzlar-
Blankenfeld haben eine Resonanzfrequenz von ca. 300 kHz und bestehen aus Silicium
mit einer Federkonstanten von 42 N/m und einem Radius von etwa 10 nm. Alle Proben
werden durch ,spin-coating” (ca. 5000 Umdrehungen pro Minute) auf frisch

gespaltenem Mica aufgetragen und im tapping-mode™ untersucht.

7.2.4 GPC-Messungen

Die GPC-Messungen werden von _ durchgefiihrt. Alle

Polyelektrolyte werden in einer Mischung aus H,0 und Acetonitril im Verhaltnis 1:1 mit
0,15 % Trifluoressigsdure gemessen. Der Fluss betrigt jeweils 0,7 mLmin™. Die GPC-
Apparatur setzt sich aus einer Hitachi L-2130 Pumpe, einem VWR 7614 Entgaser, einem
Hitachi L2350 Saulenofen, einem RI-Detektor des Typs Hitachi L-2490, einem UV-
Detektor (Waters 486 bei A = 280 nm) und Novema Saulen (30, 300, 3000) zusammen.
Die Messungen werden bei 25 °C durchgefihrt und es werden 20 uL einer

Polymerldsung mit c = 1 gL™ gel6st im Laufmittel eingespritzt.
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7.2.5 NMR-Messungen

Alle 1H—NMR—Messungen werden mit einer H-300 Ultra Shield Anlage bei 293K

aufgenommen, wobei die Messzeit pro Spektrum jeweils 7 Minuten betragt.

7.2.6 FCS-Messungen

Die FCS-Messungen werden am Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung von -
- durchgefiihrt. Der Aufbau des FCS-Gerats ist ein kommerziell erhaltlicher mit
einem inversen IX 70 Mikroskop, einem FluoView 300 konfokalen Laser (beides von
Olympus) und eine FCS Einheit (PicoQuant). Die Fluorophore werden durch einen Argon
Laser (CVI Melles Griot) mit einer Laserleistung von 4% (8 mW Gesamtleistung)
angeregt. Die Detektion erfolgt mittels einer Avalanche Photodiode und das
Fluoreszenzsignal wird nach dem Filtern mit einem LP488R Raman Edge Langpass-Filter

aufgenommen.

7.2.7 IR-Messungen

Fir die IR-Messung wird ein Nicolet iS10 FT-IR Spektrometer von Thermo Scientific mit
einer ATR-Einheit verwendet. Die Proben werden als Feststoffe aufgetragen. Der

Messbereich ist 4000 — 500 cm™. Die Auswertung erfolgt mit der Software OMNIC

7.2.8 UV/VIS-Messungen

Die UV-Vis-Messungen werden mit einem Carry 100Bio UV-Vis Spektrometer (Varian,

Inc) im Wellenlangenbereich von 600 nm — 190 nm und bei 293 K aufgenommen.
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7.2.9 Zeta-Potential-Messung

Zeta-Potentiale werden an einem Malvern Instruments ,Zetasizer Nano ZS“ unter
Verwendung der ,Zetasizer Software” gemessen. Die Kiivetten sind die von Malvern
vertriebenen Einmalkiivetten (aus Polystyrol Typ ,DTS1060“ fiir Messungen in wassriger
Losung). Mit einem Helium-Neon-Laser (Wellenlange = 633 nm) wird die Probe angeregt
und die elektrophoretische Mobilitat wird mittels elektrophoretischer Lichtstreuung bei
einem Messwinkel von 170° bestimmt. Die Nanopartikel-Proben werden bei einer
Konzentration von ¢ = 25 mgL'1 in MilliQ-H20 vermessen, wobei sie zuvor entgast

werden.
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7.3  Synthesevorschriften

7.3.1 Synthese der Eisenoxid-Nanopartikel in Gegen-

wart von Olsiure (OL)"

1. Stufe: Eisenoleat-Komplexe

Tabelle 18
Verwendete Chemikalien fiir Bildung von Eisenoleat-Komplexen

mfjg n / mmol eq.
FeClz x 6H,0 5,40 20 1
Natriumoleat 19,23 60 3

In einem 1 L Dreihalskolben werden 5,4 g Eisenchlorid und 19,23 g Natriumoleat in einer
Mischung aus 30 mL MilliQ-H,0, 40 mL Ethanol und 70 mL Hexan geldst, bis zum Sieden
(57°C) erhitzt und bei dieser Temperatur fir 4 h gehalten. Die schwarze organische
Losung wird sieben Mal mit je 50 mL MilliQ-H,0 gewaschen. AnschlieBend wird das
Loésungsmittel am Rotationsverdampfer evaporiert und das dunkelbraune, wachsartige
Produkt am Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 12,14 g (13,5 mmol, 68 % der Theorie)

