Multifunktionalisierte Magnetische
Nanopartikel
als Drug-Delivery Systeme

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
des Doktors der Naturwissenschaften
der Naturwissenschaftlich-Technischen-Fakultat Ill
Chemie, Pharmazie, Bio- und Werkstoffwissenschaften

der Universitat des Saarlandes

von

Eva-Marie Prinz

Saarbriicken

2011



Tag des Kolloquiums:

Dekan:

Berichterstatter:

Vorsitz:

Akad. Mitarbeiter:

07.12.2011

Prof. Dr. W.F. Maier

Prof. Dr. R. Hempelmann
Junior-Prof. Dr. M. Schneider
Prof. Dr. G. Jung

Dr. A. Rammo



Kurzfassung

Der Schwerpunkt dieser Dissertation liegt in der Synthese von multifunktionalen,
magnetischen Nanopartikeln fur biomedizinische Anwendungen. Hierbei werden
Nanopartikel der Stéchiometrie Mng gZngFe,O, (MnZn-MNP) durch kontrollierte Fallung der
entsprechenden Metallchloride in Natronlauge synthetisiert. AnschlieRend wird deren
Oberflache durch verschiedene Verfahren (z.B. Layer-by-Layer-Verfahren) mit
ausgewahlten biokompatiblen Polymeren (z. B. Dextran-Derivate, diverse Polyelektrolyte,
Bisphosphonate, usw.) beschichtet und mit Doxorubicin, einem Chemotherapeutikum, oder
ausgewahlten Fluoreszenzfarbstoffen, wie beispielsweise FITC oder DAPI, funktionalisiert.
Die erfolgreiche Anbindung des Doxorubicins bzw. des Fluoreszenzmarkers an beschichtete
MnZn-MNP wird mittels dynamischer Lichtstreuung, Fluoreszenz-Korrelations-, Raman-,
FT-IR-, UV/Nis- und Fluoreszenz-Spektroskopie, sowie Zetapotential-Messungen
nachgewiesen. Ein moégliches Einsatzgebiet diese Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP
stellt die adoptive Krebsimmuntherapie dar, bei der vor allem T-Zellen als autonome und
Ziel-spezifische Drug-Delivery Systeme verwendet werden, weshalb das Potential dieser
Partikel zuerst in-vitro getestet wird. Dazu wird mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie sowie
TEM die Aufnahme von Wirkstoff-funktionalisierten MnZn-MNP in T-Zellen nachgewiesen.
Die Aktivitat dieser funktionalisierten MnZn-MNP auf Krebszellen wird durch SRB- und
MTT-Assays charakterisiert. Die synthetisierten, multifunktionalen MnZn-MNP zeigen
insgesamt ein hohes Potential fur eine spatere medizinische Anwendung. Hierbei verbinden
diese die physiko-chemischen Eigenschaften der Nanopartikel mit der therapeutischen
Aktivitat des Wirkstoffs.

Abstract

The focus of this thesis is the synthesis of multifunctional magnetic nanoparticles for
biomedical applications. Biocompatible ferrites of the chemical composition MnggZngFe;O4
(MnZn-MNP) are synthesized by the co-precipitation of the corresponding metal chlorides in
sodium hydroxide solution. For application in biological organisms, the surface of the
nanoparticles is coated with selected biocompatible polymers (e.g. dextran derivates,
different polyelectrolytes or bisphosphonates) using different techniques (e. g. layer-by-layer
technique). In a further step the so coated MnZn-MNP are functionalized with Doxorubicin, a
chemotherapeutic drug, or different fluorescence dye like FITC or DAPI. The successful
bonding of Doxorubicin or dye to the coated MnZn-MNP is characterized using dynamic light
scattering, fluorescence-correlation-, Raman-, FT-IR-, UV/Vis- and fluorescence-
spectroscopy. These functionalized particles are intended to be used in adoptive cancer
immunotherapy, a new approach where immune cells, especially T lymphocytes, will be
exploited as autonomous drug-delivery systems with high target specifity. Following this the
potential of Doxorubicin-functionalized nanoparticles is tested in-vitro. The uptake efficiency
of the modified MnZn-MNP into T lymphocytes is verified by fluorescence and confocal
microscopy. Thus, among others, the cytotoxic effect evoked on T Iymphocytes is
determined and drug release kinetics are monitored. Due to this the drug loaded particles
show a high potential for future drug delivery applications. The modified magnetic
nanoparticles combine the physico-chemical properties of the nanoparticles with the
therapeutic effectivity of the drug.
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1.  EINLEITUNG UND MOTIVATION

Die genauen Ursachen von Krebs sind trotz intensiver Forschung noch immer unbekannt,
obwohl Krebs die zweithdufigste Todesursache nach Herzkreislauferkrankungen in der
westlichen Welt darstellt. Um die Heilung von Krebs voranzutreiben, verfolgten
Wissenschaftler und Mediziner in den letzten Jahren verschiedene Strategien. Neben
Operationen, Chemotherapie und Bestrahlung spielt dabei auch die Immuntherapie eine
groRe Rolle. Die Immuntherapie nutzt hierbei die Spezifitdt und Sensitivitdt des
Immunsystems aus, welches flr die vermehrte Ausschittung der T-Zellen sorgt, die
wiederum flr die Zerstérung der Tumorzellen zustandig sind.

In den letzten Jahren hat sich parallel dazu ebenfalls der Bereich der Nanotechnologie stark
weiterentwickelt und damit neue Wege und Moglichkeiten erdffnet. Diese Weiterentwicklung
reichte bis in den biomedizinischen und pharmakologischen Sektor und so wurden
nanostrukturierte Materialen als Wirkstofftransportmittel umfunktioniert. Auf diese Weise ist
es zum Beispiel moglich, hydrophobe Wirkstoffe in nanostrukturierte Materialien mit
einzubauen, die somit eine hydrophile Oberflache simulieren, um vom Koérper aufgenommen
zu werden. Sollten Polymere, die langsam im Koérper abgebaut werden, zur Verkapselung
verwendet werden, kann dadurch gleichzeitig eine gezielte und kontrollierte
Wirkstofffreisetzung erreicht werden. Durch den Einsatz von magnetischen Nanopartikeln
(magnetische Drug Targeting) koénnen gezielte Wirkstoffpositionierungen im Korper
durchgefiihrt werden, welches gleichzeitig eine Verminderung der Wirkstoffkonzentration und
der damit verbundenen Nebenwirkungen generiert. Durch magnetische Drug Targeting
besteht so die Mdglichkeit die Freisetzung des Wirkstoffs am Bestimmungsort zu erreichen.
Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der magnetisch gesteuerte Wirkstoffpositionierung,
d. h. im magnetischen Drug Targeting von in Immunzellen (T-Zellen) befindlichen,
Wirkstoff-funktionalisierten  magnetischen  Nanopartikeln, sowie eine kontrollierte
Wirkstofffreisetzung fur eine zukunftige Krebsbehandlung. Dabei impliziert die kontrollierte
Wirkstofffreisetzung die Fahigkeit, die Verteilung des Wirkstoffs im Korper sowohl raumlich
als auch zeitlich zu steuern. Ziel ist es somit, in der betroffenen Tumorregion die
Wirkstoffkonzentration im hohen therapeutischen Bereich und im restlichen Kérper unter der
Toxizitatsschwelle zu halten. Durch die damit erhdhte pharmakologische Wirkung kann die
Gesamtdosierung verringert und die Nebenwirkungen gesenkt werden. Weiterhin sollen
T-Zellen, die mit Wirkstoff-funktionalisierten Nanopartikeln inkubiert sind, diese Partikel vor
Angriffen des retikuloendothelialen Systems schitzen, um so eine friihzeitige Ausschleusung
Uber die Leber, Nieren und Milz zu vermeiden. Zudem férdern die T-Zellen das selbstandige
Auffinden des Tumorgewebes, wodurch auch schwer zugangliche Regionen erreicht werden

kdonnen.
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Die ersten Schritte zur Realisierung solcher Drug-Delivery Systeme werden im Rahmen
dieser Arbeit durch Wirkstoff-funktionalisierte MnZn-Ferrite umgesetzt. Dazu werden
MnZn-Ferrite, welche als Transportsysteme fungieren, mit Hilfe der Koprazipitationsmethode
der korrespondierenden Metallchloride in Natronlauge gefallt und anschlieend mit
Citrat-lonen stabilisiert. Auf Grund der besseren Relaxationseigenschaften, der
Oxidationsstabilitdt gegentber Luftsauerstoff sowie der besseren Volumenleistungsdichte
und der damit verbundenen spezifischen Absorptionsrate (SAR) werden MnZn-Ferrite
anstelle von Magnetit verwendet. Der einzige Nachteil gegentiber dem bisher verwendeten
Magnetit ist die geringere Sattigungsmagnetisierung M, die fur MnZn-Ferrite (Gew.-% 10)
bei 5,52 kA'm™ liegt und fiir Magnetit (Gew.-% 10) bei 11,23 kA-m™." @ Der SAR-Wert fiir
MnZn-Ferrit der Zusammensetzung Mng sZng .Fe,0, liegt bei 65 W-g'1 (1,95 MHz; Gew.-% 2)
wohingegen der SAR-Wert flir Magnetit bei denselben Messbedingungen nur einen Wert von
16 W-g"' aufweist. Dabei steht SAR fiir die Absorption von elektromagnetischen Feldern im
biologischen Gewebe, welche zu dessen Erwarmung flhrt. Dementsprechend sind vor allem
Ferrofluide interessant, die hohe SAR-Werte aufweisen, um fur spatere warmebedingte (z. B.
Hochfrequenzfelder) Wirkstofffreisetzung verwendet zu werden.

Fir die Beschichtung dieser Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrofluide kommen verschiedene
Verfahren und Substanzen zum Einsatz. Die Beschichtung der Nanopartikel soll dazu fiihren,
dass die Partikel nicht als Fremdkdrper angesehen werden; in diesem Fall wiirden sie den
Wirkungsort nicht erreichen kénnen, da sie direkt Uber die Leber und Nieren ausgeschieden
walrden.

Die erste Moglichkeit bietet das Polysaccharid Dextran. Dextran ist vor allem auf Grund der
biologischen Abbaubarkeit von besonderem Interesse. Im menschlichen Koérper wird es
durch verschiedene Dextranasen in Leber, Milz und Niere depolymerisiert. Die hohe
Biokompatibilitat und die Tatsache, dass es weder immunogen noch antigen ist, zeigen
weiter, warum Dextrane als Biopolymere flr Drug-Delivery Systeme interessant geworden
sind. Bevor ein Wirkstoff an das Polymer gebunden werden kann, muss dieses vorher
aktiviert werden. Diese Aktivierung besteht darin, verschiedene funktionelle Gruppen, wie
beispielsweise Amin- oder Carboxyl-Gruppen, einzufihren. In dieser Arbeit wird dies durch
diverse Synthesewege umgesetzt. Anschlielend erfolgt die Anbindung des Wirkstoffs tber
die Dextran-Derivate an MnZn-Ferrite. Auf Grund der Autofluoreszenz und der damit
verbundenen Mdglichkeit, Fluoreszenz-mikroskopische Analysemethoden zu verwenden,
wird Doxorubicin als potentieller Wirkstoff ausgesucht.

Ein mogliches Einsatzgebiet dieser Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-Nanopartikel ist die
adoptive Krebsimmuntherapie. Diese Immuntherapie stellt einen neuen Ansatz der
Krebstherapie dar, bei der vor allem Immunzellen und besonders T-Zellen als selbstandige

Drug-Delivery Systeme, mit einer hohen Ziel-Spezifitdt, verwendet werden. Unterstitzend
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wirkt hierbei der T-Zell-Effekt, der Uber einen T-Zell-spezifischen Rezeptor an die Krebszelle
andockt und Granula freisetzt, die zytotoxisch auf die Krebszellen wirken. Der Einsatz eines
bispezifischen Antikdrpers (bsAb) HEA125xOKT3 férdert die verstarkte Bindung der T-Zellen
an die Krebszellen. Durch diese Verwendung wird somit eine rdumliche Nahe zwischen
T-Zellen und Krebszellen erreicht, die eine gezielte Abgabe des Wirkstoffs an der Krebszelle
mdglich machen. Um die Aktivitdt dieser Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-Ferrite in
beladenen T-Zellen zu charakterisieren, werden verschiedene Fluoreszenz- und
konvokal-mikroskopische Untersuchungen sowie diverse Assays durchgefiihrt. Des Weiteren
wird die Interaktion der funktionalisierten Partikel mit T-Zellen naher untersucht.

Die zweite Moglichkeit, die Beschichtung der Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrofluide zu
realisieren, besteht in der Verwendung des Layer-by-Layer-Verfahrens. Hierzu werden
ausgewahlte Polyelektrolyten, wie beispielsweise Polyarcylsaure (PAA), Polyallylamin (PAH)
oder Polyethylenimin (PEI), verwendet, um ein Multischichtsystem auf MnZn-MNP
aufzubauen. Die anziehende Interaktion zwischen den verschiedenen Schichten beruht auf
elektrostatischer Wechselwirkung. Durch die Variationsmoglichkeiten der eingesetzten
Polyelektrolyten kénnen verschiedene Wirkstoffe oder Biomolekiile in die verschiedenen
Schichten eingelagert werden, um so einen geschutzten Wirkstofftransport und eine
kontrollierte Freisetzung zu erzielen. Dieser geschutzte Wirkstofftransport spielt vor allem bei
T-Zellen eine wichtige Rolle. Dadurch wird die Uberlebensrate der T-Zellen erhéht und das
damit verbundene Zeitfenster, in dem die T-Zellen ihren Wirkungsort (z. B. Krebszellen oder
Tumore) erreichen koénnen. Im Rahmen dieses Teilgebiets werden erste Versuche zum
Aufbau eines Multischichtsystems auf der MnZn-MNP-Oberflaiche und die daran
anknupfende Verkapselung des Wirkstoffs unternommen.

Fir die Beschichtung der MnZn-MNP kommen zusatzlich ausgewahlte Bisphosphonate zum
Einsatz. Die Bisphosphonate weisen eine hohe Affinitdt zu dem in den Knochen
vorkommenden Stoff Hydroxylapatit auf. Auf Grund dieser hohen Affinitdt stellen diese
beschichteten Nanopartikel ein modgliches Einsatzgebiet fur die Behandlung von
Knochenkrebs dar. Die beschichteten Nanopartikel konnen mit einem fur die Behandlung
von Knochenkrebs haufig eingesetzten Wirkstoff, wie beispielsweise Herceptin (im Handel
als Trastuzumab bekannt), funktionalisiert werden. Allerdings weist dieser Antikdrper keine
eigene Fluoreszenz auf, weshalb die beschichteten Partikel zur genaueren Charakterisierung
zusatzlich  mit  einem  Fluoreszenzfarbstoff = markiet ~werden  muassen.  Zur
Fluoreszenzmarkierung der beschichteten Partikel miissen zunachst Synthesen entwickelt
und optimiert werden, um anschlieRend mit dem Wirkstoff modifiziert zu werden. Diese
Versuche werden in der vorliegenden Arbeit eingehend erlautert.

Abschlielend soll auf die Bindungsstarke zwischen den MnZn-MNP und des eingesetzten

Beschichtungsmaterials eingegangen werden. Die verschiedenen Bindungen, die naher
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charakterisiert werden sollen, basieren einerseits auf der Wechselwirkung zwischen
Carboxyl-Gruppen der Dextran-Derivate und Eisen; anderseits werden diese Bindungen
durch die elektrostatische Interaktion der Polyelektrolyte des Multischichtsystems mit den
Nanopartikeln hervorgerufen. Ebenfalls untersucht werden die Wechselwirkungen zwischen
Phosphonat-Gruppen der Bisphosphonate und MnZn-Ferrite. Dies soll Aufschluss darlber
geben, welche der zuvor genannten Bindungen die starkste Affinitdt zu den Nanopartikeln
aufweist. Denn nur so kann gewahrleistet werden, dass der Wirkstoff bzw. die Biomolekiile,
in gebundener Form auf den MnZn-MNP, den vorgesehenen Zielort erreichen. Dazu werden
die Diffusionszeiten der beschichteten MnZn-MNP mittels Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie (FCS) bestimmt.
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2.1 NANOPARTIKEL UND IHRE POTENTIALE FUR BIOMEDIZINISCHE

ANWENDUNGEN

2.1.1 NANOTECHNOLOGIE: EINE ALLGEMEINE EINFUHRUNG

Die Nanotechnologie ist ein fachibergreifendes Zusammenspiel aus Wissenschaft und
Technologie. So  vereinigt sie  Physik, Chemie, Biologie, Medizin und
Ingenieurwissenschaften miteinander.

Richard Feynman gilt auf Grund seines im Jahre 1959 gehaltenen Vortrages ,There’s Plenty
of Room at the Bottom* als Vater der Nanotechnologie.” Dennoch wurde der Begriff
Nanotechnologie erst im Jahre 1974 von Norio Taniguchi verwendet. Taniguchi definierte
den Begriff folgendermafen: “Nano-technology mainly consists of the processing of
separation, consolidation, and deformation of materials by one atom or one molecule.” !

Die Vorsilbe nano leitet sich vom griechischen Wort ,nanos“ ab, welches wiederum flr
Zwerg“ bzw. ,zwergenhaft" steht und bezieht sich auf die Grolle der Partikel, die
normalerweise in einem Bereich von 1 nm bis 100 nm liegt. Ein Nanometer entspricht 10° m.
Als weitere nanoskalige Materialien kommen linienférmige Strukturen (z. B. Nanordhren),
Schichtstrukturen, Poren und andere komplexe Strukturen, wie beispielsweise Dendrimere in
Betracht. Auf Grund dieser GroRe weisen Nanopartikel, im Gegensatz zu gréReren Partikeln,
besondere physiko-chemische Eigenschaften auf. Sie besitzen wegen des grofleren
Verhaltnisses von Oberflachen zu Volumen eine hdhere chemische Aktivitat bzw.
Oberflachenenergie, zeigen besondere optische Eigenschaften auf (z. B. Quantum Dots).
Die Oberflachenladung sowie die thermodynamischen Effekte und die damit verbundene
Selbstorganisation gewinnen ebenfalls an Bedeutung.?

Die Herstellungsweise von Nanomaterial kann auf Grund der Ansatzmoglichkeiten in zwei
verschiedene Strategien unterteilt werden, die » Top-down*- und die
,Bottom-up“-Strategie. Der , Top-down“-Ansatz wird vor allem in der Physik angewandt und
geht von der Miniaturisierung durch geeignete Mikrotechnik von Strukturen und
Komponenten aus, wie zum Beispiel bei der Verkleinerung von Computerchips. Hingegen
werden beim ,Bottom-up“-Ansatz komplexe Strukturen gezielt aus Atomen oder Molekilen
hergestellt. Diese Strategie ist eher in der Chemie und Biologie von Bedeutung.! Ein
klassisches Verfahren der ,Bottom-up“-Strategie spiegelt die Sol-Gel-Synthese wider.

Jedoch ist eine Analyse bzw. Charakterisierung der nanoskaligen Materialien ohne

geeignete Technologie nicht méglich. Dies erklart, warum es sich bei der Nanotechnologie
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um eine Schlisseltechnologie handelt, denn auf Grund der Entwicklung neuartiger Effekte
und Materialien wurden ganze Technologiebereiche revolutioniert.

In Abbildung 2.1 sind die verschiedenen, weit reichenden Bereiche der Nanotechnologie
dargestellt, die von kommerziell erhaltlichen Produkten wie Farbe und Lacke, Sonnencreme
und verschiedene Kosmetikartikel bis hin zu hochkomplexen, wissenschaftlichen Geraten

wie Rastertunnelmikroskop, Datenspeicher oder Biosensor reichen.
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Abbildung 2.1: Darstellung der verschiedenen Anwendungsbereiche der Nanotechnologie.

2.1.2 ANFORDERUNGEN AN NANOPARTIKEL IN BIOLOGISCHEN SYSTEMEN

Magnetische Nanopartikel sind auf Grund ihrer Grofle und der damit verbundenen
Eigenschaften fir die Medizin und fir die Biologie von groRem Interesse. Durch die
Anwendung dieser Partikel 6ffnen sich neue Wege zur Erforschung und Heilung von
Krankheiten, zur Strukturanalyse von Zellen und zur Aufklarung bestimmter
Aufnahmemechanismen.

Dabei stellt die Stabilitat eine Grundvoraussetzung flir die spatere Anwendung von diesen

Nanopartikeln dar. In der Medizin ist es zum Beispiel wichtig, ein stabiles Ferrofluid im
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physiologischen pH-Bereich zu synthetisieren, da es ansonsten zur Bildung von
Agglomeraten kommen kann.

Des Weiteren sind die meisten physiko-chemischen Charakteristika der Partikel von der
GrolRe abhangig. Deshalb missen die Partikel eine monodisperse GroéfRenverteilung
aufzeigen, um die Agglomeratbildung zu unterbinden. AuRerdem spielt die Grolke der
magnetischen Nanopartikel bei den Aufnahmemechanismen in die Zelle eine entscheidende
Rolle. Es hat sich gezeigt, dass Partikel einer GroRe von 80 nm bis 100 nm bevorzugt
aufgenommen werden. Die verschiedenen Aufnahmemechanismen sind in Kapitel 2.1.3
LZellulare Aufnahmemechanismen® beschrieben.