2. Stufe: Eisenoxidnanopartikel

Tabelle 19
Verwendete Chemikalien fiir Thermolyse der Eisenoleat-Komplexen

mj/g n / mmol eq.
Fe(Oleat); 12,14 13,5 2
Olsiure 1,93 6,75 1

12,14 g Eisenoleat und 1,93 g Olsidure werden in 67,5 g 1-Octadecen bei Raum-

temperatur geldst. Diese Losung wird in einem Dreihalsrundkolben mit KPG-Rihrer auf
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315 °C Innentemperatur erhitzt (Heizrate = 18 °C min'l) und 30 min bei dieser
Temperatur gehalten. Nach Erreichen der Siedetemperatur wird die zu Beginn klare
Losung trib und braun-schwarz. Durch Ethanol-Fallung und Zentrifugation (10 min, 4000
RPM) lassen sich die Oleat-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel isolieren.

Ausbeute: ca. 550 mg

7.3.2 Synthese der Eisenoxid-Nanopartikel in
Gegenwart von Olsiure & Trioctylphosphinoxid®

1. Stufe: Eisenoleat-Komplexe

Synthese der Eisenoleat-Komplexe erfolgt wie in Kapitel 7.1.1 beschrieben.

Ausbeute: 16 g (18 mmol, 90 % der Theorie)

2. Stufe: Eisenoxidnanopartikel

Tabelle 20
Verwendete Chemikalien fiir die zweite Stufe der in Gegenwart von Olsidure und
Trioctylphosphinoxid synthetisierten Fes04Nanopartikel

mfg n / mmol eq.
Fe(Oleat)s 16,00 18,0 2
Olsiure 1,49 5,3
Trioctylphosphinoxid 1,45 3,7 '

16 g Eisenoleat, 1,49 g Olsdure und 1,45g Trioctylphosphinoxid werden in 90 g
1-Octadecen bei Raumtemperatur gelést. Diese Losung wird in einem Dreihals-
rundkolben mit KPG-Ruhrer bis zum Sieden erhitzt (Heizrate = 18 °C min™) und bei 315
°C flir 30 min gehalten. Durch Ethanolfédllung und Zentrifugation (10 min, 4000 RPM)
lassen sich die durch eine Mischung aus OL und TOPO stabilisierten Eisenoxid-
Nanopartikel isolieren.

Ausbeute: ca. 280 mg
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7.3.3 1-Stufen-Ligandentausch zur Partikel-Uberfiihrung

. .o . . 69
in wassriger Losung

Zur Uberfiihrung der OL- bzw. TOPO/OL-stabilisierten Eisenoxidpartikel in wissriger
Losung werden die Nanopartikel in Chloroform gelost, wobei eine Konzentration von 3 -
7 mg/mL eingestellt wird. Die jeweils in DMSO gel6sten Liganden werden zugegeben
und das Reaktionsgemisch wird entweder unter Rihren erhitzt, im Ultraschallbad
gehalten oder geschiittelt. In Tabelle 21 ist eine Ubersicht aller Liganden und
Reaktionsparameter dargestellt. Die Stoffmenge an Liganden bezieht sich auf 1 mg an
Nanopartikeln (n = 1.2-10"°mol). Zur Aufarbeitung wird die LSsung zunichst
zentrifugiert, dann wird der Niederschlag in Methanol redispergiert, erneut zentrifugiert
und mit MilliQ-H,O versetzt. Falls dabei eine homogene Dispersion entsteht, wird die

Losung mit einem Spritzenfilter (GHP 450 nm) filtriert.

Tabelle 21
Ubersicht aller 1-Stufen-Ligandentauschversuche an OL-Fe;04-NPs mit Angaben (iber
Liganden-Stoffmenge pro 1 mg NPs und Reaktionsdurchfihrung.

Ligand n / mmol Durchfiihrung

0,026 Rihren 70°C 1h

0,026 Rihren 70°C 3h

0,026 Rihren 40°C 17 h

Dopamin

0,130 Rihren 40°C 18 h

1,300 US-Bad 4h

1,300 Schitteln RT 6d
0,110 US-Bad 2,5h

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsaure 1,100 Schiitteln RT 6d
1,100 Riihren 40°C 15 h

Glutathion 0,330 Rihren RT 3d

Polyethylenglykol-2-(3,4-
0,007 Rahren RT 2d
Dihydroxyphenyl)-ethylamin
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7.3.4 2-Stufen-Ligandentausch zur Partikel-Uberfiihrung

. . . - 71
in wassriger Losung

Tabelle 22
Verwendete Chemikalien fir den 2-Stufen-Ligandentausch

m [ mg n / mmol
Fes0, 180 1.4-10”
meso-2,3-Dithioweinsdaure (DMSA) 182 1,0
Natriumcitrat 588 2,3

18 mL einer Toluol-haltigen Fe304-Losung (10 mg/mL) werden mit 4 mL einer Losung
bestehend aus 182 mg meso-2,3-Dithioweinsdaure in DMSO versetzt und unter Argon-
Atmosphare 4 h lang im Ultraschallbad dispergiert. Nach Magnetfallung werden die
Nanopartikel zwei Mal mit Ethanol versetzt und zentrifugiert (10 Minuten, 4000 RPM).
Der erhaltene Niederschlag wird in 20 mL einer 0,1 M Natriumcitrat-Losung (pH=8,5)
aufgenommen und fiir 7 h im Ultraschallbad gehalten. Zur Aufarbeitung werden die
Fe304-Partikel mit 1,4-Dioxan gefallt, zentrifugiert (10 Minuten, 4000 RPM) und in Milli-
Q-H,0 resuspendiert. Anschliefend wird die Losung mittels Amicon® Zentrifugenfilter
(Ausschlussgrenze Mw = 10 kDa, 15 min, 2000 RPM, gegen MilliQ-H,O, 10
Wiederholungen) von lGberschiissigen Liganden befreit.

Ausbeute: 40 mL einer 4,3 mg/mL Fe304-Losung (m[NPs] = 172 mg)
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7.3.5 Eisenbestimmung mit 1,10-Phenanthrolin®

Tabelle 23
Verwendete Chemikalien fir die Eisenbestimmung mit 1,10-Phenanthrolin

m/mg
Cit-Fe304-Nanopartikel 1,4
Ammoniumacetat 771,0
Hydoxylaminhydrochlorid 100,0
1,10-Phenanthrolin 30,0
Ammoniumeisen(ll)sulfat 31,0

1,4 mg Nanopartikel werden mit 5 mL konzentrierter HCI versetzt und fir 1 h inkubiert.
AnschlieBend wird die Lésung mit MilliQ-H,O auf 25 mL verdinnt. 50 pL dieser
Stammldsung (¢ = 0,056 g/L) werden mit 2 mL Acetatpuffer (pH=4), 100 uL einer 10%
Hydoxylaminhydrochlorid-Lésung sowie 500 uL einer 0,3 % 1,10-Phenanthrolin-Losung
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wird das Absorptionsmaximum bei 511 nm
gemessen. Zur Errechnung des Eisengehalts wird eine Kalibrierung benétigt, die mit
Ammoniumeisen(ll)sulfat (Mohrsches Salz) durchgefiihrt wird. Dazu wird zuerst eine
Stammlosung mit c(Mohr) = 3,92 mmol/L und daraus eine Verdiinnungsreihe hergestellt
(Tabelle 24). Aus dem Absorptionsmaximum dieser fiinf Proben wird eine Kalibrierung

ermittelt (siehe Anhang):

AbSsiinm 0,13
0,213 mLug=1 0,213 mLug1

c(Fe?*) = = 0,61 ugmL™1 (59)

Daraus folgt fiir die Nanopartikel-Probe, die eine Absorption von 0,13 aufweist, eine
Fe?*-Konzentration von 0,61 ugmL™. Die HCl-haltige Stammldsung enthilt somit 808 pg
Fe2+, woraus sich eine Masse von 1,12 mg an Fe3O4-Nanopartikel berechnen lasst. Damit

besteht die Probe zu 80 % aus Nanopartikeln.
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Tabelle 24
Verdinnungsreihe der Ammoniumeisen(ll)sulfat-Stammlosung fir die Kalibrierung der
Eisen-Bestimmung

c(Fe*)ena/ | c(Mohr)ena/ | c(Mohr)vorvera/ | ViorverdStammidsung) / | Vena /
pgml™ mmol I mmol I pl mi