Magnetische Nanopartikel sind auf Grund ihrer hohen Oberflachenenergie bestrebt, diese
Energie zu verringern. Dies geschieht in der Regel durch Bildung von Agglomeraten. Die
dadurch entstandenen grofleren Partikel weisen ein geringeres Oberflachen-zu-Volumen
Verhaltnis auf. Dieser Prozess wird durch die Stabilisierung der Partikel unterbunden (siehe
Kapitel 2.2.3 ,Stabilisierung von Ferrofluiden®).

Daruber hinaus ist es notwendig, dass die Nanopartikel biovertraglich und metabolisierbar
sind. Ansonsten wulrden sie als Fremdkorper angesehen und durch Phagozytose direkt aus
dem Korper ausgeschieden. Dieser Prozess wird durch die Verkapselung der Nanopartikel
mit biologisch vertraglichen, nicht toxischen Substanzen erreicht. Solche Substanzen kénnen
synthetisch hergestellte Polymere wie Polyvinylalkohol, Polyethylenglykol oder Polystyrol,
aber auch natidrlich vorkommende Verbindungen wie Starke oder Dextran sein. Die
verwendeten Polymere binden entweder durch Adsorption oder
Wasserstoffbriickenbindungen an der Partikeloberflache. Tragt das Polymer, welches selbst
keine pharmakologische Wirkung zeigt, eine funktionelle Gruppe wie beispielsweise eine
Aldehyd -, Amin - oder Carboxyl-Gruppe, so besteht die Mdglichkeit, durch kovalente
Bindungen ein Therapeutikum an die AuBenhiille der Partikel zu binden.!”? Dabei muss das
verwendete Polymer entweder abbaubar sein oder eine pordse Struktur aufweisen, um den
Wirkstoff gezielt und kontrolliert abgeben zu kdnnen.

Bei Dextranen [(C¢H100s5),] handelt es sich um hoch viskose, hoch molekulare, neutrale
Biopolysaccharide auf Basis von Glucose-Monomeren. Die Molekllmasse liegt zwischen
10.000-50.000.000 Da. Dextran wird extrazellular von Bakterien der Gattung Leuconcstoc
(L. mesenteroides und L. dextranicum) mittels Enzymen aus Saccharose hergestellt.”! Die
Glucosemonomereinheiten sind zu 90 % Uber a-1,6-Bricken glykosidisch miteinander
verbunden. Die Glucoseseitenketten sind hauptsachlich Uber a-1,3- aber auch durch
a-1,4- und a-1,2-Bindungen mit der Hauptkette verknlpft. Eine Kette kann aus 200 bis 450
Glukoseeinheiten bestehen. Eine mdgliche Struktur des Dextrans ist in Abbildung 2.2

skizziert.
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In der Medizin wird Dextran als Blutplasmaersatzmittel eingesetzt, da eine 6 %-ige
Dextran-Losung die gleiche Viskositat und den gleichen osmotischen Druck wie Blutserum
aufweist. Anwendung findet Dextran auch im Lebensmittelsektor. Hier wird es als
Verdickungsmittel und als Stabilisator in verschiedenen Back- und SiRwaren sowie in
Getranken und Eis verwendet. Auf Grund der Quelleigenschaften werden Dextrane auch als

Séaulenmaterial fiir die Gel-Permeation-Chromatographie verwendet.!

O

HO | |
H OH
a - (1,3)-Briicken

H OH

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer méglichen Struktur von Dextran. Die
Glucosemonomereinheiten sind Uber a-1,6-Briicken miteinander verbunden. Wohingegen die

Glucoseseitenketten Uber a-1,3-Bindungen mit der Hauptkette verknupft sind.

Als anorganische Substanzen haben sich z. B. Silikatverbindungen und Bisphosphonat-
Derivate zur Beschichtung von Partikeln bewahrt.

Bisphosphonate sind deshalb in der Medizin von Bedeutung, da sie eine hohe Affinitat zu
Apatit aufweisen. Apatit ist der anorganische Hauptbestandteil menschlicher Knochen. So
kénnen Bisphosphonat-beschichtete Partikel beispielsweise mit einem  Wirkstoff
funktionalisiert werden, welches gegen Knochenkrebs eingesetzt wird. Bisphosphonate
gleichen strukturell gesehen dem Pyrophosphat. Jedoch ist bei den Bisphosphonaten das
Sauerstoffatom der P-O-P Bindungen durch Kohlenstoff ausgetauscht. Diese Bindung ist
resistent gegen enzymatische Spaltungen.

Durch Anderung der Seitenkette am Kohlenstoffatom kann eine Vielzahl verschiedener
Bisphosphonate erhalten werden (siehe Abbildung 2.3). Allerdings hat eine kleine Anderung
der Struktur einen grofien Einfluss auf die physiko-chemischen sowie auf die biologischen
und therapeutischen Eigenschaften der Verbindungen.!"” Zum Beispiel wirkt Alendronséure
hemmend auf die Aktivitat der Osteoklaten (Knochenabbauer), aber férdernd auf die Aktivitat

der Osteoblasten (Knochbildner).
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Abbildung 2.3: Darstellung der Struktur ausgewahlten Bisphosphonate wie Alendronsaure (links)

und 1,1-Diphosphono-2,3-Dicarbonsaure (rechts).

2.1.3 ZELLULARE AUFNAHMEMECHANISMEN

Eine Eukaryontenzelle steht in stdndiger Verbindung mit ihrer Umgebung, da sie fortwahrend
auf aulBere Reize wie chemische Botenstoffe, Nahrstoffangebot, Temperatur und Druck
reagiert. Die Zellmembran ist dabei die Struktur, die die Zelle umschliet und den
Stofftransport in die Zelle und aus der Zelle hinaus reguliert. Diese Membran ist aus drei
Schichten aufgebaut. Die nach aullen gerichtete Schicht ist die Glykokalix. Diese besteht
aus komplexen Zuckermolekdlen, die u. a. zur intrazellularen Kommunikation dienen. Sie ist
genetisch festgelegt und fir jede Zelle spezifisch. Die darunter liegende Schicht ist eine aus
Phospholipiden bestehende Doppelschicht, die 6 nm bis 12 nm dick ist. Dabei zeigen die
unpolaren, lipophilen Fettsaureketten in das Innere der Doppelschicht, wohingegen die
polaren, hydrophilen Gruppen nach auflen gerichtet sind. Diese Doppelschicht wird von
innen durch das Zytoskelett stabilisiert.

Das Flussig-Mosaik-Model kann zur Beschreibung der Membran herangezogen werden.
Nach diesem Modell ist die Membran eine zweidimensionale Flussigkeit, in der bestimmte
Proteine, die beispielsweise als Rezeptoren, lonenkandle oder Zellkontakte fungieren,
verankert sind. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass eine Membran kein Verbund aus
unbeweglichen Schichten starrer Molekile ist, sondern eine relativ flexible Schicht aus
Phospholipiden, die hauptsachlich durch Van-der-Waals-Krafte miteinander wechselwirken.
In den letzten Jahren rickten sogenannte ,Lipid rafts“ in den Fokus der Forschung. Hierbei
handelt es sich um Mikrodoméanen in der Membran, die einen erhéhten Anteil an Cholesterin,
Glycophospholipid und Sphingolipid ausweisen.

Der Transport von Stoffen durch die Membran kann in drei mégliche Mechanismen unterteilt
werden. Den ersten Aufnahmemechanismus stellt die Diffusion dar. Durch Diffusion kénnen

jedoch nur kleine unpolare Molekile durch die Plasmamembran transportiert werden,
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wohingegen lonen und andere kleine oder grofte polare Molekile diese Barriere nicht
Uberwinden kénnen. Diese Stoffe unterliegen speziellen Aufnahmemechanismen, die in die
aktive oder die passive Aufnahme gegliedert werden koénnen. FUr den passiven
Aufnahmemechanismus von Molekilen in die Zelle wird keine zusatzliche Energie seitens
der Zelle bendtigt. Entweder diffundieren die Molekile direkt durch die Lipiddoppelschicht
oder sie gelangen durch gedffnete lonenkanale in die Zelle. Die passive Aufnahme ist ein
Spezialfall der Diffusion, da auch kleine polare Molekule durch die Membran gelangen
kénnen. GrolRere oder geladene Moleklle passieren nach dem  aktiven
Aufnahmemechanismus die Membran. So kdnnen diese Molekile entweder durch Passieren
von lonenkanalen oder durch Einstllpung der Membran und das anschlieRende Abschniiren
zu Vesikeln in das Innere der Zelle gelangen. Dieser Prozess lasst sich unter dem Begriff
Endozytose zusammenfassen und kann weiter klassifiziert werden.!"" 12!

Je nach Grole der gebildeten endozytotischen Vesikel wird zwischen Phagozytose
(,Zell-Fressen®) und Pinozytose (,Zell-Trinken®) unterschieden.

Bei der Phagozytose gelangen grolle, feste, extrazellulare Partikel (z. B. Mikroorganismen)
Uber Vesikel in die Zelle. Solche Vesikel, deren Durchmesser gréRer als 250 nm ist, werden
als Phagosome bezeichnet (Abbildung 2.4)."™ Bei der Phagozytose lagern sich die
Mikroorganismen zuerst an der Zelloberflache ab und werden durch Einstlilpen der Membran
aufgenommen und eingeschlossen. Anschieltend werden diese Fremdkorper durch
intrazellulare Prozesse abgebaut (,gefressen”). Phagozytose tritt bei bestimmten Zellen, wie
zum Beispiel den Makrophagen auf, die eine wichtige Rolle in der Immunabwehr spielen.
Dagegen werden bei der Pinozytose FlUssigkeit und die darin gelésten Stoffe in kleinen
Vesikeln (<150 nm im Durchmesser) aufgenommen. Diese Vesikel bilden sich in der
Membran aus den sogenannten ,Clathrin-Coated Pits* (Clathrin-bedeckte Mulden). Clathrin
ist ein Proteinkomplex, der in der Plasmamembran der Zelle verankert ist."!

Jedoch Iasst sich die Pinocytose selbst in vier unterschiedliche Formen gliedern, in die
Makropinocytose, die Clathrin-abhéngige, die Caveolae-abhangige und die Clathrin- und
Caveolae-unabhéngige Endozytose (Abbildung 2.4)."" Je nach GréRe des Vesikels, Art und
Natur des Moleklls (Ligand, Lipid und Rezeptor) und Bildungsmechanismus des Vesikels
lassen sich diese vier Formen der Pinozytose unterscheiden. So wird angenommen, dass
Partikel zwischen 50 nm und 200 nm eher Uber die Clathrin-abhangige Endozytose
aufgenommen werden, wohingegen Partikel einer Grofte von 50 nm bis 80 nm eher den
Caveolae-abhangigen Weg folgen.!™

Dabei kénnen folgende Prozesse nach der Anlagerung des Stoffs an die Membranoberflache
stattfinden. Nach der Einstlilpung der Membran sorgt das Protein Dynamin fir das
Abschniren des Vesikel. Direkt nach der Entstehung des Vesikels, welches als frihes

Endosom bezeichnet wird, beginnt die Sortierung der aufgenommenen Stoffe. Das Vesikel,
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welches noch viele Strukturen der Membran aufweist, wird durch die Zelle transportiert und
verandert sich dabei stédndig. Der Innenraum des Endosoms weist einen pH-Wert von 6,3 bis
6,8 auf."™ Wird das frilhe Endosom weiter in die Zelle hinein transportiert, verandert sich das
Endosom standig und wird schlieBlich zum ,spaten Endosom®. So fallt beispielsweise der
pH-Wert auf 5,0 bis 4,5 ab.I"? Strukturell gesehen kénnen einige Veranderungen auftreten,
zum Beispiel fusionieren mehrere Endosome und bilden somit groRere Vesikel aus. Das
spate Endosom kann schliellich in einem letzten Umwandlungsschritt in das Lysosom
umgewandelt werden.!"®

Die Ausscheidung von Molekulen aus der Zelle wird als Exozytose bezeichnet. Die
Ausschattung des Vesikels in das umgebende Medium erfolgt, sobald das Vesikel mit der
Membran verschmolzen ist.

Fir die Biomedizin ist es somit von grolem Interesse zu wissen, wie die Drug-Delivery
Systeme, seien es Nanopartikel, Mizellen oder Liposomen, in die Zelle aufgenommen

werden, wie ihr Verbleib in der Zelle ist und wie sie am Ende wieder abgebaut werden.

Zellkern

Abbildung 2.4: Darstellung der verschiedenen Aufnahmemechanismen von Nanopartikeln (NP) in

Zellen. Je nach GrofRe und Art der Nanopartikel unterscheiden sich die Aufnahmewege in die Zelle.

11
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2.1.4 ZELLSYSTEME FUR BIOMEDIZINISCHE ANWENDUNGEN

Das Immunsystem kann in das angeborene und das adaptive (erworbene) Immunsystem
gegliedert werden. Jedoch stammen alle Zellen des Blutes von den hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks ab. Diese Stammzellen teilen sich in myeloide und in
lymphoide Vorlauferzellen auf (siehe Abbildung 2.5).!" Die Zellen des angeborenen
Immunsystems gehéren zu den myeloiden Vorlauferzellen. Aus dieser Reihe entwickeln sich
Monozyten, Granulozyten, Blutplatichen und Erythrozyten. Auf Grund des segmentierten
Zellkerns werden die Granulozyten auch polymorphkernige Leukozyten genannt. Diese
lassen sich wiederum in eosinophile, neutrophile und basophile Granulozyten unterteilen. Die
Monozyten differenzieren wahrend der Extravasation in das Gewebe in Makrophagen. Diese
Makrophagen zerstéren durch Phagozytose eingedrungene Mikroorganismen und werden
deshalb auch als Phagozyten bezeichnet. Der wichtigste Speicherort fir Monozyten ist die
Milz. Die Blutplattchen sind flr die Blutgerinnung verantwortlich und die Erythrozyten sind fir
den Transport von Luftsauerstoff zustidndig. Der Hauptbestandteil von Erythrozyten ist
Hamoglobin. Circa 99 % aller Infektionen kdnnen von dem angeborenen Immunsystem
abgewehrt werden.

Die Zellen aus dem adaptiven Immunsystem stammen aus der Reihe der lymphoiden
Vorlauferzellen ab. Aus dieser Reihe entwickeln sich T-Lymphozyten, B-Zellen und
naturliche Killerzellen. Das Kiirzel T oder B steht jeweils fir den Ort der Reifung. So reifen
die B-Zellen im Knochenmark (englisch Bone Marrow), wohingegen die T-Zellen nach
Verlassen des Knochenmarks in den Thymus wandern und dort reifen. Naturliche Killerzellen
sind Lymphozyten, die in der Lage sind abnormale Zellen, wie Krebszellen oder infizierte

Zellen, zu erkennen und abzutéten. Sie besitzen keinen antigenspezifischen Rezeptor.

hamatopoetische Stammzellen

I .

myeloide Reihe G; -‘@ lymphoide Reihe
1 I

I . E— T

@ ®» 2 C ® ® @

Maonozyten Granulozyten Bluttplattchen Erythrozyten T-Zellen B-Zallen naturliche
Killerzellen

Abbildung 2.5: Graphische Darstellung der Ubersicht des hamatopoetischen Stammbaums von

Menschen. Die Stammzellen teilen sich in die myloide und lymphoide Reihe auf.
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Die Zellen des angeborenen Immunsystems erfassen relativ unspezifisch kérperfremde
Organismen, wohingegen die Antigenerkennung des adaptiven Immunsystems
hochspezifisch ist. Jeder Lymphozyt verflgt Uber einen antigenspezifischen Rezeptor. Dieser

ist bei jedem Lymphozyt individuell.

T- Zellen

Die T-Vorlauferzellen entwickeln sich im Thymus zu den reifen T-Zellen. Diese lassen sich in
zwei Hauptklassen unterteilen, die T-Zellen, die einen ap-T-Zell-Rezeptor (ap-TCR) tragen
und diejenigen mit einem y5-Rezeptor (y3-TCR).['?

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein membrangebundener Rezeptor, der gebildet wird, indem
extrazellular zwei Polypeptidketten Uber Disulfidbricken miteinander verknlpft werden.
Dabei kdnnen entweder a- und B-Ketten oder, in seltenen Fallen, y- und 5-Ketten miteinander
verbunden werden. Der TCR ist verantwortlich fur die Erkennung von Antigenen, nicht aber
fuar die Ubertragung von Signalen und die damit verbundene Aktivierung der
T-Zelle. Dafir fehlt dem Rezeptor die notwendige zytoplasmatische Domane. Diese Funktion
wird vom CD3-Rezeptor (Proteinkomplex) ibernommen, der das Aktivierungssignal in das
Innere der T-Zelle leitet. Zusammen mit dem TCR bildet dieser den TCR-CD3-Komplex.
T-Zellen mit dem aB-TCR lassen sich anhand der Oberflachenmolekiile CD4 und CD8
unterscheiden, welche beide Glykoproteine sind. Diese fungieren als Co-Rezeptoren, welche
die Funktion der Zelle nach der Aktivierung und Differenzierung bestimmen. CD4" T-Zellen
werden zu Helferzellen und CD8" zu zytotoxischen T-Lymphozyten, genannt Killerzellen.

Die Aktivierung der T-Zellen kommt nur zustande, wenn der spezifische TCR an das Peptid
des Antigens gebunden wird. Jedoch erkennen die T-Zellen, im Gegensatz zu den
Antikérpern, ihr spezifisches Antigen nur dann, wenn es an MHC-Molekiile gebunden
vorliegt. Bei MHC-Molekilen handelt es sich um membrangebundene Glykoproteine, die
vom Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC: Major Histocompatibility Complex) codiert
werden.? Diese Proteine lassen sich in zwei Klassen unterteilen, die Molekiile der MHC-|
und MHC-II.

Die Proteine, die an MHC-Klasse-l gebunden sind, kennzeichnen eine fremde Zelle als
infiziert, wodurch es zur Freisetzung von Killer-T-Zellen kommt und damit zur Zerstérung der
Fremdzelle. Molekile der MHC-Klasse-l sind Peptide von Proteinen, die im Zytoplasma
prozessiert (Prozessierung: Veranderungen von Proteinen nach der Translation) wurden.
Diese Peptide sind entweder Abbilder der in der Zelle synthetisierten Proteine oder stammen
von Virus infiziert Zellen. Die Bindung dieser Peptide an den MHC-Klasse-l geschieht im
endoplasmatischen Retikulum der Zelle. Nach dem Transport an die Zelleoberflache wird der
Peptid-MHC-Klasse-I von CD8" T-Zellen erkannt.

13
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Die MHC-Klasse-Il werden von speziellen Zellen der Immunabwehr erkannt. Zu diesen
Zellen gehoren unter anderem Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen. Peptide die
an MHC-Proteine der Klasse-ll gebunden sind, werden von den
Helfer-T-Zellen registriert. Diese Peptide stammen von extrazelluldren Proteinen, die
entweder durch rezeptorvermittelte Endozytose oder durch Phagozytose aufgenommen und
prozessiert wurden. Peptide, die an MHC-Molekile der Klasse-Il gebunden sind, werden
durch CD4" T-Zellen registriert. Die Helferzellen 16sen mit den Zytokinen (lGsliche
Botenstoffe) Alarm aus und regen somit die Immunabwehr an, indem diese weitere
Immunzellen, unter anderem B-Zellen aussendet.

Die T-Zellen sind also fur die Programmierung des Zelltods von entarteten und infizierten
Zellen zustandig. Sie steuern nicht nur die Immunantwort, sondern sind auch flr viele
allergische Reaktionen verantwortlich. Einen intensiveren Einblick in die Welt der
Immunologie bietet das Buch von Jiirgen Neumann, ,Immunologie-Eine Einfiihrung*.?"

Da T-Zellen auf Krebszellen reagieren, sind diese vor allem fir Drug-Delivery Systeme von
Bedeutung. So beschaftigte sich Clement et al®® mit der Beladung von
T-Zellen mit Nanopartikeln. In dieser Arbeit konnte eine Interaktion zwischen
Dextran-beschichteten, magnetischen Nanopartikeln und Tumorzellen sowie peripharen
Blutzellen gezeigt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Aufnahme von Nanopartikeln
unter anderem von der Osmolaritédt des Inkubations-Mediums abhangig ist. Petri-Fink et al.’?®
konnten zeigen, dass die Aufnahmeraten von Nanopartikeln von der Art und
Zusammensetzung des fir die Beladung verwendeten Mediums abhangen.