1 0.5 0,009 0,475 6,5 2,65

2 1 0,018 0,949 12,5 2,65

3 2 0,036 1,898 25,0 2,65

4 3 0,054 2,847 37,5 2,65

5 4 0,072 3,796 50,0 2,65
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7.3.6 Layer-by-Layer-Verfahren

Tabelle 25
Beispielhafter Ansatz fiir die Beschichtung der Nanopartikel mit einem Polylelektrolyten

c/gLt V/mL
Nanopartikel 0,025 4
Polyelektrolyt 1,000 6

Allgemeine Vorschrift

Es werden zwei Anlagen verwendet (Kapitel 5.3.2) — eine fiir die Beschichtung mit
Polyanionen und eine fiir die Beschichtung mit Polykationen. Vor der Benutzung wird die
jeweilige Anlage zuerst mit 50 mL einer 0,1 M Ethylendiamintetraessigsaure-Losung
(EDTA) und anschlieend mit ca. 200 mL MilliQ-H,O gespiilt. Die zu beschichtenden
Nanopartikel werden in der Konzentration ¢(NP) = 0,025 gL ™" in MilliQ-H,0 verdiinnt und
mittels einer Spritzenpumpe mit einer konstanten Spritzenpumpengeschwindigkeit
(SPG) von 0,13 mLmin™ (10 mL Spritze) zur Polyelektrolytldsung gegeben. Diese hat
typischerweise eine Konzentration c(PEL) = 1 gL'1 in MilliQ-H,0 und ein Volumen von
4 mL— 6 mL. Nach beendeter Zugabe werden die Partikel mittels eines Magneten
abgetrennt. Die Lange des Fallungsprozesses ist abhdngig vom zugegebenen Volumen an
Nanopartikeln, wobei die ungefahre Fallungsdauer ca. 24 h pro mL NP-Losung betragt.
AnschlieBend wird der Uberstand mit Spritze und Kaniile vorsichtig entfernt und der
magnetische Niederschlag 3 x mit MilliQ-H,O gesplilt. Schlielllich werden die
Nanopartikel so in MilliQ-H,O dispergiert, dass ihre Konzentration wieder 25 mgL™

betragt.
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7.3.7 Fez;0,-PLL-Komplexe mit Glutaraldehyd vernetzen

Um die polymere Schicht der Fe304-PLL-Komplexe mittels Glutaraldehyd zu vernetzen,
werden 2 mL der Nanopartikel-Lésung (c = 25 mgmL™) in einer Kiivette vorgelegt. Die
Lésung wird mit einer Glutaraldehyd-Losung bei Raumtemperatur titriert und mittels
DLS vermessen. Nach 24 h Schiitteln wird der hydrodynamische Radius der Probe erneut
bestimmt, dann wird sie mit NaCl versetzt und erneut in der Lichtstreuung vermessen.
Die Glutaraldehyd-Losung wird im ersten Versuch mit einem pH =5 verwendet, wahrend

fir den zweiten Versuch ein pH von 7,2 mit NaHCO; eingestellt wird.

Tabelle 26

Parameter fir das Vernetzen der Fe;04-PLL-Komplexe mit Glutaraldehyd (GA): Masse
der Nanopartikel, Konzentration der zutitrierten GA-LOsung, die GA-Endkonzentration
und die NaCl-Konzentration in der Kilvette

pH-Wert | m(NP)/pg | c(GA)/ mmolL? | nens(GA) / mmol | c(NacCl) / mmolL*

5 50 0,1 0,2 20

7,2 50 0,5 0,8 150

7.3.8 Titration der Fe;0,-PLL-Heparin-Komplexe mit

Calciumchlorid zur Heparin-Stabilisierung

Der Versuch, Heparin-Sulfatgruppen mit Ca** zu stabilisieren, wird in der Kiivette
durchgefiihrt. Dazu werden 2 mL Fes04-PLL-Heparin-Komplexe (c = 25 mgmL™) vorgelegt
und mit 5mM CaCl-Lésung titriert. Nach Ende der Zugabe betrigt die Ca*'-
Konzentration in der Kiivette 1,1 mM. AnschlieBend wird die Losung mit NaCl versetzt,
sodass in der Kivette die Konzentration c(NaCl) = 150 mmolL™ betragt. Nach jedem

Schritt wird der hydrodynamische Radius der Probe bestimmt.
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7.3.9 Poly-L-Lysin-Modifikation mit 3-(3,4-Dihydroxy-

phenyl)propionsdure

Tabelle 27
Ansatz fir die EDC-Kupplung von Poly-L-Lysin mit 3-(3,4-Dihydroxy-phenyl)propionsaure
(DHPP)

m [/ mg n / mmol eq.