Viele dieser Stammzellen sind erfolgreich mit Magnetit-Nanopartikel beladen worden. So
befassen sich klinische Studien mit der Regeneration des Herzmuskels nach einem
Herzinfarkt mit Hilfe der Stammzellen.”?® ?* |n der Praxis werden die Stammzellen mit einem
Kontrastmittel markiert und anschliefiend mittels MRT wird das gestorte Gewebe sichtbar

gemacht.*

2.1.5 ANWENDUNGSBEREICHE VON MAGNETISCHEN NANOPARTIKELN IN DER

MEDIZIN

Hochstabile magnetische Nanopartikel werden in der Medizin sowohl in-vitro als auch
in-vivo verwendet. So werden solche Partikel beispielsweise im Bereich der
Molekularbiologie routinemalig zur biomagnetischen Zellseparation verwendet oder dienen

in-vivo als Kontrastmittel in der Kernspintomographie.
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Im therapeutischen Bereich kommen sie vor allem in der Hyperthermie (siehe Kapitel 2.2.7.

“ )[25-27]

»~Anwendungsbereiche der Ferrofluiden zur Anwendung oder bei der lokalen

Chemotherapie als Drug-Carrier. Abbildung 2.6 liefert eine allgemeine Zusammenfassung
der verschiedenen biomedizinischen Anwendungsgebiete von magnetischen Nanopartikeln.

[28, 29

In diesem Zusammenhang soll ebenfalls auf die Review-Artikel von A.-K.Gupta I et al.

sowie von M. Namdeo® et al. hingewiesen werden.

Magnetische Nanopartikel

v v

Therapie Diagnostik
- Hyperthermie ¢ ¢
- Drug-Delivery : _
- Radiotherapie mit MRI in-vivo in-vitro |
- MRI - Immunassays

- Trennung v. Biomolekilen

- Immobilisierung v. Enzymen
- Biosensoren

- Transfeklion

- Reinigung v. Proteinen

Abbildung 2.6: Biomedizinische Anwendungsmaglichkeiten von magnetischen Nanopartikeln.

Eine Erfolg versprechende Anwendungsmdglichkeit fir magnetische Nanopartikel ist der
Einsatz als Trager bei der Arzneistoff-Formulierung. In den 70er Jahren wurde von Widder et
al.®” eine ,magnetische Wirkstofflieferung (Drug-Delivery)* angedeutet. Die Grundidee des
magnetischen Drug Targetings besteht darin, dass magnetische Nanopartikel, die mit einem
Wirkstoff modifiziert worden sind, mit Hilfe lokalisierter Magnetfeldgradienten an eine
bestimmte Region des Koérpers gefihrt werden. Dort sollen diese Partikel bis zum Ende der
Therapie festgehalten und anschlieRend entfernt werden. Die magnetischen Trager kdnnen
somit eine hohe Dosis des Wirkstoffs transportieren und dadurch eine hohe lokale
Wirkstoffkonzentration herbeifiihren. Toxizitdt und andere Nebenwirkungen, die durch eine
hohe Wirkstoffdosierung ausgelost werden koénnen, werden somit in anderen Teilen des
Organismus vermieden.

Fir medizinische Anwendungen sind Partikel geeignet, die in einem Grélenbereich von
10 nm bis 100 nm liegen. In diesem Bereich erreichen die Partikel auch Kkleinste
Kapillargefale und entgehen dem retikuloendothelialen System, welches fir die Beseitigung

von Fremdstoffen verantwortlich ist.
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Fur die Biovertraglichkeit solcher Partikel werden vor allem Polysaccharide, wie
beispielsweise Dextran oder synthetische Polymere, verwendet. Diese Polymerhillen
verfugen dber verschiedene funktionelle Gruppen, die den Wirkstoff einschlieRen

(verkapseln) oder binden kénnen.

[31-34] [35-38]

Darlber hinaus kdnnen auch Nanopartikel-beladene Liposome , polymere Mizellen
oder Dendrimere®**" als magnetische Tréger verwendet werden. In Abbildung 2.7 sind

verschiedene Transportsysteme von Nanopartikeln dargestellt.

@ Medikament

Liposom Dendrimer Micelle

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der verschieden Drug-Delivery Systeme.

Als Transportmittel fir Wirkstoffe kommen Liposome, Dendrimer oder Mizellen in Frage.ml

Als Wirkstoffe dienen unter anderen verschiedene Zytostatika, wie zum Beispiel Doxorubicin
oder Daunorubicin, die zur Gruppe der Anthracycline gehdren, oder das Taxan Paclitaxel.
Des Weiteren finden auch unterschiedliche Antimetabolite wie Methorexat und 5-Fuorzracil
Anwendung.

Sowohl die Wirkungsweise als auch die Struktur von Doxorubicin wird naher erlautert, da sie
fur den weiteren Verlauf der Arbeit von Bedeutung ist.

Als Chemotherapeutikum wird Doxorubicin vor allem zur Behandlung von Leukamien,
Hodgkin-Lymphom sowie von Brust-, Magen-, Eierstock- und Schilddriisenkrebs verwendet.
Doxorubicin ruft, wie die meisten Zytostatika, zahlreiche Nebenwirkungen hervor, wie
beispielsweise Knochenmarkdepression oder Kardiotoxizitdt. Chemisch gesehen gehort
Doxorubicin (siehe Abbildung 2.8) zur Stoffgruppe der Anthracycline und ist ein
HydroyxI-Derivat des Daunorubicins. Auf Grund der Autofluoreszenz ist Doxorubicin fur die
Analyse mit bildgebenden Verfahren bestens geeignet.

Der zytotoxische Wirkmechanismus des Doxorubicins beruht auf der Interkalation des
Wirkstoffs in die DNA, wie in Abbildung 2.9 dargestellt ist. Hierbei sind das
DNA-RUckgrat als hellblaues Band und die Wasserstoffbriicken als gelbe Linien dargestellt.
Aminosauren, die die Wasserstoffbriicken mit Doxorubicin ausbilden, sind grin markiert.
Dabei sind Serin (Ser740), Threonin (Thr744), Glutamin (GIn750) und Doxorubicin

hervorgehoben. Die Wasserstoffatome sind nicht aufgefuhrt.
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Doxorubicin-Struktur. Die funktionellen Gruppen,

die fUr eine Anbindung an das Beschichtungsmaterial in Frage kommen, sind rot markiert.

Durch die Interkalation Doxorubicins wird die Topoisomerase-ll (Top-2) gehemmt. Dieses
Enzym ist an der Replikation und Transkription der Erbsubstanz beteiligt, d. h. an der
Zellteilung und der Zellfunktion. Das Enzym Topoisomerase-ll gehért zu den
DNA-Topoisomerasen, die durch Spaltung und Neusynthese der DNA fir die Entfaltung der
DNA verantwortlich ist. Durch Doxorubicin wird diese Umwandlung in die entfaltete Form
gehemmt, somit kann weder die Transkription noch die Proteinsynthese ablaufen. Der binare

Top-2-DNA-Komplex ist dabei der mutmallliche Rezeptor des Doxorubicins.

Abbildung 2.9: Darstellung der Interkalation des Doxorubicins in die DNA. Das DNA-Ruckgrat ist als
hellblaues Band und die Wasserstoffbriicken als gelbe Linien wiedergegeben. Die Aminosauren
Serin (Ser740), Threonin (Thr744) und Glutamin (GIn750) sind griin markiert und Doxorubicin ist

hervorgehoben. Wasserstoffatome sind nicht gezeigt.[43]

Obwohl bereits betrachtliche Leistungen in in-vivo Untersuchungen erbracht wurden, sind
klinische Studien bislang problematisch. Allerdings konnten Libbe et. al. in einer ersten
klinischen Studie zeigen, dass Epirubicin-funktionalisierte magnetische Nanopartikel mit Hilfe
eines externen Magnetfeldes zum Tumor vom Patienten geflihrt werden kénnen, ohne die

damit verbundene Organtoxizitat auszuldsen.** **! Viele fundamentale Aspekte magnetischer
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Wirkstofftragersysteme missen noch verbessert werden, z.B. die grolenkontrollierte
Synthese und Stabilitat der Nanopartikel, die Biokompatibilitat der Beschichtungen (Polymer
oder Silicat), die Bindung des Wirkstoffs an die Nanopartikel und die physiologischen
Parameter.?® %%

Eine Verbesserung des magnetischen Drug Targetings wird zum Beispiel durch die
Verkapselung der mit Wirkstoff-funktionalisierten Nanopartikel erreicht. So ist es mdglich,
dass der Wirkstoff zum Einen geschitzt, d. h. ohne zuvor abgebaut oder metabolisiert zu
werden, an den Zielort gebracht wird, und zum Anderen die Freisetzung des Wirkstoffs Uber
einen langeren Zeitraum kontrolliert dosiert wird. Bei dem Verkapselungsmedium muss es
sich jedoch um biologisch abbaubare Polymere handeln. Misra*”! et al. haben sich mit der
Verkapselung von Eisenoxid-Nanopartikeln beschaftigt. In diesen Studien wurden
magnetische Eisenkerne mit biofunktionalisiertem Methyl-3-Mercaptopropionat beschichtet,
wodurch eine kovalente Eisensulfid-Bindung entstand. Die OCHj;-Gruppe wurde in eine
Hydrazon-Bindung umgewandelt, welche mit einem Wirkstoff umgesetzt werden konnte.
AnschlieRend wurden die mit dem Medikament beladenen Partikel mit einem Polymer
verkapselt. Dadurch konnte eine thermische und pH-Wert-sensitivierte, kontrollierte
Wirkstoff-Freisetzung erreicht werden. Ebenfalls relevant fiir den geschiitzten Transport des
Wirkstoffs zum Zielort sind die Arbeiten von Hu'*® et al., die sich mit der Synthese von
Core / Single-Crystal-Shell Nanospharen fir eine kontrollierte Wirkstoff-Freisetzung
beschéftigen. Neue Erkenntnisse, speziell zum Einsatz von magnetischen Nanopartikeln

1.2 und

zum Wirkstofftransport, werden in den Review-Artikeln von Arruebo et a
Bechet et al.*! dargestellt.

Die Anwendung solcher Nanopartikel ist nicht nur auf die Krebstherapie limitiert. Durch die
Fahigkeit verschiedenste Biomolekile, wie zum Beispiel Proteine, Enzyme, Gene oder
Nukleinsduren, an die Partikel anzubinden, eréffnen sich neue Behandlungsmdglichkeiten
verschiedener Lebensmittelallergien, der Immobilisierung von Enzymen oder der
Gentherapie. So ist es mdglich, magnetische Nanopartikel mit einem spezifischen Liganden
und / oder Transfektionserreger zu modifizieren, um diese funktionell und effizient in zellulare
und subzellulare Strukturen einzubauen. Des Weiteren erhalten die Zellen die magnetische
Aktivitat der Nanopartikel und kénnen so bewegt bzw. separiert werden. Dartber hinaus
kénnen mit Hilfe der Nanopartikel die zellularen Funktionen sowohl in-vitro als auch in-vivo
beobachtet bzw. Uberwacht werden. Auf Grund dieser Tatsche ist es mdglich, den
intrazellularen Weg bestimmter Proteine oder Enzyme, die fir bestimmte Allergien
(z. B. Laktoseintoleranz, Glutenallergie) verantwortlich sind, zu beobachten, um darauf
aufbauend verbesserte Wirkstoffe zu entwickeln.

So beschaftigt sich die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Francesco Bonomi aus Mailand, Italien,

mit dem bioaktiven Protein B-Laktoglobulin (BLG, Nahrungsmittelallergen), dem Antikorper
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des Allergens, dem Immunglobulin G (IgG), dem Enzym Trypsin, das flr die Verdauung der
Eiweile zustandig ist und dem dazugehdrigen Nutraceutical. Dazu wird an
Carboxylmethyl-Dextran-(CMD)-beschichtete MnZn-MNP das Protein bzw. Enzym gebunden
und anhand von immunologischen, spektroskopischen und  mikroskopischen
Analysemethoden charakterisiert. Die Biokompatibilitat und die zellulare Aufnahme der
funktionalisierten Nanopartikel werden durch die Zelllinien Mono Mac 6 (Monozyten) und
Darmkrebszellen (HT-29) untersucht.*®! Somit ist es méglich, die funktionalisierten MnZn-
MNP als Tracer fur die Beobachtung des intrazellularen Wegs von bioaktiven Molekulen
sowie zur Immobilisierung von Nahrungsmittelproteinen zu verwenden.®® In Abbildung 2.10
ist die Aufnahme von CMD-beschichteten MnZn-MNP Partikeln durch die Wurzel des
Hartweizens dargestellt. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen die verschiedenen
Bereiche der Wurzel des Hartweizens, die in Gegenwart der Partikelsuspension gewachsen
ist. Zu erkennen ist, dass sich die Partikel als dicke Schicht auf die Wurzelhaare legen.
Dieses lasst sich dadurch erklaren, dass Nanopartikel wahrend der Wasseraufnahme an die

Oberflache der Wurzel adsorbieren.

Abbildung 2.10: Lichtmikroskopische Aufnahmen (10-fache VergréRerung) der CMD-beschichteten
[50]

Partikel; links: Haar der Wurzel des Hartweizens; rechts: Region oberhalb des Wurzelhaares.

In der Biotechnologie und Biomedizin kdnnen bestimmte Proteine oder andere Biomolekile
effizient und zuverlassig durch magnetische Trennung eingefangen werden. Magnetische
Eisenoxid-Nanopartikel mit aufgepfropftem Dopamin werden zur Trennung von Proteinen
verwendet.®"! Dopamin enthalt einen zweizéhnigen Endiol-Donor, der die unterkoordinierten
Eisen-Oberflachenstellen in eine volumenahnliche Gitterstruktur mit einer oktaedrischen
Umgebung der Sauerstoff-koordinierten Eisenatome umwandelt, woraus eine feste Bindung

des Eisenoxids an das Dopamin resultiert.”?
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2.1.6 ToXizITAT VON NANOPARTIKELN

Im Allgemeinen wird die Nanotoxikologie als der Bereich definiert, der sich mit der Wirkung
von Nanomaterialien auf den Organismus befasst.*® Dabei ist es wichtig zu differenzieren, in
welchen Bereichen die Nanomaterialien eingesetzt werden. So ist zum Beispiel der Einsatz
von Nanomaterialien in der Technik, der Elektronik sowie im Automobilsektor im Bezug auf
die gesundheitlichen Aspekte von geringfiigiger Bedeutung. Wohingegen die Verwendung
von Nanopartikeln in der Medizin, Biologie oder Kosmetik mit erheblichen Risiken verbunden
sein kann. Flr Biologen und Toxikologen hingegen handelt es sich bei Nanomaterialien um
Verbindungen, die speziell flir den gezielten Transport von Substanzen synthetisiert sind.
Dies sind Partikel, die eine Groflie zwischen 40 nm und 200 nm oder mehr besitzen.

Trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet der Nanotechnologie und der standigen
Zunahme an Publikationen sind nur wenige Resultate flr eine Risikoeinschatzung von
Nanopartikeln geeignet. Dies liegt daran, dass es bis zum Jahr 2008 keine standardgemalle
Definition der Nanomaterialien gab. Die eingesetzten Methoden zur Untersuchung der
Toxizitat von Nanomaterialien waren meist fehlerbehaftet, da diese mit nicht ausreichend
charakterisierten Proben oder Referenzmaterialien durchgefiihrt wurden.”” So wurde zum
Beispiel fur Fullerene festgestellt, dass sie in Daphinen sowie in anderen Fischen toxisch
wirken und Lipidperoxidation auslésen. Jedoch wurden diese Aussagen wieder revidiert, da
die Peroxide nicht aus den Fullerenen, sondern aus dem verwendeten LoOsemittel
Tetrahydrofuran stammten.”® Roller et al.*® berichteten von der Tumor-induzierenden
Wirkung von Nanopartikeln auf die Lunge. Unberlcksichtigt dabei lieRen sie allerdings die
viel zu hohe Dosis, die wahrend der Experimente verwendet wurden. Die meisten Materialien
weisen bei einer zu hohen Dosis eine zytotoxische Wirkung auf, die bis hin zur
Tumorinduktion reichen kann, weshalb kein nano-spezifischer Effekt vorliegt. So wirden
standardisierte Tests und die Verwendung von einheitlichen Referenzmaterialien die
Vergleichbarkeit zwischen den untersuchten Nanomaterialien und den durchgefihrten
Studien férdern.®”!

Des Weiteren ist es wichtig, verschiedene menschliche Zellsysteme fur die toxikologischen

Untersuchungen zu verwenden. Yu et al®

zeigten, dass Dextran-beschichtete
Magnetit-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 30 nm keine immunmodulatorischen
Effekte auf menschliche Makrophagen haben. Wohingegen priméare Peritonealmakrophagen
von Ratten und Mausen, die mit Dextran-beschichteten Nanopartikeln (Durchmesser von
20 nm und 60 nm) beladen waren, die Immunabwehr aktivierten, indem vermehrt Zytokin
ausgeschuttet wurde. Weitere Studien zeigen, dass Dextran-beschichtete Partikel weder auf
menschliche Makrophagen noch auf dendritische Zellen toxisch wirkten. In der Studie von

Jain et al.®® wurde gezeigt, dass Dextran-beschichtete Nanopartikel nach intravendser
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Injektion bei Ratten weder einen Effekt auf deren Leberfunktion hatten noch oxidativen
Stress in den Zellen auslosten.

Auf Grund der breitgefacherten Anwendungsbereiche von Nanopartikeln gibt es mehrere
mogliche Aufnahmewege fur Nanomaterialien in den menschlichen Korper. Jedoch ist fur die
meisten Nanopartikel noch nicht geklart, wie sie vom Kérper aufgenommen, verteilt,
verandert, angereichert und ausgeschieden werden. In Abbildung 2.11 sind die bis dato
bekannten verschiedenen Aufnahme- und Transportwege von Nanopartikeln dargestellt.

Auf Grund der geringen Grofle koénnen diese als Feinstaub Uber die Atemwege
aufgenommen werden und gelangen von dort in die Lunge. Uber die sehr dinne
Luft-Blut-Gewebeschranke konnen dann inhalierte Nanopartikel ins Blut gelangen. Des
Weiteren koénnen die Nanopartikel durch die Zellmembran in die Zelle hineindiffundieren.
Dies hat zur Folge, dass die Zelle zum Einen oxidativem Stress, d. h. der Bildung von freien
Sauerstoffradikalen, ausgesetzt ist und zum Anderen die Moglichkeit besteht, dass die DNA,
durch Einlagerung der Partikel in den Zellkern, geschadigt wird. Werden diese freien
Sauerstoffradikale nicht durch Antioxidantien abgefangen oder durch antioxidative Enzyme
abgebaut, regiert der Kérper mit Entziindungsreaktionen. So wurde zum Beispiel festgestellt,
dass Inhalation von nanoskaligem TiO, zur Bildung von Fibrosen und bronchialer Granuloma
fuhrt, die die Lungenfunktion der Versuchstiere beeintrachtigte. Aber auch bei diesen
Versuchen wurden zu hohe Dosen an Partikeln verabreicht, wodurch eine fundierte Aussage
Uber die Toxizitat von TiO, nicht méglich ist.[* ¢!

Neben der inhalativen Aufnahme kdnnen die Partikel auch ebenfalls dermal aufgenommen
werden. Bis zum heutigen Tag konnte jedoch in keiner Studie belegt werden, dass
Nanopartikel durch intakte Haut ins Blut gelangen kénnen. Jedoch wurde gezeigt, dass
kleine Partikel (Durchmesser kleiner als 10 nm), wie beispielsweise Quantum Dots, sehr
wohl in die Epidermis oder Dermis eindringen kénnen.®?

Die Aufnahme Uber den Magen-Darm-Trakt ist nur von geringer Bedeutung, da die Partikel
nicht ohne Weiteres vom Darm in den Blutkreislauf gelangen kénnen. Zudem wurde in einem
Versuch die intravendse mit der oralen Aufnahme verglichen. Hierbei wurde festgestellt,
dass 98 % der oral verabreichten Partikel wieder ausgeschieden wurden, wohingegen bei
der intravendsen Verabreichung der Partikel nach einer Woche 80 % in der Leber

angereichert waren.?
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Abbildung 2.11: Nachgewiesene (durchgezogener Pfeil) und mdgliche (gestrichelter Pfeil)

Aufnahmewege von Nanomaterialien in den Kérper.[53’ >

Nicht nur die chemische Zusammensetzung der Partikel hat einen Einfluss darauf, wo sich
die Nanopartikel im  Korper anreichern, sondern auch die Dosis, die
Oberflacheneigenschaften sowie die Form der Partikel. Je langer sich die Partikel in der
Blutbahn befinden, desto gréfRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass diese in andere Organe wie
Herz, Nieren, oder Hirn eindringen kdnnen.

Weissleder et al. zeigten, dass sich Eisenoxidpartikel (Magnetit) nach der intravendsen
Injektion bei Ratten und Hunden vor allem in der Leber und in der Milz anreicherten.
Wohingegen in der Lunge, Niere und im Gehirn nur geringe Anreicherungen vorzufinden
waren. Die toxikologischen Untersuchungen ergaben, dass weder eine erhdhte Mortalitat
noch ein erhdhter Zelltod auftraten. Die injizierte Dosis lag bei 50 umol bzw. 250 umol Eisen
pro Kilogramm Kérpergewicht.® ¢4

Da Eisenoxid bereits als Kontrastmittel (siehe Kapitel 2.2.7 ,Anwendungsbereiche von
Ferrofluiden®) eingesetzt wird, kann es bis dato als toxikologisch unbedenklich eingestuft
werden. Es weist weder in-vitro noch in-vivo toxische Effekte auf. Jedoch werden durch
Injektion von magnetischen Nanopartikeln die naturlichen Barrieren, wie beispielsweise die
Haut, umgangen und andere, sonst schwerzugangliche Bereiche, wie die
Blut-Hirn-Schranke, ricken in den Vordergrund. Diese moglichen Wege missen noch
genauer untersucht werden, um klare Aussagen darilber treffen zu kdbnnen, ob magnetische

Nanopartikel toxisch sind oder nicht.
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2.2 FERROFLUIDE

2.2.1 EINE ALLGEMEINE EINLEITUNG

Ein Ferrofluid bezeichnet eine Suspension, die auf ein duleres magnetisches Feld reagiert.
Solche Ferrofluide sind kolloidale, magnetische Suspensionen, zusammengesetzt aus
kleinen (2 nm bis 20 nm) ferro- oder ferrimagnetischen Festkorperteilchen, die durch
geeignete Oberflachenmodifizierung in einer Tragerflissigkeit (z. B. Wasser, Hexan oder
Methanol) dispergiert sind.® Je nach Polaritat der Tragerflissigkeit wird zwischen
hydrophilen oder hydrophoben Ferrofluiden unterschieden.

Unter einem gut dispergierten Ferrofluid wird ein Ferrofluid bezeichnet, das sich weder durch
Gravitations- noch durch Magnetfeldkrafte in zwei Phasen trennen lasst. Der Grund hierflr
liegt in der Brownschen Molekularbewegung, die die Partikel thermisch stabilisiert, und der
Oberflachenmodifizierung, die die Teilchen vor Agglomeration schiitzt. Ein Ferrofluid besteht
aus bis zu 10%° Teilchen pro Liter.

Auf Grund der geringen GrolRe der Partikel ist ihre thermische Energie ausreichend, um eine
permanente Bewegung aufrecht zu erhalten. Die Suspension zeigt zunachst nach auf3en hin
keine magnetischen Eigenschaften. Die Reichweite des einzelnen magnetischen Moments
ist zu gering, weswegen die Momente untereinander nicht wechselwirken konnen. Wirkt
jedoch ein duReres magnetisches Feld auf die Flussigkeit, so richten sich die Partikel in
Feldrichtung aus und die Suspension als Ganzes zeigt eine, vom Feld abhangige,
Magnetisierung.

Das magnetische Verhalten der Ferrofluide gleicht dem des Paramagnetismus, ist jedoch ca.
10*-mal gréRer als das magnetische Moment eines Atoms oder Molekiils. Dies bewirkt, dass
die Wechselwirkung zwischen dem Magnetfeld und den magnetischen Momenten schon bei
geringen Magnetfeldstarken sehr grol} ist. Magnetisch gesehen werden diese Partikel auf
Grund ihrer Grolke als Eindomanenteilchen betrachtet und weisen superparamagnetisches
Verhalten auf (siehe Kapitel 2.2.5 ,Magnetische Eigenschaften). Abbildung 2.12 stellt die
,Rosensweig-Stacheln“ eines Ferrofluids dar, welches mit Olsaure stabilisiert ist.

Durch die Entwicklung derartiger stabiler Suspensionen eréffnet sich ein neues
Forschungsgebiet, die Ferrohydrodynamik, aus dem sich zahlreiche

Anwendungsmaglichkeiten fir Medizin, Biologie und Technik ergeben.
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Abbildung 2.12: Bilder eines synthetisierten Mng gZng ,Fe,O,4-Ferrofluids,

welches mit Olsaure stabilisiert ist.

2.2.2 ALLGEMEINE SYNTHESEROUTEN VON MAGNETISCHEN FLUSSIGKEITEN

Schon in den 40er Jahren beschéftigte sich Elmore et al.®® damit, magnetisches Material in
Anwesenheit eines Oberflachenmodifikators und Dispersionsmediums mehrere Wochen lang
in Kugelmiihlen zu mahlen. Dabei erhielt er magnetische Suspension, die nur einige Tage
stabil waren. Erst zwanzig Jahre spater wurde diese Methode von Papell et al.*! verbessert,
und aus Eisenoxidpulver konnten mit Emulgatoren stabilisierte Partikel im Nanometerbereich
(10 nm) synthetisiert werden. Daraus entwickelte sich ein erstes Patent, welches der NASA
1965 erteilt wurde.

Heutzutage gibt es eine Reihe von verschiedenen Synthesemdglichkeiten zur Herstellung
von hochstabilen magnetischen Flussigkeiten, bei denen die Partikel in monodisperser und
kontrollierter Form vorliegen. Zu diesen effizienten Syntheserouten zahlen unter anderem die
Koprazipitation, die thermische Zersetzung oder Reduktion, die Mikroemulsion, die
Hydrothermalsynthese und die Laserpyrolyse.®® Die meisten Ferrofluide basieren auf
Eisenoxiden wie Magnetit oder Maghemit. Jedoch erlaubt die Vielzahl an verschiedenen
Synthesewegen die Moglichkeit, magnetische Flussigkeiten in  unterschiedlicher
Zusammensetzung und Phase herzustellen. So kdénnen beispielsweise Legierungen wie
FePt® und CoPt,"” oder gezielte Dotierungen von Eisenoxiden mit verschiedenen
zweiwertigen Metallen wie Mangan, Zink oder Magnesium zur Synthese von Ferrofluiden
herangezogen werden.

Die Mitfallung (kontrollierte Fallung) ist eine einfache und kostenglinstige Methode zur
Herstellung von Ferrofluiden. Dieser Syntheseweg wurde Anfang der 70er Jahre von
Khallafalla et al. entwickelt’" und beruht auf der stéchiometrischen Ausféllung von

Fe (Il)- und Fe (llI)-Salzen in alkalischer Losung.
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Die folgenden Reaktionsgleichungen zeigen vereinfacht die Bildungen von Magnetit in

Gegenwart von Natronlauge als Base:
8NaOH + 2FeCl, + FeCl, —» Fe,0, ! +8NaCl + 4H,0 (2-1)
Alternativ kann Ammoniak als Fallungsreagenz eingesetzt werden,

8NH,OH + 2FeCl, + FeCl, — Fe,0, ¥ +8NH,CI + 4H,0 (2-2)

Die dadurch erhaltenen Eisenoxidpartikel werden mittels Emulgatoren in hydrophoben
Tragerflissigkeiten peptisiert und liegen im GréRenbereich von 8 nm bis 12 nm

Zu Beginn der 80er Jahre entwickelte R. Massart et al.”? eine Methode zur Herstellung von
hydrophilen Ferrofluiden, die ebenfalls auf der kontrollierten Fallungsmethode beruht.l"?
Diese Methode eignet sich gut, um Ferrite herzustellen, die mit anderen zweiwertigen
Ubergangsmetallionen wie z. B. Mn?*, Zn**, Ni** oder Co?* dotiert sind. Dadurch lassen sich
gemischte Ferrite mit folgender Zusammensetzung A,B1.xFe,O, (0< x <1) synthetisieren.

Die nachfolgende Gleichung gibt die Bildung eines gemischten Ferrits am Beispiel von

Mangan und Zink wieder:
(1—- x)Mn?** + xZn** + 2Fe* + 80H~ — Mn,_,Zn Fe,O, -H,O + 3H,0 (2-3)

Die GroRRe, Form und Zusammensetzung der magnetischen Nanopartikel hangt stark vom
verwendeten Gegenionen (z. B. Chlorid, Sulfat, Nitrat), der Reaktionstemperatur, dem
pH-Wert und der lonenstirke des Mediums ab.®® Zum Beispiel hat die
Zugabegeschwindigkeit der Metallionen zur alkalischen Losung einen erheblichen Einfluss
auf die Grolde, Polydispersitat und die Kristallinitat der Kolloide aus. Auch der pH-Wert der
alkalischen Losung ubt einen Einfluss auf die PartikelgroBe. Deshalb sollten die
Metallsalzldsungen schnell und unter starkem Ruhren zur alkalischen Lésung zugegeben
werden, um relativ monodisperse und kristalline Nanopartikel zu erhalten. Aus der Literatur
ist bekannt, dass fir die Darstellung von MnZn-Ferriten drei unterschiedliche Basen (NaOH,
NH4OH und CH3NH;0H) verwendet werden kénnen. Jedoch nimmt die PartikelgréfRe mit
fallender Basenstarke in der Reihenfolge NaOH (16,8 nm) > CH3NH;0OH (11 nm) > NH,OH
(7,3 nm) ab.!"”® Der optimale pH-Bereich fiir die Bildung MnZn-Ferrite liegt somit zwischen 12

und 13. Bei pH-Werten groRer als 13 entstehen zusatzliche Nebenprodukte, wie z. B.

Hausmanit Mn,0O, - xH,0 .
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Bei gleichbleibenden Synthesebedingungen, ist die Qualitat der magnetischen Nanopartikel
vollstandig reproduzierbar. Viele dieser Faktoren wurden bereits von Meyer et al.®
untersucht und optimiert. Die daraus resultierenden TeilchengrofRen liegen im Bereich von
5nmund 15 nm.

Magnetit-Nanopartikel sind oxidationsempfindlich und werden leicht durch Luftsauerstoff zu
Maghemit oxidiert oder in saurer Umgebung aufgeldst. Erfolgt bereits bei der Synthese eine
oxidative Umwandlung von Magnetit in Maghemit lasst sich die PartikelgréRe nicht mehr
steuern und eine enge GréRenverteilung kann nicht mehr realisiert werden kann. Diese ist
jedoch wichtig, da die Blockierungstemperatur von der TeilchengréRe abhangt, und eine
breite Grdlenverteilung zu einem breiten Intervall der Blockierungstemperatur fuhrt. Bei
vielen Anwendungen fiihrt dies zu einem nichtidealen magnetischen Verhalten.*®

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung von Ferrofluiden ist die thermische Zersetzung von
metallorganischen Vorstufen, d. h. ein modifiziertes Sol-Gel-Verfahren, bei dem die Bildung
eines 3D-Netzwerkes durch sterische Stabilisierung verhindert wird. Diese Methode beruht
auf der Herstellung von kleinen Nanopartikeln, die als Keime fungieren. Aus diesen
gebildeten Keimen konnen groRere monodisperse Nanopartikel synthetisiert werden
(Keimwachstum). Diese Nanopartikel kénnen anschlieRend in unpolaren oder schwach
polaren Losemitteln wie Hexan suspendiert werden. Die so gebildeten hydrophoben Partikel
in hydrophile Partikel umzuwandeln, gelingt in Gegenwart von Tetramethylammonium-11-
Aminoundecanoat und Dichlormethan als Suspensionsmedium.”® 7! Nach Zugabe dieser
Lésung zu den in Hexan suspendierten Partikeln wird die Suspension geschiittelt, die
Teilchen magnetisch separiert, mit Dichlormethan gewaschen, unter Stickstoffatmosphare
getrocknet und abschlieRend in Wasser dispergiert.

Als  metallorganische  Vorstufen werden bei der thermischen  Zersetzung
Metallacetylacetonate, [M(acac),] (M= Fe, Mn, Co, Ni, Cr; n=2 oder 3)[77], Metallcupferronate
M*Cupx  (M: Metallion; Cup: N-Nitrosophenylhydroxylamin, CgHsN(NO)O-) oder
Metallcarbonyle!™ eingesetzt. Fettsauren™, Olsaure®” und Hexadecylamine®®" dienen als
Tenside, unpolare Lésemittel als Suspensionsmedien. Ein wichtiger Parameter fir die
Steuerung von Gréfe und Morphologie der magnetischen Nanopartikel ist das Verhaltnis der
Edukte. Dazu gehéren unter anderem die metallorganischen Verbindungen, die
entsprechenden Tenside und das Suspensionsmittel. Reaktionstemperatur, Reaktionszeit
und Dauer des Alterungsprozesses kdnnen ebenfalls entscheidend sein.®!

Zum Beispiel fuhrt die Benutzung von kationischen Metallzentren direkt zu den
entsprechenden Oxiden. So zersetzt sich in Phenolether [Fe(acac);] in Gegenwart von
1,2-Hexadecandiol, Olsdureamid und Olsaure direkt zu Fe;0,.1"® Als Dispersionsmittel dient
Hexan. Diese Synthese bietet auch die Moéglichkeit gemischte Ferrite dispergiert in einem

organischen Dispersionsmedium herzustellen.””! Eigene Arbeiten (sieche Abbildung 2.13)
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belegen, dass sich Mangan-Zink-Ferrite mit Hilfe thermischer Zersetzung herstellen lassen,

welche eine gute Monodispersitat sowie ein geringes Aggregationsverhalten aufweisen.

Abbildung 2.13: TEM Aufnahme von Mng sZn, oFe,O4-Partikeln dispergiert in Hexan, Kristallitgroe

13 nm, Verfahren: thermische Zersetzung der entsprechenden Metallacetylacetonaten.

Eine weitere Methode zur Herstellung von magnetischen Fllssigkeiten, auf die kurz
eingegangen werden soll, ist die Hydrothermalsynthese. Wang et al.®? beschreiben eine
Flissig-Fest-Losungsreaktion zur Herstellung verschiedener Nanokristalle, die in einem
unpolaren Lésemittel stabilisiert werden kénnen. Wie in Abbildung 2.14 gezeigt, basiert diese
Strategie auf einem allgemeinen Phasentransfer- und Phasentrennmechanismus, der
wahrend der Synthese an den Grenzflachen zwischen der flissigen, festen Phase und
Lésung auftritt.

So kénnen beispielsweise Fe;0,4- und CoFe,O4-Nanopartikel mit einem Durchmesser von ca.
9 nm bzw. 12 nm synthetisiert werden. Hierzu wird eine Mischung, bestehend aus den
entsprechenden Metallprecursoren (Acetate oder Chloride), Natriumlinoleat, Ethanol und
Linolsaure, in einen Autoklaven unter Agitation eingeschlossen und 8 bis 72 Stunden auf
140°C bis 200°C erhitzt. Es entsteht ein Drei-Phasen-System, in dem Ethanol und Linolsaure
die flussige Phase darstellen, Natriumlinoleat die feste und Metallsalze die wassrige Losung.
Dabei findet ein spontaner Phasentransfer zwischen dem Metallion der wassrigen Lésung
und Natriumlinoleat statt, der auf einem lonenaustausch beruht. Dabei diffundiert Natrium in
die wassrige Lésung und das Metall verbindet sich mit Linoleat zum Metallchelatkomplex.
Bei einer bestimmten Temperatur dehydratisiert das Metall in die entsprechenden Oxide
durch Fallung. Wahrend dieses Prozesses adsorbiert die Linolsdure in-situ an die
Metalloberflache, wodurch hydrophobe Nanopartikel entstehen, die in unpolaren Lésemitteln

redispergiert werden kénnen.
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Abbildung 2.14: Strategie des Flussig-Fest-L6sungs-Phasentransfers. Ethanol oder Linolsaure

stellen die flissig Phase dar, Natriumlinoleat die feste und Metallsalze die wassrige Phase.l®?

Die einfachste unter den vorgestellten Routen ist die Mitfallung. Die erreichbaren Ausbeuten
sind hoch bzw. skalierbar und die Grélenverteilung liegt in einem relativ engen Bereich. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode ist die Mdglichkeit, im wassrigen Milieu zu arbeiten. Jedoch
I&sst sich die Morphologie der Partikel nicht kontrollieren.

Die am weitesten entwickelte Methode ist die thermische Zersetzung. Die Methode bietet die
Moglichkeit, monodisperse und formkontrollierte Nanopartikel herzustellen. Die Ausbeute ist
skalierbar und der Bereich der Grdlenverteilung liegt sehr eng. Jedoch gestaltet sich die
Synthese sehr schwierig, da zum Einen unter Inertgasatmosphare gearbeitet werden muss
und zum Anderen unter hoher Temperatur (100°C bis 320°C). Ein weiterer Nachteil ist die
Dispergierung in organischen Losemitteln, wodurch die synthetisierten Ferrofluide nicht mehr
in jedem Bereich angewendet werden konnen.

Die Hydrothermalsynthese ist von den vorgestellten Routen die am wenigsten untersuchte
Methode. Sie liefert jedoch monodisperse und formkontrollierte Nanopartikel von hoher
Qualitat. Die Ausbeute ist nur mittelmaRig und die Synthese muss unter hohem Druck
stattfinden.

Je nachdem, welche Art und Qualitat von Partikeln erwiinscht sind, kann zwischen den
verschiedenen Routen entschieden werden. So lassen sich beispielsweise durch Mitfallung
hydrophile Ferrofluide synthetisieren, die durch Citrat- oder Tartrationen stabilisiert sind. Es
kommt zu einer elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen Partikeln
und den negativ geladenen Gegenionen. Diese Ferrofluide sind bei einem pH-Wert von 7
stabil. Fur hydrophobe Ferrofluide, die sich zum Beispiel durch thermische Zersetzung
herstellen lassen, kommen verschiedene Fettsduren, wie Olsdure und Laurinsaure, oder
diverse Tenside in Frage. Diese Nanopartikel sind sterisch durch die Fettsduren im

organischen Lésungsmittel stabilisiert.
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2.2.3 STABILISIERUNG VON FERROFLUIDEN

Da Ferrofluide Suspensionen magnetischer Partikel in einer Tragerflissigkeit sind, missen
sie sowohl gegen Sedimentation als auch gegen Agglomeration stabilisiert werden. Um die
Sedimentation der Partikel, bedingt durch Gravitation oder das magnetische Feld, zu

unterbinden, muss die thermische Energie E; =kgT (ks = Boltzmannkonstante mit

1,380658-102° J.K', T =absolute Temperatur) der Partikel groRer als ihre Energie im
Gravitationsfeld bzw. Magnetfeld sein. Durch einen kleinen Partikeldurchmesser d lasst sich
das Sedimentieren im Gravitationsfeld verhindern. Die Energie der Partikel im

Gravitationsfeld Eg wird durch folgende Gleichung wiedergegeben:

3
E; = Apghﬂ'% <kgT, (2-4)

mit Ap als Dichtedifferenz zwischen den Partikeln und der Tragerflissigkeit, g:

Gravitationsbeschleunigung (g = 9,81 m-s?), h: Probendicke. Sind die Partikel einem
Magnetfeld ausgesetzt, so kann die Sedimentation verhindert werden, solange die
thermische Energie gro3 genug ist, damit sich die Partikel im Magnetfeld frei bewegen

kénnen. B
T 3
/,IOMO Ed H< kBT y (2'5)

mit g, als Permeabilitit des Vakuums (uo=1,2566-10°Vs-:A"-m™), M, als spontane

Magnetisierung des Materials und H als magnetischer Feldgradient.®

Die kolloidale Stabilitat ist aber auch abhangig von der Wechselwirkung zwischen den
Partikeln. So neigen Partikel auf Grund attraktiver Krafte leicht zu Agglomeration. Diese
attraktiven Krafte sind von diversen Parametern, wie Grofie, magnetischem Moment oder
Polarisierbarkeit, abhangig. Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen den Partikeln hat
Einfluss auf die kolloidale Stabilitdt. Diese potentielle Energie der magnetischen Dipol-Dipol-

Wechselwirkung wird durch folgende Gleichung beschrieben

2B
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wobei o6 den Abstand zwischen den beiden Dipolen beschreibt und z; das magnetische

Moment eines Dipols. Die Partikel agglomerieren, sobald die Dipol-Dipol-Wechselwirkung
grof3er als die thermische Energie ist. Demzufolge nimmt die Stabilitat bei gréf3eren Partikeln
ab. Durch nachfolgende Gleichung lasst sich der maximale Durchmesser d,,., von Partikeln

berechnen, ohne dass Agglomeration auftritt.

144k, T
? 2
1Mo

(2-7)

max

Neben den interpartikularen  Dipol-Dipol-Wechselwirkungen  beginstigen  auch
Van-der-Waals-Anziehungen die Bildung von Agglomeraten. Die Van-der-Waals-Anziehung,
als attraktives Potential, herrscht immer zwischen zwei Teilchen. Sie ist fir zwei Teilchen mit

Radius d und Abstand &§zueinander durch folgende Gleichung beschreibbar:®°!

A 2 2 12 + 41
E __" + +In ’ 28

dabei stelt A die Hamaker-Konstante dar, die von der Materialeigenschaft, der
Polarisierbarkeit der Partikel und dem Dispersionsmedium abhangig ist und / ist definiert als
26d’. Dieser Ausdruck divergiert fir einen abnehmenden Partikelabstand gegen Null,
wodurch die Van-der-Waals-Wechselwirkung nicht durch die thermische Energie der
Teilchen, d. h. durch die Verwendung ausreichend kleiner Partikel, kompensiert werden
kann.

Ein Uberblick tber das Wechselwirkungspotential attraktiver und repulsiver Krafte als
Funktion des normierten Partikelabstandes / [25-d"] ist Abbildung 2.15 dargestelit.®!