Poly-L-Lysin (PLL) 100 6,6%10° 1
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)

20,6 0,11 17
propionsdure (DHPP)
1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-

28,8 0,15 23
propyl)carbodiimid (EDC)
N-Hydroxysuccinimid (NHS) 34,5 0,3 46

100 mg PLL werden in 4 mL, die Edukte DHPP, EDC und NHS in je 1 mL MilliQ-H,0 gelost.
Nach 15 Minuten werden die Losungen vereinigt und fir 72 h bei 25 °C geschiittelt. Die
Aufreinigung erfolgt mittels Amicon® Zentrifugenfilter (Ausschlussgrenze My = 10 kDa,
12 min, 2000 RPM, gegen MilliQ-H,0, 10 Wiederholungen). Die braun-gefarbte Losung
wird Gber Nacht im Hochvakuum gefriergetrocknet.

Ausbeute: 18 mg (1,2 umol, 18 % der Theorie)

'H-NMR (D,0): 8/ppm: 6,83 (m, 1H), 6,75 (s, 1H), 6,64 (m, 1H), 4,31 (m,1H), 3,01 (m,
2H), 2,78 (m, 2H), 2,45 (m, 2H), 1,7-1,4 (m, 6H)
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7.3.10 PEG-block-PLL-Polymere

Tabelle 28
Die Ansdtze zur Synthese von vier unterschiedlichen PEG,-block-PLL,-Polymeren
(x = My(PEG)/1000 gmol™; x = My,(PLL)/1000 gmol™)

Edukt m/mg | Mw/gmol* | n/mmol | eq.

L-Lysin(Z)-NCA 108 306,3 0,35 60
PEG5'bIOCk'P|.|.14

PEG-NH, 28 5000 5,5*10'3 1

L-Lysin(Z)-NCA 106 306,3 0,35 30
PEGs-block-PLL;

PEG-NH, 60 5000 12*10° 1

L-Lysin(Z)-NCA 80 306,3 0,26 13
PEGs-block-PLL;

PEG-NH, 100 5000 0,02 1

L-Lysin(Z)-NCA 84 306,3 0,27 27
PEGm-bIOCk-PLLG

PEG-NH, 100 10000 0,01 1

PEG wird unter Erwdarmen in 1 mL frisch destilliertem DMF geldst und unter Argon-
Gegenstrom zum Z-geschitzen L-Lysin(Z)-NCA gegeben. Die Reaktionslésung wird bei
Raumtemperatur, unter Schutzgasatmosphare und unter Lichtausschluss drei Tage lang
gerlhrt. Das Polymer wird drei Mal in Stabilisator-freiem Diethylether gefallt und im
Hochvakuum (iber Nacht getrocknet. Zum Entfernen der Z-Schutzgruppe wird das
Produkt in 3 mL Trifluoressigsdure geldst und mit einem Uberschuss an HBr versetzt.
Nach 2 h wird das Polymer wieder drei Mal in Diethylether gefallt und iber Nacht vom
Losungsmittel befreit. Die Aufreinigung erfolgt mittels Amicon® Zentrifugenfilter
(Ausschlussgrenze Mw = 3 kDa, 16 min, 4000 RPM, gegen MilliQ-H,0, 5
Wiederholungen).

Allgemeine Ausbeute: 60 % vor dem Entschiitzen; 25 % nach Amicon-Aufreinigung
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7.3.11 Polyethylenglykol-g-Poly-L-Lysin

1. Stufe: Polyethylenglykol-N-Hydoxysuccinimid-Ester’’

Tabelle 29
Verwendete Chemikalien fur die erste Stufe der Modifikation von PLL mit PEG

m/g n / mmol eq.
N3-Polyethylenglykol-OH 0,5 0,15 1
Di-(N,N’-succimidyl)carbonat 19,23 60 7
4-(Dimethylamino)pyridin 122,17 128,3 7