Ware die Van-der-Waals-Anziehung die einzige auf die Teilchen wirkende Kraft, so wirden
diese irreversibel agglomerieren und sedimentieren. Deshalb wird noch eine weitere Kraft,
die repulsive Kraft, zur Stabilisierung der Partikel bendtigt, die auf sterischer und
elektrostatischer Wechselwirkung beruht. Die sterische Stabilisierung basiert auf der
Oberflachenfunktionalisierung der Partikel mit langkettigen Molekilen. Die elektrostatische
Wechselwirkung hangt von der Oberflachenladung der Teilchen ab. Diese
Oberflachenladung wird durch ionische Gruppen (z.B. Amino-, Carboxyl-, oder
Hydroxid-Gruppen) erzeugt, die in polar-protischen Dispersionsmedien dissoziieren und eine
Gegenionenwolke ausbilden. Durch die Gegenionenwolke kommt es zur Bildung einer
elektrischen Doppelschicht. Eine detaillierte Beschreibung gibt die DLVO-Theorie (Derjaguin,
Landau, Verwey und Overbeck) wieder, die wiederum auf der Theorie von Debye und Hiickel

basiert.’®®
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Abbildung 2.15: Attraktive und repulsive Wechselwirkungspotentiale zwischen zwei magnetischen

Partikeln. Der Berechnung liegen die Eigenschaften von Magnetitpartikeln mit einer KristallitgréRe von

10 nm und einer Oberflachedicke von 2 nm zu Grunde.®®®

2.2.4 KRISTALLOGRAPHISCHE EIGENSCHAFTEN

Kristallographisch gesehen handelt es sich bei Ferriten um eisenhaltige Spinelle des Typs
N (Fe®*),0,4. Ein Spinell ist ein kubisches Kristallsystem, in dem vor allem das Magnesium-
Aluminium-Oxid-Mineral mit der chemischen Zusammensetzung Mg?*(A**),0, kristallisiert.
Die Sauerstoff-Anionen bilden dabei eine kubisch-dichteste Kugelpackung (kubisch-
flachenzentriert), in der die M*-Kationen die Halfte aller in der Struktur vorhandenen
Oktaederlicken besetzen. Die Oktaeder sind dabei Uber Kanten miteinander verknipft. Die
N%-Kationen besetzen ein Achtel aller in der Struktur vorhandenen Tetraederliicken. !

Magnetit selbst kristallisiert als inverser Spinell. Inverse Spinelle gehorchen ebenfalls der

Zusammensetzung N*(M*") O . Allerdings besetzen die N*"-lonen ein Viertel der

Oktaederliicken, die M**-lonen ein Viertel der Oktaeder- und ein Achtel der Tetraederliicken.
Somit sind in Summe alle Oktaederllicken zur Halfte und alle Tetraederlicken zu einem
Achtel besetzt. Zwischen normalem und inversem Spinell gibt es in Abhangigkeit der
Temperatur, des Drucks oder der chemischen Zusammensetzung beliebige Zwischenstufen,
die durch den Inversionsgrad & gekennzeichnet werden. Des Weiteren bevorzugen manche
Metallkationen bestimmte Positionen im Kristallgitter und beeinflussen so den

Inversionsgrad o.

31



2. THEORETISCHER TEIL

Tabelle 2.1: Darstellung der verschiedenen Spinelltypen (t = Tetraeder, o = Oktaeder).

Formel Inversionsgrad & Beispiel
Normaler Spinell (NS) N'M,°0, 0 Zn Fe,0,
Inverser Spinell (IS) MNM]°0, 0,5 FesO,
Gemischter Spinell [MgsN 125" _
(zwischen NS und IS) | [N,;My;.5]°0,4 0<8<0,5 MnFe,04 (5=0.2)

Mno gZnoFe,O, kristallisiert als gemischter Spinell, mit folgender Strukturformel
[Zno2Feq g][Mng sFe 2]O4, wobei die Metallkationen [Zng,Feq s] die Tetraederllicken besetzen
und [MngsFeq o] die Oktaederliicken einnehmen. Dieser Spinell besteht aus zwei Teilgittern.
In dem Teilgitter A sind die Kationen tetraedrisch von Sauerstoffatomen koordiniert. Im
Teilgitter B sind die Kationen oktaedrisch von den Sauerstoffatomen umgeben. Die
elektronische Wechselwirkung der verschiedenen Kationen in den einzelnen Teilgittern
haben unterschiedliche Wirkungen. Die starkste Wechselwirkung besteht zwischen den
Kationen des Teilgitters A und den Kationen des Teilgitters B
(AB-Wechselwirkung). Die AA-Wechselwirkung ist zehnmal schwacher als die
AB-Wechselwirkung. Die BB-Wechselwirkung ist die schwachste. Dies fuhrt zu vollstandigem
oder teilweisem Antiferromagnetismus, dem Ferrimagnetismus.®®  Speziell bei
MnZn-Ferriten besetzen die diamagnetischen Zink-lonen im Teilgitter A. Bis zu einem
Zinkanteil von 0,4 liegt ein Anstieg der Magnetisierung vor, die durch die nachfolgende

Formel beschrieben werden kann:

A [ B ] - Teilgitter
(Zni*Fel’, )[Mn’*Fe;/, JOF — Besetzung

1+x

0o I T 4 0  — Spinanordnung

Fiar hohere Konzentrationen von Zink andert sich die Kristallstruktur des gemischten Spinells
in die des normalen Spinells. Dies hat eine Verdrangung der Mn*-Kationen aus dem
Teilgitter B und der Fe**-Kationen aus dem Teilgitter A zur Folge. Dies filhrt zu einer
Abnahme der AB-Wechselwirkung und die BB-Wechselwirkung gewinnt an Bedeutung,
dadurch kommt es zu einer Verringerung der Magnetisierung. Eine graphische Darstellungen
der Oktaeder- und Tetraederplatze der Spinellstruktur von MngsZng,Fe,O,4 befindet sich in
Abbildung 2.16 und Abbildung 2.17. Die Strukturen wurden mit dem Programm Diamond,
Version 3.1e der Firma Crystal Impact GbR in Bonn angefertigt.
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Abbildung 2.17: Graphische Darstellung der Tetraederplatze der Spinellstruktur von Mng gZng oFe,QO,.
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In diesem Strukturtyp liegt auch die Ursache fir den Ferrimagnetismus von Ferriten. Die
magnetischen Momente der Fe**-Kationen im Teilgitter B sind umgekehrt orientiert zu denen
im Teilgitter A, wodurch sich diese kompensieren. Es verbleibt jedoch das magnetische
Moment der Fe*-Kationen.® Im Magnetfeld zeigt sich deshalb ein ferromagnetisches
Verhalten (siehe Kapitel 2.2.5 ,magnetische Eigenschaften“). So finden Spinell-Ferrite im
grofdtechnischen Malstab Verwendung als Permanentmagnete, Datenspeicher,

magnetische Flussigkeiten und werden in der Hoch- und Hochstfrequenztechnik eingesetzt.

2.2.5 MAGNETISCHE EIGENSCHAFTEN

Die Ursache fur magnetische Eigenschaften von Stoffen kann auf Grundlage des Bohrschen
Atommodells erklart werden. Demzufolge umkreisen die Elektronen in einem Atom ihre
eigene Achse (Spin) und den Atomkern (Bahndrehimplus) und erzeugen so ein
magnetisches Moment. Folglich beruhen die magnetischen Eigenschaften eines Stoffes im
Wesentlichen auf den Unterschieden in den Bewegungszustanden aller im Festkorper zur
Magnetisierung beitragenden Elektronen. Die Magnetisierung ist abhangig von der
Spinorientierung, dem Energieniveau und der Besetzung der Elektronenschalen.

Das Magnetfeld selbst wird durch die magnetische Induktion (magnetische Flussdichte) B
und die magnetische Feldstirke (magnetische Erregung) H beschrieben.® Im Vakuum wird

der Zusammenhang zwischen den beiden Groflen Uber die magnetische Feldkonstante

Uo=41m-107 Vs-A"'-m™ wiedergegeben und es gilt:

B=p,-H. (2-9)

Die Sl-Einheit der magnetischen Induktion ist das Tesla (T). FUr materieerflllte Magnetfelder

gilt entsprechend®”:

B=u, u,-H. (2-10)

Dabei ist u, die relative Permeabilitdt der Materie. Sie gibt die ,verstarkende“ oder
~Sschwachende" Wirkung des jeweiligen Stoffs auf das Magnetfeld gegentber dem luftleeren
Raum an.

Es wird unterschieden zwischen paramagnetischen, diamagnetischen und
ferromagnetischen Stoffen. Bei Dia- und Paramagnetismus werden nur Atome, lonen oder

Moleklle betrachtet, die magnetisch isoliert vorliegen. Die magnetischen Momente in
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ferromagnetischen Stoffen wechselwirken hingegen mit denen in benachbarten Atomen,
lonen oder Molekdilen.

Diamagnetismus tritt bei allen Stoffen auf, deren Atome, lonen oder Molekile
abgeschlossene Schalen oder Unterschalen besitzen, wie beispielsweise Gold und Silber.
Die Spinmomente und die Bahnmomente der Elektronen kompensieren sich gegenseitig.
Diese Verbindungen zeigen ohne Anlegen eines aulleren Magnetfeldes kein Magnetismus.
Paramagnetisch sind alle Atome, lonen und Molekile, die ungepaarte Elektronen besitzen
und somit ein permanentes magnetisches Moment aufweisen. Die Reichweite dieses
magnetischen Moments ist allerdings gering, weshalb die Momente untereinander nicht
wechselwirken. Diese magnetischen Momente sind wegen der Warmebewegung
ungeordnet; im Magnetfeld stellen sie sich jedoch entgegen der Warmebewegung bevorzugt
in Feldrichtung ein. Die Magnetisierung und damit die magnetische Suszeptibilitdt y sind im
Allgemeinen temperaturabhangig.

Diese Temperaturabhangigkeit kann durch das Curie-Gesetz beschrieben werden:[#® 88!

2

i
3k, T

2

C Y
= — mit C=uy, -n—, 2-11
T IJO 3kB ( )

Xpara = Mo -n-

C stellt die Curie-Konstante dar, T die Temperatur, n die Teilchendichte und u die potentielle
Energie eines magnetischen Dipols.

Es gibt jedoch nur wenige Stoffe, deren magnetisches Verhalten durch dieses Gesetz
beschrieben werden kann. Normalerweise folgt die Suszeptibilitdt, in einem definierten

Temperaturbereich, dem Curie-Weis-Gesetz

= (2-12)

in dem die Temperatur durch den Parameter @ korrigiert ist.*”

Bei den meisten Ferrofluiden handelt es sich um Ferrite der Zusammensetzung MFe,0,, die
in der Spinellstruktur kristallisieren (M steht dabei fiir alle zweiwertigen Ubergangsmetalle).
Bevor Néel seine Theorie aufstellte, die zum Ferrimagnetismus fiihrte, wurde angenommen,
dass Ferrite ferromagnetisch seien. Der Ferrimagnetismus |asst dabei sich mit Hilfe des
Ferromagnetismus erklaren.

Im Allgemeinen ist Ferromagnetismus ein kollektives Phanomen, das vorwiegend nur bei
Festkorpern auftritt. Ferromagnetismus entsteht dadurch, dass elementare, magnetische
Momente eine parallele Ordnung aufweisen. Bereiche gleicher Magnetisierung werden

"Domanen" oder "Weiss’sche-Bezirke" genannt. Jedoch ist die Magnetisierung von Domane
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zu Domane verschieden.®”! Die ,Weiss’schen Bereiche* (sieche Abbildung 2.18) sind durch

sogenannte ,Bloch-Wande“ voneinander getrennt.

Al

Abbildung 2.18: Mdgliche Anordnung ,Weiss’scher Bezirke® in ferromagnetischen Materialien. Die

einzelnen Bezirke sind durch ,Bloch-Wande*“ voneinander getrennt.

Diese ,Bloch-Wande* entstehen durch Fremdatome oder Fehlstellen im Kristallgitter. Durch
Rotation der Spins konnen sich die ,Bloch-Wande* verschieben
(siehe Abbildung 2.19), d. h. eine Domane kann auf Kosten einer anderen Domane

wachsen. Dies hat zur Folge, dass sich die Magnetisierung eines Stoffes andern kann.

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung der Blochwand zwischen zwei 180° Domanen

und Umkehr der Magnetisierung.®"
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Ferromagnetismus ist abhangig von der Temperatur, d. h. oberhalb einer bestimmten
Temperatur, der Curie Temperatur T, sind ferromagnetische Stoffe paramagnetisch.
Beispielsweise weist Magnetit eine Curie-Temperatur von T = 858 K, durch Dotierung mit
Mangan wird diese auf 573 K gesenkt.

Zusatzliches Einbringen von Zink (MngsZng.Fe;O4) hat eine weitere Absenkung der
Curie-Temperatur auf 483 K zur Folge.!" ®@ Grund hierfirr ist die Zunahme der thermischen
Eigenbewegung der Atome, die der Bildung der ,Weiss’schen Bezirke“ entgegen wirkt. Der
Paramagnetismus bleibt fir alle Temperaturen oberhalb der Curie-Temperatur, selbst nach
Schmelzen oder Sublimieren bzw. Sieden, erhalten.’®”!

Wird ein ferromagnetischer Stoff einem auf3eren homogenen Magnetfeld ausgesetzt, so wird
dieser magnetisiert. Das bedeutet, dass die Bezirke mit parallelen Spins in Nahe des
Magnetfeldes auf Kosten der anderen Bezirke wachsen. Dies passiert jedoch nicht
kontinuierlich als Funktion der Magnetfeldstarke, sondern sprunghaft durch das Umklappen
magnetischer Momente ganzer Domanen. Diese sprunghafte Anderung wird als
Barkhausen-Effekt bezeichnet. Ab einer materialabhangigen Feldstarke Hs, sind alle Spins

der gesamten Probe parallel angeordnet, die Probe weist ihre Sattigungsmagnetisierung Ms

auf und B nimmt nur noch linear mit H zu (Proportionalitatsfaktor ist ).

Wird die magnetische Feldstarke ab diesem Punkt H =0 wieder erniedrigt, nimmt das
Magnetfeld ab. So bleibt auch nach Abschalten des auReren Feldes eine
Restmagnetisierung erhalten, da die ,Bloch-Wande“ nur teilweise oder tberhaupt nicht in
ihre urspringliche Position zurlckkehren. Dieses Phanomen wird als magnetische
Remanenz Mgk bezeichnet. Wird anschliefend ein entgegengesetztes Magnetfeld mit
gleicher Feldstarke, der sogenannten Koerzitivfeldstarke -Hc, angelegt, so verschwindet die
Restmagnetisierung der Probe (M = 0, negativer Bereich).

Bei wachsender Feldstarke baut sich schlieRlich eine entgegengesetzte Magnetisierung auf.
So wird bei der Feldstarke -Hs die negative Sattigungsmagnetisierung -Ms erreicht.®® Dieser
Effekt wird als Hysterese bezeichnet und hat zur Folge, dass der Magnetisierungszustand
eines ferromagnetischen Stoffes nicht allein von den aktuellen Bedingungen, sondern auch
von seiner magnetischen Vorgeschichte abhangt.®” %

In Abbildung 2.20 ist eine Hystereseschleife eines Ferromagneten mit der Magnetisierung M
in Abhangigkeit eines auReren Feldes H dargestellt. Die Intialpunkt M =0 und H =0 kann,

nach Durchlaufen solch einer Schleife, nicht mehr erreicht werden.
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Abbildung 2.20: Schematische Darstellung einer Magnetisierungs-Hysterese eines Ferromagnetens.

Zudem werden Ferromagnete in magnetisch harte und weiche Stoffe unterteilt. Magnetisch
harte Stoffe besitzen eine groRe magnetische Remanenz und eine hohe Koerzitivfeldstarke,
wodurch es zu einer Verbreiterung der Hysteresekurve kommt. Bei magnetisch weichen
Stoffen ist dies genau umgekehrt.®® Diese Stoffe weisen eine verengte Hysteresekurve auf.
So handelt es sich zum Beispiel bei Magnetit und MnZn-Ferriten um magnetisch weiche
Stoffe und bei Barium-Ferrit um einen magnetisch harten Stoff.

Bei ferrimagnetischen Stoffen erfolgt unterhalb der Curie-Temperatur und innerhalb der
~Weiss'schen Bereiche* eine antiparallele Kopplung verschieden grof’er Spinmomente. In
Abbildung 2.21 ist eine mogliche Anordnung antiparalleler Spinmomente im

ferrimagnetischen Material dargestellt.

bl
e f

Abbildung 2.21: Links: Ausrichtung der atomaren Spins innerhalb einer Domane eines

Ferromagnetens. Rechts: Die magnetischen Momente der Spins in dem einen Untergitter sind

wesentlich schwacher als die Spins des anderen.

Es resultiert ein magnetisches Moment und eine spontane Magnetisierung findet statt. Auf

Grund der statistischen Verteilung der Momente der einzelnen Domanen tritt nach auf3en hin
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keine Magnetisierung auf. Die Magnetisierung erfolgt erst beim Anlegen eines aufleren
Feldes. Die Abhangigkeit der Magnetisierung von der Temperatur und dem &uf3eren Feld ist
gleich der von ferromagnetischen Stoffen.

Bei Ferrofluiden zeigt sich ein weiteres Phanomen, von der PartikelgroRe herrihrend, der
sogenannte Superparamagnetismus. Bei Ferromagneten hangen die magnetischen
Eigenschaften von der KristallitgroBe ab. Das bedeutet, dass mit abnehmender
Kristallitgrole die Anzahl der ,Weiss’schen Bereiche” pro Kristallit sinkt. Unterhalb einer
kritischen Grole ist es deshalb energetisch unguinstiger, Domanenwande auszubilden. Ein
solcher Kristallit wird daher als Eindomanen- bzw. Einbereichteilchen bezeichnet, d. h. alle
atomaren, magnetischen Momente eines Kristallits sind parallel zueinander angeordnet.
Unterhalb einer weiteren kritischen GroRe ist bei endlichen Temperaturen eine stabile
Ausrichtung des magnetischen Gesamtmoments nicht mehr mdoglich, da die zur
Ummagnetisierung bendtigte Energie kleiner als die thermische Energie ist. Der Festkorper
als Ganzes verhalt sich paramagnetisch mit der Besonderheit, dass die magnetischen
Momente nicht einzeln, sondern in Blocken auf externe Magnetfelder reagieren. Partikel, die
auf Grund ihrer GroRRe eine Vielzahl magnetischer Domanen beinhalten, zeigen weitgehend
konstante Werte bezilglich Remanenz Mg und Koerzitivfeldstarke Hc. Unterschreiten die
Partikel eine GroRRe von ca. 100 um, nimmt die Anzahl der magnetischen Domanen innerhalb
der Partikel ab. Dies wird von einem Anstieg der Koerzitivfeldstarke und einem Rickgang
der Suszeptibilitat begleitet.*. Fiir noch kleinere Partikel sinkt die Koerzitivfeldstarke rasch
ab und erreicht den Wert Null. Die Eigenschaft der verschwindenden Remanenzen ist bei
Ferrofluiden wichtig, um eine bleibende Agglomeration der Einzelpartikel zu vermeiden.® In
Abbildung 2.22 ist ein mdglicher Hystereseverlauf eines superparamagnetischen Stoffes

dargestellt.

+M, —

Abbildung 2.22: Schematische Darstellung einer Magnetisierungskurve

von superparamagnetischen Stoffen.
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2.2.6 RELAXATIONSVERHALTEN VON FERROFLUIDEN

Die Abnahme der Magnetisierung von Ferrofluiden nach Anderung des &uReren
Magnetfeldes kann anhand zweier Prozesse beschrieben werden. Der erste Prozess beruht
auf der Anderung der Magnetisierung durch die Rotation des gesamten Partikels um seine
eigene Achse. Das magnetische Moment ist an die Kristallstruktur des Partikels gebunden.
Dieses wird als Brown’sche Relaxation bezeichnet. Dabei beschreibt die Brown’sche
Relaxation die Anderung der Magnetisierung durch rotatorische Diffusion. Auf Grund der
Brown’schen Molekularbewegung des Suspensionsmediums verlieren die Teilchen ihre
urspriingliche Ausrichtung.®® Die Geschwindigkeit der Brown’schen Relaxation 7z wird durch

nachfolgenden Zusammenhang wiedergegeben:

— 3 'VHydro N

213
ke T @13

3:

Viyaro steht fur das hydrodynamische Volumen des Teilchens und 7 fur die Viskositat des
Suspensionsmediums.

Der zweite Prozess, genannt Neel'sche Relaxation, beruht auf der Umorientierung des
magnetischen Moments innerhalb eines Partikels. Nach Abschalten des auferen
Magnetfeldes nehmen die magnetischen Momente, aus energetischen Grinden, im Bezug
auf die Kristallachse und bzw. oder der duf3eren Form des Kristalls eine Vorzugsorientierung
an. Dies wird als Anisotropie bezeichnet und durch die Konstante K definiert.?®! Die
Anisotropiekonstante ist abhangig von der Kristallstruktur und der Partikelmorphologie. Zur
Umorientierung des magnetischen Moments muss die Energiebarriere KV (berwunden

werden. Demzufolge muss die thermische Energie (KV =k,T) hoch sein, damit die

Umorientierung im Teilchen ausgelost wird. Entsprechend ergibt sich fir die Neel'sche

Relaxationszeit 7y folgender Ausdruck:

K-V
7, = f0'1~exp(k .Tj. (2-14)

B

V ist das Volumen des magnetischen Kerns des Teilchens und ;" ist die Auslschzeit und

wird mit ~ 10° s angenéahert.’®’!

Wahrend die Neel'sche Relaxation eine exponentielle Abhangigkeit von der PartikelgroRe

aufweist, ist die Brown’sche Relaxation deutlich weniger vom hydrodynamischen Volumen

beeinflusst. In Abbildung 2.23 ist die Abhangigkeit der Brown’schen und Neel'schen

Relaxation vom Partikelvolumen dargestellt. Im Allgemeinen liegt der Prozess mit der
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kirzesten Relaxationszeit vor. Jedoch treten auf Grund der GroRenverteilung der Partikel

beide Prozesse auf. Die effektive Relaxationszeit 7.4 lasst sich wie folgt berechnen:

T T
Top = —2—N—. (2-15)
(gt 7y)
Tlsl
103 —
™
100 |
10-5 TR
10”7 I l |
0 5 10 15 20 25
d [nm]

Abbildung 2.23: Darstellung der Brown’schen und Neel'schen Relaxationszeit

eines Ferrofluids als Funktion des Partikelvolumens.’®®

2.2.7 ANWENDUNGSBEREICHE

Auf Grund der besonderen Eigenschaften von Ferrofluiden finden diese in vielen Bereichen
der Technik, Mechanik und Medizin Verwendung. Die wohl bekannteste Anwendung fur
Ferrofluide ist die zur reibungsarmen Abdichtung von rotierenden Achsen. Hierzu wird
zwischen die Achsen, die aus einem hochpermeablen Material angefertigt sind, und den
Permanentmagnet ein Tropfen Ferrofluid gegeben. Diese starken magnetischen Krafte
reichen aus, um die Achsen abzudichten. Im Gegensatz zu den herkdmmlichen
Dichtungsmaterialien weist dieses Verfahren eine verringerte Reibung und einen erniedrigten
Verschleid auf.® StandardgemaR wird diese Methode =zur Abdichtung von

Rontgen-Drehanoden oder Festplattenlaufwerken eingesetzt (siehe Abbildung 2.24).
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Normaldruck Vakuum

rotierende Achse

Ferrofluid

Permanentmagnet

Abbildung 2.24: Schematische Darstellung der Abdichtung einer rotierenden Achse

mittels eines Ferrofluids.’®®

Ein weiteres aktuelles Anwendungsgebiet von Ferrofluiden ist die Kihlung von
Lautsprechern. Das Ferrofluid umgibt die Schwingspule und bewirkt, dass Warme, die
zwischen der Schwingspule und dem Permanentmagneten entsteht, besser abgeleitet und
dadurch die Bewegung der Membran gedampft wird. Zudem wird die magnetische Kraft des
Fluids durch die vergroRerte magnetische Suszeptibilitat erhoht.!®!

Des Weiteren konnen Ferrofluide dazu verwendet werden nichtmagnetische Stoffe
genugend verschiedener Dichte voneinander zu trennen. Die zu trennenden Stoffe werden
zusammen mit dem Ferrofluid in ein inhomogenes Magnetfeld eingebracht, das sich
zwischen zwei Polen eines Elektromagnetens ausbildet. Dadurch entsteht, zusatzlich zur der
schon vorhandenen Schwerkraft, eine nach oben gerichtete Kraft, die dafir sorgt, dass die
Stoffe einen zusatzlichen Auftrieb erfahren. Wird die Starke des Magnetfeldes geandert,
verandert sich damit auch die Auftriebskraft. So kann die Starke des Magnetfeldes an die
Dichte der zu trennenden Materialien angepasst werden. Materialien mit einer gréReren
Dichte sinken dann zu Boden, alle anderen Stoffe treiben an die Oberflache. So ist es
moglich, durch Veranderung des Feldes ein Stoffgemisch zu trennen. Anwendung findet
diese Methode bei der Gewinnung von Gold und Edelsteinen. AuRerdem wird sie in der
Automobilindustrie zur Ruckgewinnung von Metallen aus Autoteilen sowie bei der
Entsorgung von Elektronikschrott eingesetzt.!"

Eine bedeutende medizinische Anwendung der Ferrofluide ist die Hyperthermie. Diese stellt
eine Erganzung zu den bisherigen Behandlungen, wie Chemotherapie, Radiotherapie und
chirurgische Eingriffen in der Krebstherapie, dar.”® °® Der Grundgedanke ist die Verwendung

magnetischen Induktionshyperthermie. Diese beruht auf der vom magnetischen
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Hystereseverlust und den Relaxationsprozessen (siehe Kapitel 2.2.6 ,Relaxationsverhalten
von Ferrofluiden®) produzierten Warme, wenn magnetischen Nanopartikel einem
variierenden magnetischen Feld ausgesetzt sind.!*" %!

In der Medizin definiert sich der Begriff der Hyperthermie als die kiinstliche Uberwarmung
des Gesamtorganismus auf 40,0°C —42,0°C (systemische Hyperthermie) oder begrenzter
Kdrperregionen auf Uber 42,0°C (regionale Hyperthermie). Sie wird meistens mit anderen
Krebsbehandlungsmethoden wie Chemo- oder Strahlentherapie kombiniert, denn erhdhte
Temperaturen beglnstigen eine verstarkte Durchblutung im Tumorgewebe und flhren
dadurch zu einer signifikant verbesserte Wirkung von Strahlung oder Zytostatika
(Chemotherapiesubstanzen). Der so genannte synergistische Effekt der Hyperthermie flhrt
zu einer Potenzierung der Wirksamkeit bei Kombination der Standardtherapien mit
therapeutischer Hyperthermie. Zytostatika wirken bei Temperaturen uUber 40°C deutlich
aggressiver als bei normaler Korpertemperatur. Darlber hinaus sind die thermisch
vorgeschadigten Tumorzellen leichter durch die Strahlentherapie zu bekampfen, da ihre
Reparaturfahigkeiten herabgesetzt sind. Bei einer Strahlentherapie erfolgt der
warmebedingte Funktionsverlust der Reparaturenzyme, die sonst die Strahlenschaden an
der DNA reparieren wiirden und so das Uberleben von Tumorzellen erméglichen wiirden.
Werden diese Enzyme durch Warme geschadigt, sterben die Tumorzellen bereits bei
kleineren Strahlendosen ab. Durch Warme werden auch andere Proteine beeintrachtigt, die
zum Beispiel daflir verantwortlich sind, dass chemoresistente Tumorzellen die flir sie
schadlichen Zytostatika aus den Zellen wieder herausschleusen. Diese Proteine werden
durch Warme ebenfalls zerstort, wodurch die chemoresistenten Tumorzellen sterben, da die
Wirkstoffe weiterhin in den Zellen verbleiben. Bei der Magnetflissigkeits-Hyperthermie
werden mit Hilfe eines externen Magnetfeldes die Nanopartikel in die Tumorregion gebracht
und dort mittels elektromagnetischer Wechselfelder (Frequenzen im 100 kHz-Bereich)
aufgeheizt. Dies hat den Vorteil, dass nur das Tumorgewebe erhitzt wird und es zu keiner
Schadigung des restlichen gesunden Gewebes kommt.[?” 99102

Bei dem sogenannten Magnetic Resonance Imaging (MRI) handelt es sich um ein Verfahren,
das ebenso wie die Magnetresonanztomographie magnetische Felder nutzt. Wahrend im
Magnetresonanztomographen die Wasserstoffatome im Korper selbst magnetisiert werden,
lassen sich mit Hilfe von MRI raumliche Aufnahmen dadurch erzeugen, dass die
Magnetisierung magnetischer Nanopartikel gemessen wird (siehe Abbildung 2.25). Der
Bildkontrast basiert auf den unterschiedlichen Relaxationszeiten sowie dem
unterschiedlichen Gehalt an Wasserstoffatomen in den diversen Geweben, wie
beispielsweise den Knochen oder den Muskeln."® Durch gezielte Markierung des zu
untersuchenden oder des umgebenden Gewebes kann mit Hilfe der Partikel Einfluss auf den

Kontrast genommen werden. Diese Partikel konnen als Kontrastmittel, zum Beispiel in der
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Blutbahn eines Patientens, eingesetzt werden. Allerdings mussen die Nanopartikel mit
biovertraglichen Substanzen, beispielsweise Dextran, maskiert werden.?® %% 5o werden
bereits Magnetit Partikel erfolgreich zur Abbildung des Magen-Darm-Trakts, der Leber und

von Gehirntumoren eingesetzt.

Abbildung 2.25: MRI-Aufnahme eines menschlichen Kopfes.[m]

Bereits auf dem Markt erhaltlich ist das Kontrastmittel Endorem®. Kurz vor der Zulassung
steht das Kontrastmittel Resovist®. Beide dienen zur Detektion von Lebertumoren und
werden intravends appliziert. In Endorem® wirken Dextran-stabilisierte Nanopartikel, mit einer
GroRe zwischen 100nm und 300nm, bei Resovist® handelt es sich um
Carboxymethyl-Dextran-beschichtete Partikel mit 60 nm Durchmesser. Die dabei implizierte
Dosis liegt bei 6 umol bis 11 umol Eisen pro Kilogramm Korpergewicht und somit weit unter
der Menge, die bei toxikologischen Tests eingesetzt wurden (siehe Kapitel 2.1.6 ,Toxizitat

von Nanopartikeln®).
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2.3 LAYER-BY-LAYER-VERFAHREN ZUM AUFBAU VON MULTIFUNKTIONALEN
SCHICHTEN

2.3.1 LAYER-BY-LAYER-DEPOSITION

Das Layer-by-Layer-Verfahren ist eine effektive und einfache Methode zur Herstellung von
funktionalisierten Oberflachen und dinnen Filmen. Es kann nahezu jede beliebige
Oberflache modifiziert werden, dabei adsorbieren beispielsweise Polykationen und
Polyanionen sukzessiv an diese Oberflache. Das Verfahren selbst wurde 1990 von Gero

Decher!'" 112

publiziert und ist seitdem in vielen Bereichen der Chemie und
Oberflachentechnologie angewandt und weiterentwickelt worden.

Zum Zusammenhalt der einzelnen Schichten koénnen verschiedene Arten von
Wechselwirkungen in Betracht gezogen werden. Es kdnnen beispielsweise elektrostatische
Wechselwirkungen,  Wasserstoffbricken, kovalenten  Bindungen, Charge-Transfer
Wechselwirkung oder Wechselwirkungen, die auf Grund von Stereo- oder Metallkomplexen
entstehen, verwendet werden. Auf die elektrostatische Wechselwirkung wird in Kapitel 3.3
naher eingegangen. FUr einen intensiveren Einblick ist folgende Literaturstelle zu
empfehlen.!'™!

Auf Grund von Wasserstoffbriickenbindungen ist es mdglich pH- und temperatur-abhangige
Materialien zu verwenden. Des Weiteren konnen definierte Strukturen zur Vernetzung
zwischen den Schichten eingesetzt werden. Durch die hohe Anzahl an verschiedenen
Polymeren kann sowohl im Wassrigen als auch in organischen Medien gearbeitet werden.
Im wassrigen Medium kénnen beispielsweise Poly(acrylamid) und Poly(vinylalkohol)
verwendet werden, im organischen Medium kommen zum Beispiel Poly(4-vinylpyridin) und
Poly(4-vinylphenol) zum Einsatz (Struktur der Polymere siehe Abbildung 2.27).['*"]

Die Charge-Transfer-Wechselwirkung beruht auf der Interaktion zwischen einer
Elektronen-Donor- und einer Elektronen-Akzeptor-Gruppe. Fir solche Wechselwirkungen
kommen Polymere wie Polyethylenimin als Donor und Poly(4-vinylpyridin) als Akzeptor!'"”!
oder Poly(maleinanhydrid-co-styrol) und organische Amine!''® in Betracht.

Die Wechselwirkungen, die Uber Stereokomplexe erzeugt werden, beruhen zum Beispiel auf
der Interaktion zwischen isotaktischen und syndiotaktischen Polymeren wie
Poyl(methylmethacrylat) und Enantiomeren, wie L- und D-Polylactid. Zum Beispiel ist es
moglich bei Poyl(methylmethacrylat) LbL-Filmen andere Materialien wie Enzyme oder
Antikérper mit einzubauen.!"™!

Auf Grund der verschiedenen Anwendungsbereiche haben sich auch unterschiedliche
Verfahrensmethoden zum Aufbau solcher Multischichten entwickelt. Im Folgenden soll kurz

auf die einzelnen Methoden eingegangen werden. Einen intensiveren Einblick in die
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Verfahrenswelt von Multischichten liefert zum Beispiel das Buchkapitel in Comprehensive
Polymer Science, 2nd ed. von E. Seyrek und G. Decher.!""!

Alle Verfahrenstechniken, die zum Aufbau von Multischichten verwendet werden koénnen,
beruhen auf dem gleichen Grundprinzip. Die Variation besteht in der Auftragungsart des
Polyelektrolytens auf die Oberflache.

Bei dem ersten Verfahren handelt es sich um die Dipping-LbL-Technik. Dazu kann ein
negativ geladenes Substrat in eine Ldsung, bestehend aus einem Polykation eingetaucht.
Nach einer gewissen Adsorptionszeit wird das beschichtete Substrat wieder herausgeholt
und mit einer Waschldsung gereinigt. Da mehr Polymer, als zur Ladungskompensation nétig
ware, adsorbiert wird, tritt eine Ladungsinversion auf und das jetzt positiv geladene Substrat
wird in eine LAdsung, bestehend aus einem negativ geladenen Polyelektrolyten, getaucht.
Nach einer bestimmten Zeitspanne wird das negativ geladene Substrat wieder herausgeholt
und mit einer neuen Splllésung gewaschen. Diese Schritte werden so lange wiederholt, bis
die gewilnschte Anzahl an Schichten erreicht wurde. Die schematische Darstellung dieser

Verfahrenstechnik ist in Abbildung 2.26 wiedergegeben.

Abbildung 2.26: Schematische Darstellung der LbL-Depositions Technik zur Herstellung von
multifunktionalen Schichten auf Oberflachen. 1) Eintauchen der Schicht in die Polyanion-Lésung,
2) Spiillésung, 3) Eintauchen des negativ geladenen Substrats in die Polykation-Lésung, 4)
Splllésung. Die Wiederholung der einzelnen Schritte erfolgt solange, bis die gewiinschte Anzahl an

Schichten erreicht ist."""

Diese Methode eignet sich auch, um multifunktionale Schichten auf Kolloiden auszubilden.
Hierbei wird der Schritt des Herausziehens aus der Polyelektrolyt-Lésung durch
Zentrifugieren ersetzt. Handelt es sich bei den Kolloiden um magnetische Partikel, so kdnnen
diese durch magnetische Trennung oder Dialyse gereinigt werden.

Stehen einmal die Parameter, wie Dippzeit, Konzentration der Polymerldésungen,
lonenstarke, Temperatur, pH-Wert, etc. fest, eignet sich die Methode sehr gut um stabile und
reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass
nach dem Herausholen des Substrats ein Konzentrationsgefalle an dem Polymer auf der

Oberflache entstehen kann. Dies wird bei Verwendung des Spray-LbL-Verfahrens
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vermieden. Bei diesem Verfahren werden das Polymer und die Waschlésung nacheinander
auf das Substrat gespriht. Vorteil dieser Methode ist die Ausbildung einer gleichmaRig
verteilten Polymerschicht. Bei dem hydrodynamischen LbL-Verfahren entsteht die Schicht
auf Grund von Massentransport durch Konvektion. Dabei dreht sich das Substrat wahrend es
in eine Polyelektrolytidésung / Waschlésung getaucht wird oder die umgebende L&sung
bewegt sich. Die Spin-LbL-Technik &hnelt dem hydrodynamischen Verfahren. Im
Unterschied zum hydrodynamischen Verfahren dreht sich hier die Flache, auf der sich das
Substrat befindet, mit einer hohen Geschwindigkeit. Auf Grund der Scherstrémung, die durch
die Zentrifugalkraft, die auf die Flissigkeit wirkt, entsteht, adsorbiert das Polymer in wenigen
Sekunden an der Oberflache. Durch die Sprih- bzw. Spin-Technik kann das LbL-Verfahren

um einen Faktor 100 beschleunigt werden.

2.3.2 AUFBAU VON POLYELEKTROLYT-MULTISCHICHTEN

Fur LbL-Depositionen gibt es eine weite Palette an Polymeren, die von anorganisch bis
organisch, von hoher bis geringer Molmasse und von starken bis schwachen Elektrolyten
reicht. Daneben kénnen auch verschiedene Wechselwirkungen auftreten, weshalb es fir die
Layer-by-Layer-Deposition von entscheidender Bedeutung ist, welche Polyelektrolyten
verwendet werden. Je nach Anwendungsmoglichkeit und verwendeter Technik kommen
dabei verschiedene Polymere in Betracht.

Zum Beispiel werden flur den Aufbau von multifunktionalen Schichten fir den elektronischen
und optoelektronischen Bereich, wie LEDs oder Photovoltaikzellen, andere Polymere
bendtigt als flir den biomedizinischen Sektor. So miissen die verwendeten Polymere in der
Medizin biokompatibel, biologisch abbaubar und vor allem ungiftig sein. Diese Eigenschaften
spielen bei den organischen und polymeren Halbleitern keine entscheidende Rolle. Hier
werden vor allem Farbstoffe und Nanopartikel verwendet, die n- und p-Halbleiter
Eigenschaften aufweisen. So werden fiir p-Halbleiter verschiedene Arylamin-Derivate und flr
n-Halbleiter perfluorierte Oligophenylene oder fluorierte Oligothiophene eingesetzt.

Flr biomedizinische Anwendungen kommen eher Polymere wie Polyethylenimin (PEI),
Polypeptide (z. B. Poly(L-Lysin)), Biopolyektrolyte (z. B. DNA, Chitosan), Polyarcylsaure
(PAA) oder Polyallylamin (PAH) in Frage. Abbildung 2.27 stellt die Struktur von

verschiedenen Polyelektrolyten dar.
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Abbildung 2.27: Darstellung der Strukturen von einsetzbarer Polyelektrolyten zum Aufbau von

multifunktionalen Schichten.

Des Weiteren kommt es auf die Art der Wechselwirkung an, die zwischen den einzelnen
Schichten herrschen soll. So werden bei der Charge-Transfer-Wechselwirkung eher
Polymere  verwendet, die entweder eine Elektronen-Akzeptor- oder eine
Elektronen-Donor-Gruppe tragen, wahrend bei der Wechselwirkung, bedingt durch
Stereokomplexe, eher isotaktische bzw. syndiotaktische Polymere eingesetzt werden.

Bei schwachen Polyelektrolyten, wie beispielsweise Polyarcylsaure und Polyallylamin,
kommt es stark auf den pH-Bereich an, in dem gearbeitet wird. Bei diesen Polymeren
konnen die Ladungsverteilungen und Dichte in Abhangigkeit des pH-Werts variiert werden.
Nimmt die Ladungsdichte ab, nimmt auch die intramolekulare Wechselwirkung zwischen den
Schichten ab. Dies hat zur Folge, dass der schwache Elektrolyt nicht so stark adsorbiert
wird, somit Loops ausbildet und eine dickere Schicht entsteht. Die Schichtdicke ist
demzufolge von der Ladungsdichte und dem pH-Wert abhangig.[?® " Auch ist es méglich,
die Ladungsdichte der Schicht nach der Adsorption zu andern. Dies bt einen Einfluss darauf
aus, wie viel von dem gegen-geladenen Polymer adsorbiert werden kann. Der zuvor

beschriebene Effekt tritt aber auch bei hoher Ladungsdichte auf, nur in umgekehrter Weise,
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d. h. eine hohe Ladungsdichte sorgt fir eine starke Adsorption des Polymers und somit zur
Bildung einer dunneren Schicht.

Shiratori et al.'® berichteten von verschiedenen pH-Wert-Bereichen, in denen PAH / PAA
Multischichten gebildet werden kdnnen. In einem pH-Bereich von 6 bis 7,5 weisen beide
Polymere eine volle Ladungsdichte auf und die daraus resultierenden Schichten sind dinn
und eben, so wie es bei starken Elektrolyten der Fall ist. Fir einen héheren pH-Wert-Bereich
(pH 7,5 bis 9) liegt PAH deprotoniert und demzufolge gering geladen vor, wohingegen PAA
immer noch vollstandig geladen vorliegt. Dies fuhrt zu einer teilweisen Desorption des
Polymers PAH, wodurch sich eine dicke und unebene Schicht ausbildet. Diese Schicht kann
bis zu 15mal dicker sein als die im pH-Bereich 6 bis 7,5 gebildete Schicht. Das gleiche
Phanomen ftritt bei einem pH-Wert-Bereich von 4,5 bis 6 ebenfalls fur PAA auf. In einem
pH-Wert-Bereich von 2,5 bis 4,5 liegt PAA mit einer geringeren Ladungsdichte vor, wahrend
PAH vollstandig geladenen ist. Dies fiuhrt dazu, dass die PAA Schicht mit sinkendem
pH-Wert dicker wird, die Ladungsdichte der PAH Schicht jedoch zunimmt, wodurch diese
dunner wird.