0,5 g Polyethylenglykol werden in 5 mL wasserfreiem 1,4-Dioxan, Di-(N,N’-succimidyl)-
carbonat und 4-(Dimethylamino)pyridin werden in je 1,5 mL wasserfreiem Aceton
gelost. Die drei Losungen werden vereinigt und fir 6 h gerihrt. Anschlieend wird das
modifizierte Polymer in Stabilisator-freiem Diethylether gefallt, 5 min bei 4000 RPM
zentrifugiert und der Niederschlag in 5 mL Dioxan gelost. Diese Aufreinigungsprozedur
wird drei Mal wiederholt, wobei nach dem letzten Fillen das Produkt aus Dioxan
gefriergetrocknet wird.

Ausbeute: 370 mg (0,1 mmol, 75 % der Theorie)

2. Stufe: Polyethylenglykol-g-Pon-L-Lysin48

Tabelle 30
Verwendete Chemikalien fur die zweite Stufe der Modifikation von PLL mit PEG

m [/ mg n / mmol eq.

Polyethylenglykol-
370 0,11 22
N-Hydoxysuccinimid-Ester

Poly-L-Lysin (PLL) 72,8 4,85%10° 1
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370 mg Polyethylenglykol-N-Hydoxysuccinimid-Ester und 72,8 mg PLL werden in je 4 mL
wasserfreiem DMSO gelost. Die PLL-Losung wird mit 200 pL Triethylamin versetzt und
zur Polyethylenglykol-Losung gegeben. Das Reaktionsgemisch wird (ber Nacht im
Dunkeln geschittelt, anschlieBend in 12 mL MilliQ-H,O gegeben und mit 6 M HCI
versetzt, sodass ein pH von 3 erreicht wird. Um Uberschiissiges Polyethylenglykol zu
entfernen, wird die Lésung auf zwei FIoat—A—LyzerWI (Ausschlussgrenze My = 8-10 kDa;
Spectrum™ Laboratories Spectra/Por™) verteilt und fur 4 Tage gegen MilliQ-H,0
dialysiert. AbschlieRend wird das Produkt durch Gefriertrocknung erhalten.

Ausbeute: 280 mg (63 % der Theorie)

7.3.12 Farbstoffmarkierung von N;-PEG;,-g26-PLL,; mit
DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamin 110

Tabelle 31
Beispielhafter Ansatz zur Click-Reaktion von N3-PEGs,-g[26)-PLL,; mit DBCO-PEG4-5/6-
Carboxyrhodamin 110: 10 Fluorophore pro Polymer

m [/ mg n / pmol eq.
N3-PEG3 >-g[26)-PLL27 10 0,08 1
DBCO-CR11¢ 0.90 1 12,5

Zur Farbstoffmarkierung des Azid-funktionalisierten Polymers N3-PEGs »-gp6)-PLLy7 wird
die Stoffmenge des Farbstoffs DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamin 110 so gewahlt, dass
Niatsichlich = Mtheoretisch X 25%. Der Farbstoff wird mit dem entsprechenden Volumen an
DMSO versetzt, sodass ¢(DBCO-CRy10) = 5 mmolL? ist. Das Polymer wird in 1 mL H,0
gelost und nach Fluorophor-Zugabe fiir 24 h bei 20 °C und unter Lichtausschluss
geschittelt. Die Aufreinigung erfolgt mittels Amicon® Zentrifugenfilter (Ausschluss-
grenze My = 50 kDa, 7 min, 3000 RPM, gegen MilliQ-H,0, 50-60 Wiederholungen), bis
das Eluat unter UV-Licht keine Fluoreszenz zeigt.

Ausbeute: 9 mg (83 % der Theorie)
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7.3.13 Hybridisierung der siRNA

Hybridisierung in PBS-Puffer

Tabelle 32
Hybridisierung des Leitstrangs (sense) mit dem Folgestrang (antisense) in
unterschiedlichen Verhaltnissen und in 1xPBS-Puffer

Verhiltnis | V(sense) /uL | V(antisense)/ uL V (10xPBS) / uL V (H,0) / pL
0,70 2,50 1,75 5,00 40,75
0,80 2,50 2,00 5,00 40,50
0,90 2,50 2,25 5,00 40,25
1,00 2,50 2,50 5,00 40,00
1,10 2,50 2,75 5,00 39,75
1,20 2,50 3,00 5,00 39,50
1,30 2,50 3,25 5,00 39,25

Die zwei Einzelstrange mit cstarr = 0,1 mM werden in unterschiedlichen Volumen-
Verhaltnissen hybridisiert. Dazu werden sie auf Cende = 5 UM in 1x PBS-Puffer verdiinnt.
Nach 3 minitiger Inkubation bei 90 °C werden die Proben fir 1 h bei 37 °C geschiittelt.