Die lonenstarke hat ebenfalls einen Einfluss auf Schichtmorphologie und Topologie. So
liegen Polymere bei einer geringen lonenstéarke / (0 < /< 0,01 M) eher linear vor. Dies dazu
fuhrt, dass das Wachstum der Schichten gleichmaRig ist und die Ausbildung von dinnen
Schichten beguinstigt wird. Mit Zunahme der lonenstarke (/ < 0,01 M) nimmt auch die Dicke
der Schicht zu, da die Ladungen teilweise durch die vorhandenen Gegenionen kompensiert
werden und es somit zur Bildung von Loops kommt.'"?*"? Trotzdem erfolgt die Zunahme der
Schichtdicke sowie die Anzahl der adsorbierten Polymere in Abhangigkeit der lonenstarke in

einem linearen Bereich.

2.3.3 ANWENDUNGSBEREICHE

Hinsichtlich der Variationsmdglichkeiten bei den Layer-by-Layer-Techniken werden
LbL-Depositionen in vielen verschiedenen Bereichen der Chemie, Biologie, Medizin und
Technik angewandt."" Beispielsweise werden Filme fiir Sensoren oder optische
Bauelemente mit dem Layer-by-Layer-Verfahren beschichtet. So konnten
elektronisch-optische BerUhrungssensoren entwickelt werden, die aus verschiedenen
Schichten von Gold und Halbleitern-CdS-Nanopartikeln bestehen. Diese Schichten sind mit
Hilfe von dielektrischen Barrieren, die wiederum aus verschiedenen PSS und PAH Schichten

t [126]

bestehen, voneinander getrenn So konnen LbL-funktionalisierte Filme auch als

Nanoreaktoren zur Herstellung von metallischen und magnetischen Nanopartikeln sowie von
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Halbleiter Nanopartikeln fungieren.!'?”"3" LbL-funktionalisierte Filme finden unter anderem
als Energiespeicher wie in Lithium-lonen-Batterien"® oder als Energiewandler wie in
Brennstoffzellen Anwendung.!** 4 Die LbL-Filme bieten in solchen Geraten den Vorteil
eines effektiven lonentransports, da die lonenleitfahigkeit in den multifunktionalen Schichten
im feuchten sowie im trockenen Zustand funktionieren kann. Einen weiteren
Anwendungsbereich stellen die Biosensoren und Solarzellen!"® dar. Vor kurzem wurde ein
Fliesinjektionsglucosesensor entwickelt. Bei diesem Sensor wurde ein
Anionenaustauscherharz via LbL-Verfahren mit Glucoseoxidase und
Poly(diallydimethylammoniumchlorid) abwechselnd beschichtet und in eine amperometrische
Zelle gepackt.!'*®

Durch das LbL-Verfahren eréffnen sich in der Biomedizin eine Reihe neuer und interessanter
Wege fir die Entwicklung von Drug-Delivery Systemen, Biosensoren oder Tissue
Engineering.* Es bietet die Méglichkeit, unter milden und wassrigen Bedingungen
multifunktionale Systeme aufzubauen, die unter bestimmten Bedingungen die entsprechende
Wirkung freisetzen oder aktiviert werden. So kdénnen beispielsweise in verschiedene
Schichten verschiedene Biomolekile (z. B. DNA, Proteine, Zellen, etc.) eingebaut werden,
die weder ihre Aktivitdt noch ihre Struktur verlieren.™®® "1 Dadurch besteht die Option,
Wirkstoffe in die einzelnen Schichten einzubauen, um eine kontrollierte Wirkstoff-Freisetzung
zu erzielen. Diese kontrollierte Freisetzung kann durch bestimmte Bedingungen wie pH-
Wert-Anderung, Bindungsspaltung oder Abbau der Schichten erreicht werden. Einen guten
Uberblick Uber die biomedizinischen Anwendungsgebiete der LbL-Assembly bietet das
Buchkapitel von G. Decher ,Multifunctional Layer-by-Layer Architectures for Biological
Applications®.!"™!

Die Verkapselung durch Mizellen bietet zum Beispiel die Moglichkeit, hydrophobe Wirkstoffe
unter wassrigen Bedingungen in die Schichten mit einzubauen.!"® 40!

So beschichteten Majewski et al. Eisenoxide abwechselnd mit PAA und PAH und setzten
das Copolymer Poyl(ethylenimin)-Poly(ethylengylcol) als auf3erste Schicht, um die kolloidale
Stabilitdt zu fordern. An diese Schicht wurde das Medikament Cisplatin angebunden.
AnschlieRend inkubierten sie Jurkat-Zellen mit diesen Partikeln und stellten fest, dass der
Zelltod mit weniger als der Halfte der Maximalkonzentration im Vergleich zum freien
Cisplatin, welches sonst in den Tests verwendet wird, erreicht werden kann.!"*"!

Kim et al. synthetisierten Mizellen bestehend aus Poly(ethylenoxid)-block-Poly(e-
caprolacton), und verkapselten diese mit dem Bakteriostatikum Triclosan. Anschlielend
wurde ein Layer-by-Layer-Assembly aus dem Polyethylenoxid der Mizellen und der
Polyacrylsdure aufgebaut. Die Schichten sind durch Wasserstoffbriickenbindungen
untereinander verknipft. Steigt jetzt der pH-Wert auf 7, so I6sen sich die Bindungen und

setzen dadurch das Bakteriostatikum frei (siehe Abbildung 2.28).
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Abbildung 2.28: Schematische Darstellung der kontrollierten Wirkstoff-Freisetzung

mittels LbL-Assembly.["*”

Weiterhin soll noch kurz auf die Arbeiten der Forschungsgruppe von Prof. F. Caruso
eingegangen. Diese Forschungsgruppe synthetisierte biokompatible Kapseln, in die
hydrophobe Stoffe eingeschlossen werden kénnen (siehe Abbildung 2.29).4 Dazu wird in
Gegenwart von hydrophoben Stoffen (z. B. Wirkstoffe, mit Ols&ure stabilisierte magnetische
Nanopartikel oder Quantum Dots) eine Mizelle, bestehend aus Dimethyldiethoxysilan
(DMDES) hergestellt. Anschliel3end wird diese Zelle mit Polydopamin (PDA) beschichtet und
mit Hilfe von Ethanol der DMDES Kern wieder aufgeldst. So entsteht eine Polydopamin
Kapsel, die mit hydrophoben Stoffen beladenen ist. Durch diese Synthese ist es mdoglich
auch hydrophobe Wirkstoffe in den Kdérper einzuschleusen und mit Hilfe eines aufleren

Magnetfeldes an den Zielort zu navigieren.
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Abbildung 2.29: a) Schematische Darstellung der Verkapselung von hydrophoben Stoffen in

PDA-beschichteten Mizellen. b) VergroRerte Darstellung der beladenen Mizellen.['*?
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3.1 SCHWINGUNGSSPEKTROSKOPIE

3.1.1 EINFUHRUNG IN DIE SCHWINGUNGSSPEKTROSKOPIE

Die Wechselwirkung (Absorption oder Streuung) zwischen elektromagnetischer Strahlung
und Materie wird im Allgemeinen als Spektroskopie bezeichnet. Dabei kann das Licht
entweder als Welle oder als Strahlung von Teilchen (Photon, Lichtquant) angesehen werden.
So besitzt die elektromagnetische Strahlung eine Frequenz v und eine Wellenlange A, die mit
der Lichtgeschwindigkeit ¢ Uber folgende Gleichung in Zusammenhang gebracht werden

kann:

V= (3-1)

c
R
Wird hingegen Licht als Strahlung von Teilchen betrachtet, so berechnet sich die Energie E,

die notwendig ist, um ein Photon in den angeregten Zustand zu versetzen, nach de Broglie

mit folgender Gleichung

E-hv=h.%, (3-2)
P

wobei h die Plancksche Konstante (~ 6,627-103* J.s) darstellt. Die Energiedifferenz AE ist

definiert als AE = E;-E,, mit E,, als zwei benachbarte Energieniveaus.

Bei der Schwingungsspektroskopie wird eine Schwingung nur angeregt, wenn dem Molekul
die dazu notwendige Energie AE zugeflihrt wird. Dies geschieht durch Absorption von
elektromagnetischer Strahlung. Wird die Frequenz dieser Anregung gemessen, so kann eine
Aussage Uber die Struktur des zu untersuchenden Moleklls getroffen werden. Bei der
Raman-(Stokes) und FT-IR-Spektroskopie wird die Anregung der Molekulschwingung und
-rotation hervorgerufen. Bei der FT-IR-Spektroskopie wird die Absorption der infraroten
Strahlung gemessen, wohingegen die Raman-Spektroskopie auf der Detektion von
Streustrahlung basiert. Einen ausfihrlicheren Einblick in die Spektroskopie bieten die Werke
von Ferraro et al.' und Hollas et al.."** Das Tabellenwerk von G. Socrates wurde in der

Arbeit fiir die Charakterisierung der verschiedenen Schwingungen herangezogen.!"!
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Die Wellenzahl v stellt den reziproken Wert der Wellenlange dar und gibt die Lage der

Absorptionsbande im Spektrum an. Somit ist die Wellenzahl v direkt proportional zu der

Energie E und der Frequenz v :
E=h-c-v. (3-3)

Die Grundlage der Schwingungsspektroskopie kann unter Verwendung des harmonischen
Oszillators aus der klassischen Quantenmechanik erklart werden. Dieses Modell bezieht sich
auf zweiatomige Molekile. Dabei wird angenommen, dass eine Auslenkung r aus der
Ruhelage proportional zur entgegengesetzt wirkenden Riickstellkraft der Bindung zwischen
den beiden Atomen ist (siehe Abbildung 3.1). Die potentielle Energie V(r) eines Molekils
wird dabei in Abhangigkeit von der Auslenkung durch eine Parabel nach Gleichung (3-4) mit

k als Kraftkonstante und r, als Gleichgewichtsabstand beschrieben:
1 2
V(r):Ek-(r—ro) . (3-4)

Auf Grund der quantenmechanischen Vorstellungen kdénnen die einzelnen Energieniveaus
nur ganzzahlige, diskrete Werte annehmen. Diese Werte mussen grofder oder gleich Null
sein. Beim Modell des harmonischen Oszillators sind diese Energieniveaus aquidistant
(siehe Abbildung 3.1). Da die Molekulschwingungen gequantelt sind und aus einer
Grundschwingung (n = 0) und Oberschwingungen (n=1, 2, 3, ...) bestehen, missen die
Energieniveaus definierte Werte annehmen. Unter Berlcksichtigung dieser Randbedingung

ergibt sich fur die Energie E, der Schwingungsniveaus folgende Gleichung:
1
E,=h-v-(n+), (3-5)

mit n als Schwingungsquantenzahl. Die Frequenz ist dabei wie folgt mit u als reduzierte

Masse dargestellt

=—. |=. 3-6
v=o B (3-6)

Jedoch werden in Wirklichkeit die Energiedifferenzen zwischen den einzelnen
Schwingungsniveaus mit zunehmendem n immer kleiner, wodurch das Modell des

harmonischen Oszillators nicht mehr angewendet werden kann (siehe Abbildung 3.1). Es
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existiert eine Dissoziationsgrenze, an der das Molekdul in seine Atome gespalten wird. Dieser

Potentialverlauf wird durch das Morse Potential

V(r)=Dg [1-e ] (3-7)

exakter wiedergegeben. Dabei ist Dg die Dissoziationsenergie und a = /% :

Die Energie dieser Schwingungsniveaus ist durch Gleichung (3-9) definiert:
1 1.5
E,,=h-v-(n+§)—xD-h-v-(n+E) , (3-8)

mit xp als Anharmonizitatskonstante, die sich wie folgt berechnen lassen kann

(3-9)

In Abbildung 3.1 sind die beiden Potentialverlaufe des harmonischen und des

anharmonischen Oszillators (Morse-Potential) einander gegenlbergestellt.

= ; - Dissoziationsgrenze
=13 7 =4
‘1:"’ v=2 TT V=2
y=1 =1
115 " =0 + '-rill]
T > I =
r r r r

==

0

Abbildung 3.1: Schema der Energieniveaus des harmonischen (links) und des anharmonischen

Oszillators (rechts).

Im Gegensatz zu den Ubergadngen bei dem harmonischen Oszillator, bei denen die

Auswahlregel An=+1 gilt, sind beim anharmonischen auch Ubergédnge mit

An =12, £3, ...erlaubt.
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Auf Grund der Boltzmann-Verteilung ist bei Raumtemperatur grundsatzlich der
Schwingungsgrundzustand des Molekils besetzt. Dies bedeutet, dass die
Absorptionsspektren, die bei Raumtemperatur gemessen werden, hauptsachlich Ubergéange
zwischen dem nullten und dem ersten Schwingungsniveau aufweisen.

Werden die Atome in einem Molekll betrachtet, so kdnnen diese in alle 3 Raumrichtungen
Bewegungen ausfuhren. Diese Normalschwingungen sind zum Einen von der Anzahl der
Atome und zum Anderen von der Geometrie des Molekils abhangig.

So besitzt ein lineares Molekul (z. B. CO,) 3N-5 Schwingungsfreiheitsgrade, wohingegen ein
gewinkeltes Molekil (z. B. H,O) 3N-6 Freiheitsgerade besitzt. N ist dabei gleich der Anzahl
der Atome. Bei einem linearen, zweiatomigen Molekll betragt somit die Anzahl der
Grundschwingungen 3N-5 = 1.

Diese = Normalschwingungen  kénnen wiederum in  Valenzschwingungen und
Deformationsschwingungen gegliedert werden. Bei Valenzschwingungen andert sich die
Bindungslange, dies kann sowohl symmetrisch als auch asymmetrisch erfolgen.
Wohingegen sich bei der Deformationsschwingung der Bindungswinkel zwischen den
Atomen andert. Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass Schwingungen die gleiche Frequenz
und somit die gleiche Energie aufweisen. Diese Schwingungen gelten als entartet und flihren
zu einer Absorptionsbande im Spektrum. Des Weiteren kénnen out-of-plane Schwingungen
bei planaren Molekilen auftreten. Out-of-plane bedeutet, dass sich die Atome aus der

Molekilebene heraus bewegen.

3.1.2 FT-IR-SPEKTROSKOPIE

Die infrarote Strahlung liegt in einem Wellenzahlbereich von 13000 cm™ bis 10 cm™.
Weiterhin wird in nahes (13000 cm™ bis 4000 cm™), mittleres (4000 cm™ bis 400 cm™) und
fernes (400 cm™ bis 10 cm™) Infrarot unterteilt.

Bei der FT-IR-Spektroskopie wird die direkte Absorption von der IR-Strahlung gemessen.
Durch diese Energieabsorption werden Schwingungen der Atome des Molekills angeregt.
Dabei wird in IR-aktive und -inaktive Schwingungen unterschieden. IR-aktiv sind solche
Molekilschwingungen, die entweder ein permanentes Dipolmoment aufweisen, wie zum
Beispiel Salzsdure oder Kohlenmonoxid, oder bei denen wahrend des
Schwingungsvorgangs eine Anderung des Dipolmoments auftritt. Dies ist beispielsweise bei
den Deformationsschwingungen des Kohlenstoffdioxids der Fall. Diese Anderung des
Dipolmoments befahigt die Moleklile mit der elektromagnetischen Lichtquelle in
Wechselwirkung zu treten. Molekulschwingungen die Uber kein permanentes Dipolmoment

(z. B. homonukleare Molekile wie Cl, oder N,) verfigen oder bei denen keine
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Dipolmomentanderung und damit auch keine Strahlungsabsorptionen auftritt, werden als
IR-inaktiv bezeichnet. So ist die symmetrische Valenzschwingung von CO, IR-inaktiv,
wohingegen die asymmetrische Valenzschwingung des Molekdls IR-aktiv ist.

Fir IR-spektroskopische Untersuchungen gibt es verschiedene Messmethoden, wie
beispielsweise die Messung der Transmission, die diffuse Reflexionsspektroskopie oder die
abgeschwachte Totalreflexionsspektroskopie. Bei der verwendeten Messmethode handelt es
sich um die abgeschwachte Totalreflexionsspektroskopie.

Die abgeschwachte Totalreflexion (engl. Attenuated Total Reflectance, ATR) beruht auf der
Lichtreflexion zweier optisch verschieden dichter Medien. Vor allem flir Proben, die nicht in
Transmission analysiert werden koénnen, da sie kaum oder undurchlassig fur IR-Strahlung
sind, ist die ATR-Technik von Bedeutung.

Fallt ein Strahl durch ein optisch dichtes Medium (hier: Prisma) mit einem hohen

Brechungsindex n, unter einem grolieren Einfallswinkel « als dem Grenzwinkel der

Totalreflexion auf die Grenzflache zu einem optisch diinnerem Medium (hier: Probe) mit

einem kleineren Brechungsindex n,, so wird die Strahlung in das optisch dichtere Medium

zuruckreflektiert. Ein Teil der elektromagnetischen Energie dringt, auf Grund der
Welleneigenschaften des Lichts, in das optisch dinnere Medium ein und wird dabei etwas
versetzt reflektiert, sieche Abbildung 3.2. Von Totalreflexion wird dann gesprochen, wenn der
Strahl wieder vollstandig in das optisch dichtere Material zurlickreflektiert wird. Es handelt
sich um eine abgeschwachte Totalreflexion, da ein Teil der elektromagnetischen Strahlung

vom optisch dinneren Material absorbiert wird.

S
Emittierseite “SENANL N ? :
IR-Strahl ZnSe-Kristall Detektorseite

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung eines ATR-Prismas mit dem dazugehdrigen

Strahlenverlauf.

Bei einer Wellenlange beispielsweise eines Schwingungsiibergangs kommt es zur Reduktion

der reflektierten Strahlungsintensitdt, da die Probe IR-Strahlung absorbiert.'* Die
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Eindringtiefe dr (= Depth of Penetration) dieser evaneszenten Welle wird wie folgt

berechnet

d, = 4 (3-10)

P 2
J(UJ
n,

und gibt den Abstand an, bei dem die Strahlungsintensitat auf 1 / e abgesunken ist. Dabei

nimmt die evaneszente Welle exponentiell mit zunehmender Entfernung zur Grenzflache hin
ab. Demzufolge ist die Eindringtiefe abhangig vom  Einfallswinkel, vom
Brechungsindexverhaltnis der beiden Medien und von der Wellenlange. So ist bei gleichem
Einfallswinkel die Eindringtiefe in die Probe gering, wenn das Brechungsindexverhaltnis klein
ist. Ein weiterer limitierender Faktor fir die Eindringtiefe ist der Kontakt zwischen der Probe
und dem Kiristall. Ein enger Kontakt zwischen der Probe und dem Kristall wird dadurch
erzielt, dass die Probe entweder mit Druck auf das Prisma gedrickt wird oder die zu
untersuchende Dispersion auf der Kristalloberflache eingedampft wird. Die zu untersuchende
Probe befindet sich auf einem IR-durchlassigen, trapezférmigen Prisma (siehe Abbildung
3.2). Dieses Prisma besteht aus einem speziellen Einkristall, entweder aus Zinkselenid
(ZnSe), Germanium oder Diamant. Zinkselenid-Einkristalle sind fir Wellenlangen des

mittleren Infrarots ausreichend transparent und haben einen grof3en Brechungsindex.

3.1.3 RAMAN-SPEKTROSKOPIE

Bei der Raman-Spektroskopie wird im Gegensatz zur FT-IR-Spektroskopie nicht die
Absorption von Strahlung gemessen, sondern die Streustrahlung des Lichts. Die Existenz

dieser Photonenstreuung wurde bereits 1923 von Smekal™"!

postuliert und 1928 von Raman
und Krishnan experimentell nachgewiesen.!"®!

Trifft monochromatisches Licht auf eine Probe, so tritt ein Teil der Strahlungen ungehindert
durch die Probe, d. h. ohne dass dieser in Wechselwirkung mit den Molekulen tritt. Dies wird
als Transmission bezeichnet. Weiterhin wird ein kleiner Teil der Strahlung mit der gleichen
Frequenz wie der des eingestrahlten Lichts in alle Richtungen gestreut. Bei dieser Streuung,
die auch Rayleigh-Streuung genannt wird, handelt es sich um einen elastischen Prozess, bei
dem die Energie der Photonen unverandert bleibt. Jedoch regt ein noch kleinerer Teil der
Photonen beim inelastischen Sto3 mit Molekilen diese zu Schwingungen an. Dadurch

Ubertragt sich ein Teil der Energie in Form von Schwingungsenergie auf die Molekule,
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wodurch das Licht eine geringere Frequenz aufweist als das eingestrahlte Licht. Diese
Streuung wird als Raman-Streuung (Stokes-Streuung) bezeichnet. Bei der Wechselwirkung
mit Molekulen, die sich bereits im ersten angeregten Schwingungszustand S; befinden, ist
die Lichtstreuung mit Abgabe der Schwingungsenergie an das Streulicht verbunden. Somit
ist das Streulicht energiereicher und weist eine hdhere Frequenz auf als das eingestrahlte
Licht. In diesem Fall wird von Anti-Stokes-Streuung gesprochen. Da sich nach der
Boltzmann-Verteilung bei Raumtemperatur die meisten Molekile im Grundzustand S,
befinden, ist die Intensitat der Stokes-Streuung starker als die der Anti-Stokes-Streuung.