Die Analyse erfolgt mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) bei 20 °C,
11 W, 385 V und mit dem Laufmittel TBE-Puffer. Nach einer Laufzeit von 3 h wird das Gel
zunachst bei einer Wellenlange von 533 nm gescannt (Typhoon-Scanner). Dann wird es

10 min mit SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain gefarbt und wiederum gescannt.

Salzfreie Hybridisierung

Jeweils 1 mL der Einzelstrange mit ¢ = 0,1 mM werden zusammengegeben und zunachst
fiir 10 Minuten bei 90 °C geschiittelt. Dann wird die Temperatur auf 54 °C gesenkt und
die Nukleinsdure fiir 4 h inkubiert. Die Endkonzentration der siRNA betrdgt 0,05 mM
bzw. 0,744 gL ™" in 2 mL H,0.

Die Hybridisierung kann nicht mittels Gelelektrophorese detektiert werden. Die Probe

wird schlieBlich mit einem 20 nm Anotop-Spritzenfilter filtriert.
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Abbildung 68

Winkelabhangige DLS-Messungen der im Organischen |6slichen Eisenoxid-Nanopartikeln
(Toluol, LCR 450 nm filtriert).

Links: OL-Fe304 mit Ry = 10,8 nm

Rechts: TOPO/OL-Fe304 Rr = 12,8 nm
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Abbildung 69
Winkelabhangige DLS-Messung der Probe Cit-Fe3O4 (H,0, LCR 450 nm filtriert) mit Ry =

11,4 nm
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Abbildung 70
Winkelabhangige DLS-Messungen der Polyelektrolyte (jeweils biexponentielle

Fitfunktionen).
Links: PLL (150 mM NaCl, 6,5 g/L, LCR 450 nm filtriert) mit Ry = 2,3 nm
Rechts: Heparin (150 mM NacCl, g/L, LCR 450 nm filtriert) mit Rn = 3,5 nm
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Abbildung 71
Links: Winkelabhangige DLS-Messung der Probe NP-PLL.,; (H,O, GHP 450 nm filtriert) mit

Rh=19nm
Rechts: Vergleich der ACF (bei 30°) vor (schwarz) und nach (tlirkis) Zugabe von Salz 2> Rx

steigt auf 58 nm an
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Abbildung 72

= +0mM NaCl - 30°
\ - +150mM NaCl - 30°

Rl
a
a
%
]
%
L]
m
m
n
LY
., .
LA )
10° 10° 10" 10" 10"
2, -2
gt/cm™ms

Links: Winkelabhangige DLS-Messung der Probe NP-PLL-Hep (H,0, GHP 450 nm filtriert)
mit R, =20,1 nm
Rechts: Vergleich der ACF (bei 30°) der Probe NP-PLL-Hep-[PEG;-g[27-PLL,7] vor (schwarz)
und nach (pink) Zugabe von Salz = Ry bleibt konstant auf 30 nm
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Abbildung 73
Vergleich der ACF (bei 30°) der Proben NP-PLL (schwarz) und NP-PLL-siRNA = Rj steigt
von 20,8 nm auf 23,4 nm.
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Abbildung 74

Links: Vergleich der ACF (bei 30°) der Polymere [PEG3 -g26)-PLL27] X DBCO-CR110 mit X =
0 (schwarz), X = 1 (tlrkis), X = 4 (orange), X = 10 ohne NaCl (pink), X = 10 mit NaCl (griin),
Rechts: Vergleich der ACF (bei 30°) der Komplexe NP-[PEG3;,-g[26)-PLL27] X DBCO-CR110
mit X = 0 (schwarz), X = 1 (tlirkis), X = 4 (orange), X = 10 ohne NaCl (griin)
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Abbildung 75

Vergleich der ACF (bei 39°) der Komplexe NP-[PEGs3,-gj26)-PLL27] x4 DBCO-CR;10 nach
jeweiliger magnetischer Separation: Erste Sep. = schwarz, zweite Sep. = tirkis, dritte
Sep. = pink