In Abbildung 3.3 sind die verschiedenen Streuprozesse schematisch wiedergegeben.

E A
S,
vitualles . s
Miveau 1 i
iy, =g v, = = hv, by, - hv,
S ' p— V,— v, -
0
Vi, — Vi — v, —_—
Raman- Rayleigh- Raman-
Streuung it Streuung
(Stokes) g (Anti-Stokes)
Vesas = Vo Ve= ¥a Vot gisses = Vo

AE=>0 AE=0 AE=<(0

Abbildung 3.3: Gegenlberstellung der Energiezustande der verschiedenen Streuprozesse. S, stellt

den Grundzustand des Molekiils dar und S; den ersten angeregten Schwingungszustand.

Raman-aktiv sind solche Moleklle, bei denen es wahrend der Schwingung zu einer
Anderung der Polarisierbarkeit kommt. Dies sind zum Beispiel homonukleare Molekile wie
Wasserstoff, Stickstoff oder Chlor.

Liegt bei dem Molekdl ein Inversionszentrum vor, so gilt das Alternativ-Verbot. Dieses Verbot
besagt, dass IR-aktive Schwingungen Raman-inaktiv sind und umgekehrt. Ein Beispiel daflr
ist Kohlenstoffdioxid. Jedoch ist die symmetrische Valenzschwingung Raman-aktiv, aber
IR-inaktiv. Bei der asymmetrischen Valenzschwingung von CO. ist dies genau umgekehrt.
Die Atome kénnen nicht simultan die Polarisierbarkeit und das Dipolmoment dndern.

Im Allgemeinen gilt jedoch, dass polare Bindungen, die schwer zu polarisieren sind, eine
geringere Raman-Intensitat aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigen unpolare Gruppen ein

starkes Raman-Signal.
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3.2 FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE

3.2.1 PHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN DER FLUORESZENZ

Allgemein wird unter Fluoreszenz die spontane Emission von Licht verstanden, die nur so
lange anhalt, wie das Molekiil durch die Absorption von Licht angeregt wird.!"*"!

Diese Lichtabsorption von Molektlen wird durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben

A=Iog(l7°)=gi-c-d. (3-11)

A bezeichnet die Absorbanz, I, die Intensitat des eingestrahlten Lichts, / die Intensitat des

transmittierten Lichts, ¢ die Konzentration der Probe und d die Dicke der Kuvette. ¢, stellt

den molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten dar, der fir jeden Stoff spezifisch und
abhangig von der Wellenlange ist.

Auf Grund der Absorption von elektromagnetischer Strahlung kann ein Molekil vom
elektronischen Grundzustand S, in elektronisch angeregte Singulett-Zustidnde S; oder S,
Ubergehen. Das Elektron absorbiert dabei die Energie hv, des Photons. Dieser Ubergang
findet innerhalb von 10™"°s statt. Abhangig von der eingestrahlten Wellenlange kann das
angeregte Molekul in jedem dieser elektronischen Zustande in einer Anzahl verschiedener
Schwingungsniveaus existieren, die mit 0, 1, 2 usw. bezeichnet werden.

Die Relaxation in den elektronischen Grundzustand kann auf verschiedenen Wegen erfolgen

und wird schematisch in einem Jablonski-Diagramm in Abbildung 3.4 dargestellt.

A
S, - —
EIli'_': : T?
S, Ty Ay — - (cs Hic
Absorption h ¥ T1
T e r v hiv
Fluoreszenz
S, | ¥

Abbildung 3.4: Eine Darstellungsform des Jablonski-Diagramms. S, stellt den elektronischen

Grundzustand des Molekiils dar, S; und S, die elektronisch angeregten Singulett-Zustande.[™
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Weiterhin besteht die Mdoglichkeit, dass das Elektron im S,-Zustand unter Abgabe von
Energie, die meist strahlungslos erfolgt, in den ersten angeregten Zustand S; relaxiert. Dies
erfolgt innerhalb von Pikosekunden und wird als interne Konversion (/nternal Conversion, IC)
bezeichnet. Diese Konversion erfolgt ohne Anderung der Spin-Multiplizitat, unter Abgabe der
Energie in Form von Warme. Auf Grund der Tatsache, dass die interne Konversion innerhalb
von 10"?s ablauft, ist diese bereits abgeschlossen, bevor die Fluoreszenz (Lebensdauer
1078 s) auftritt.!"™ Dementsprechend wird die Fluoreszenz aus héher angeregten Zustanden
fast nie beobachtet und erfolgt nur aus dem energetisch niedrigsten elektronisch angeregten
Zustand S; (Regel von Kasha).l"*"!

Erfolgt jetzt die Relaxation aus dem niedrigsten Schwingungsniveau des ersten angeregten
Zustands S; in den Grundzustand unter Emission eines Photons, so wird dieser Vorgang als
Fluoreszenz bezeichnet. Dabei ist die Energie der Fluoreszenz hve geringer als die
absorbierte Energie hv,. Dies hat zur Folge, dass die Fluoreszenz bei héheren Wellenlangen
auftritt als die Absorption. Dieser Energieverlust basiert auf dem zuvor beschriebenen
Prozess der internen Konversion und wird als Stokes’sche Regel bezeichnet.

Ein Elektron kann von dem ersten angeregten Singulett-Zustand S; unter Spinumkehr in den
niedrigsten angeregten Triplett-Zustand T, Ubergehen. Dabei findet dieser Prozess, der als
Interkombination (InterSystem Crossing, ISC) bezeichnet wird, strahlungslos statt. Dieser
Ubergang ist energetisch zwar erlaubt, da der Triplett-Zustand energetisch tiefer liegt als der
jeweilige Singulett-Zustand, aber auf Grund der Spin-Auswahlregel AS = 0 verboten. Die
Verweildauer im Triplett-Zustand liegt im Bereich von Millisekunden bis Sekunden.!'*

Die Relaxation aus dem Triplett-Zustand wieder zurlick in den Grundzustand, die unter
Emission eines Photons der Energie hvp ablauft, wird als Phosphoreszenz bezeichnet. Die
Ruckkehr in den Grundzustand ist spinverboten und erfolgt somit verlangsamt. Dies erklart
den Unterschied zur Fluoreszenz, bei der die Lichtabgabe innerhalb von Nanosekunden
nach der Anregung erfolgt, wohingegen die Emission bei der Phosphoreszenz bis zu einigen

Stunden andauern kann.

3.2.2 FLUORESZENZ-KORRELATIONS-SPEKTROSKOPIE

Bei der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) handelt es sich um eine
Einzelmolekulspektroskopie. Diese Methode wurde in den friihen 70er Jahren entwickelt. Auf
Grund von technischen Entwicklungen (z. B. konfokale Mikroskopie) gewann sie erst in den

letzten Jahren an Bedeutung. Die Vorteile liegen in der hohen lokalen Auflésung. So kénnen,
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trotz kleinster Probenmengen und kurzer Aufnahmezeit von nur wenigen Sekunden, einzelne
fluoreszierende Molekiile betrachtet werden.['>""%"]

Die FCS stellt eine der am haufigsten verwendeten Methode in biophysikalischen
Untersuchungen dar. Sie bietet die Mdaglichkeit, Diffusion sowie intra-/intermolekulare
Wechselwirkungen diverser fluoreszenzmarkierter Partikel zu untersuchen. Eine detaillierte
Beschreibung des Aufbaus des Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometers befindet sich in
Kapitel 9.1.5.

Die FCS basiert auf der Analyse fluoreszierender Molekile in Losungssystemen, die sich im
thermodynamischen  Gleichgewicht  befinden. Durch die  Beobachtung von
Intensitatsfluktuationen werden kleinste stochastische Abweichungen vom Gleichgewicht
detektierbar. Diese Intensitatsschwankungen des Fluoreszenzlichts resultieren auf der einen
Seite aus der Bewegung der Teilchen durch Diffusion (Brown'sche Bewegung) in das
Detektionsvolumen hinein und wieder hinaus. Auf der anderen Seite kénnen Ubergénge in
nicht-fluoreszierende Zustande, z.B. Triplett-Zustande oder andere Dunkelzustande
auftreten. Im einfachsten Fall von frei diffundierenden Farbstoffmolekilen ohne
Dunkelzustande sind die Fluktuationen im Fluoreszenzsignal eine Folge statistischer
Fluktuationen der Anzahl von Molekilen, die in das Beobachtungsvolumen eintreten und es
wieder verlassen."®

Um quantitative Informationen aus dem stochastischen Intensitatssignal zu erhalten, wird
das angeregte Fluoreszenzsignal F(f) einer Korrelationsanalyse unterzogen. Hierzu wird die

normierte Autokorrelationsfunktion zu unterschiedlichen Zeiten tund t + ¢

6(r) - (F(t)-F(t+7)) 1 (6F(t)-5F(t+7)) (3-12)

(Ft)) (Ft)y

mit der Intensitatsfluktuation + 6§ F(t) berechnet. Diese Intensitatsfluktuation & F(t) errechnet

sich aus dem zeitlichen Mittelwert <F(t)> des gemessenen Fluoreszenzsignals F (), d. h.

S F(t)=F(t)-(F(t)).

Voraussetzung fur die quantitative Beschreibung von Fluktuationen ist eine stark verdiinnte
Ldsung, die sich im thermodynamischen Gleichgewicht befindet. Die Farbstoffmolekiile
gehen untereinander keine Wechselwirkung ein. Abbildung 3.5 =zeigt verschiedene
Autokorrelationsfunktionen in  Abhangigkeit von der Konzentration und von dem

Partikeldurchmesser.
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Abbildung 3.5: Verschiedene Autokorrelationsfunktionen a) bei variierender Konzentration; b) bei
Zunahme des Partikeldurchmessers. Mit steigender Konzentration sinkt die Amplitude G(7)

proportional zur Teilchenzahl und bei VergroRerung des Partikeldurchmessers wird eine langere

Aufenthaltsdauer im Detektionsvolumen und somit ein Anstieg der Diffusionszeit bewirkt.['*!

Ist die Konzentration ausreichend gering, so ist die Signalfluktuation abhangig von einer
Konzentrationsfluktuation 6C. Gleichzeitig ist die Signalintensitat Gber einen weiten Bereich
proportional zur Anregungsintensitit. Durch Fokussieren des Lasers auf kW-cm? wird das
Fluoreszenzsignal verstarkt und die Konzentrationsfluktuation korreliert mit dem
Anregungsprofil. Die Form vom Fokus lasst sich in lateraler Richtung x durch zwei
Gauss-Funktionen, in axialer Richtung z durch eine Lorentzfunktion beschreiben.!'®%

Fir den Fall konfokaler Detektion und bei genugend kleinen Lochblenden kann die
Lorentzfunktion als Gauss-Funktion angendhert werden, um eine analytische Ldésung zu
erhalten:

Iv2 2 2
W(I’)=ex,0(—2(X—:y)).exp(—2 a()f )). (3-13)

X

Dabei stellt W(r) das Anregungsprofil und «,,, die laterale bzw. axiale Halbwertsbreite dar.
Fir ein monomolekulares System diffundierender Teilchen gilt unter Verwendung der

Gleichung (3-12) und (3-13) folgenden Zusammenhang

1 1 1
G(r)=1+ : : , (3-14)
CVer 1+£r 1.,.@7
Wy 0)2
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wobei CV, die Teilchenanzahl (Anzahl Molekiile, die sich gleichzeitig im Detektionsvolumen
Ver befinden) und D den Diffusionskoeffizient darstellt.
Gilt o, >> ®,, so wird die Autokorrelationsfunktion von der Diffusion in lateraler Richtung

dominiert und Gleichung (3-15) reduziert sich zu nachfolgender Formel:

1 1
G(r)=1+ . (3-15)
CVorr 1+
™p
mit der charakteristischen Diffusionszeit 7, :
2
(4]
=, 3-16
D 4D ( )

Bei bekannter lateraler Ausdehnung des Beobachtungsvolumens kann daraus die

Diffusionskonstante des fluoreszierenden Objektes bestimmt werden.['6''6%!

3.2.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE
(FACS: FLUORESCENCE ACTIVATING CELL SORTER)

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren zur Analyse von
fluoreszenzmarkierten Zellsuspensionen. Das Prinzip des Analyseverfahrens beruht dabei
auf der gleichzeitigen Messung des Streulichts sowie des Fluoreszenzsignals einzelner
Zellen (Granylozyten, Monozyten und Lymphozyten). So kbnnen zum Einen die Morphologie,
d. h. die Grdle, die Membranstruktur und die intrazellularen Strukturen der Zellen analysiert
werden und zum Anderen werden verschiedenen Zellen mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten
monoklonalen Antikérpern quantifiziert. Diese Antikdrper richten sich gegen einzelne
Epitope. Epitop ist der Bereich eines Antigens, an dem der vom Immunsystem gebildete
Antikdrper anbinden kann. Die Klassifizierung dieser Antikorper erfolgt anhand der von ihnen
erkannten Antigene. Hierbei handelt es sich um eine CD-Nomenklatur (CD: Cluster of
Differentiation). So ist zum Beispiel CD-45 ein membranstandiges Protein, das eine
Tyrosinphosphatase Aktivitat aufweist. Dieses CD-45, welches mit FITC markiert sein kann,
reagiert mit dem spezifischen Antigenrezeptor von T-Zellen. Anhand der gemessenen
Fluoreszenzintensitat kann eine Aussage uber die Anzahl der vorhandenen markierten

Zellen getroffen werden.
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Das Messprinzip beruht darauf, dass die zu untersuchende Zellsuspension mit Uberdruck in
durch eine Kapillare gefiihrt wird. Dadurch passieren die Zellen einzeln den Fokus des
Laserstrahls. Die Zellmorphologie wird mit zwei verschieden angeordneten Detektoren, dem
Vorwartsstreulicht- (Forward SCatter, FSC) und dem Seitwartsstreulicht-Detektor (Side
SCatter, SSC) charakterisiert (vgl. Abbildung 3.6). Der FSC befindet sich in Richtung des
urspringlichen Laserstrahls und misst vor allem die Grolie der Zelle. Dies bedeutet, dass
kleine Zellen, wie Lymphozyten, ein geringes Signal hervorrufen, wohingegen Granulozyten
ein groRes Streulicht erzeugen. Der SSC-Detektor ist im Unterschied dazu in einem 90°
Winkel zum urspringlichen Strahl angeordnet. Das Seitwartsstreulicht hangt neben der
GroRe auch von der Granularitat und der Membranbeschaffenheit der Zelle sowie von der
Struktur des Zellkerns ab. Folglich weisen Granulozyten auf Grund ihrer rauen Oberflache
und der hohen Anzahl an Vesikel im Inneren eine hohe Seitwartsstreulichtintensitat auf,

wahrend T-Zellen nur ein kleines Signal hervorrufen.!'®*

~o) - Dol-Plot-Auflragung
% ¥ / o Lymphozyten g
o Monozyten
l‘ '] i et
l"“- Kapillare | - Granulozyten 0
73]
ABE rnm : - . D
Laser o u FCS, Vorwartsstreulicht-Detektor
1k 1 &%

S5C, Seitwartsstreulicht-Detektor

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Messprinzips eines FACS-Gerates sowie die

Auftragung der Ergebnisse in der Dot-Plot-Darstellung, d. h. jeder Punkt reprasentiert eine Zelle.

Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgt ebenfalls im 90° Winkel. Mit Hilfe von
verschiedenen Spiegeln und optischen Interferenzfiltern werden die Emissionsspektren der
verschiedenen Fluoreszenzmarker (z. B. FITC 519 nm, Phycoerythrin 578 nm, Peridinin
Chlorophyll Protein Komplex 678 nm) getrennt und durch Photomultiplier detektiert. Die
Nomenklatur dieser Detektoren richtet sich nach dem spektralen Abstand zum
Anregungslicht, d. h. wird mit einem Argonlaser (488 nm) angeregt, so erkennt der erste
Detektor griines Licht (FL1), der zweite oranges (FL2) und der dritte rotes Licht (FL3).['®°!
Durch diesen Aufbau ist es moglich, gleichzeitig alle Farbstoffe einzeln zu detektieren und zu
analysieren. In Abbildung 9.6 ist der Aufbau des verwendeten Durchflusszytometers
schematisch dargestellt. Die dazugehoérigen Daten kdnnen in Kapitel 9.1.4 nachgelesen

werden.
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3.3 ZETAPOTENTIAL

3.3.1 ELEKTROSTATISCHE WECHSELWIRKUNG

Die elektrostatische Wechselwirkung basiert auf der Interaktion von gegensatzlich geladenen
Polyelektrolyten. Nach der Adsorption eines Polyelektrolytens an einer Oberflache, kommt es
zur Umkehr des Oberflachenpotentials und damit zur Anderung des elektrischen Potentials
an dieser Grenzflache. Eine solche Oberflachenladung kann mit Hilfe des Zetapotentials
bestimmt werden. An einer Grenzflaiche sind die elektrischen Ladungen der lonen
asymmetrisch verteilt. Diese Ladungsverhéltnisse an der Phasengrenze und die
Kompensation der Oberflachenladung in der diffusen Schicht werden durch das

Schichtmodell nach Stern, Helmholtz und Gouy-Chapman erlautert (s. Abbildung 3.7).

Scherschicht

Granze der starren Doppelschicht
BubBere Helmholtzschicht

innere Helmholtzschicht

diffuse Doppelschicht

dulters Helmholtzschicht
'@ Scherschicht
£ innere Helmholtzschichl
VLA

G Stern Potential

Mernst Potential—
Zetapotential

LY

Potential

diffuse Schicht

il ———

L -

Z
Abstand zur Oberfliche

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der elektrischen Doppelschicht nach dem Schichtmodell

von Stern, Helmholtz und Gouy-Chapman.

Die meisten Partikel in Dispersionen besitzen eine negative Oberflachenladung,
(Nernst-Potential). Bei der Ausbildung der elektrolytischen Doppelschicht lagern sich selbst
an diese negativen Oberflachen bevorzugt negativ geladene lonen aus dem
Suspensionsmedium an. Es entsteht eine starre, innere Helmholtzschicht, auf die eine
starre, aulere Helmholtzschicht folgt, die wiederum aus starren, hydratisierten positiven
lonen besteht. An dessen aufliere Grenze bildet sich das sogenannte Stern-Potential aus.
Dieses Potential wird nach Gouy und Chapman durch eine diffuse Schicht aus beweglichen

lonen kompensiert. Der Abfall des Potentials erfolgt exponentiell, bis ein genligend grolRer
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Abstand zur Oberflache des Teilchens erreicht ist und somit einen konstanten Wert
angenommen hat. Bei jeder relativen Bewegung zwischen der festen und flissigen Phase
wird die diffuse Schicht ganz oder teilweise abgeschert. Das Potential an dieser Schergrenze
ist das so genannte Zeta- oder elektrokinetische Potenzial (¢).["®®!

Der Absolutwert des Zetapotentials ist somit ein Mal} fur die elektrostatische Stabilisierung
von Partikeln in Suspension und ist abhangig vom Partikelmaterial, dem
Suspensionsmedium und der Ladungstragerdichte (z. B. pH-Wert oder lonenstarke). Im
Allgemeinen sind Zetapotential-Messungen an der Oberflache diverser Feststoffe wie

beispielsweise Platten, Folien, Membranen und Partikel durchfiihrbar.

3.3.2 MESSUNG VON ZETAPOTENTIALEN

Das Zetapotential stellt einen wichtigen Parameter fir die physikalische Stabilitdt von
Dispersionen dar.!"®® Es legt das AbstoRungsverhalten von gleichgeladenen Partikeln in der
Suspension fest. Je grélRer das Zetapotential eines Partikels ist, desto gréRer sind die
elektrostatischen Abstolungen zwischen den Teilchen und umso stabiler ist das Fluid.

Zur Bestimmung des Zetapotentials konnen verschiedene Methoden, wie die
Elektrophorese, die Elektroosmose, das Sedimentationspotential oder das
Stromungspotential herangezogen werden. Die Elektrophorese und das Strémungspotential
sollen naher erlautert werden. Fir die restlichen Methoden sei auf die angegebene Literatur
verwiesen."®® Wihrend die Elektrophorese zur Messung des Zetapotentials kleiner Partikel
verwendet wird, dient das Strémungspotential in erster Linie zur Vermessung
makroskopischer Oberflichen wie Platten, Filme, Fasern oder Membranen.!"®®

Das Stromungspotential entsteht, wenn eine Flissigkeit nicht durch ein angelegtes
elektrisches Feld, sondern durch Druck an einer ruhenden Festkorperoberflache vorbei
stromt, z. B. einer Kapillarwand. Die Doppelschichtladungen an der Kapillarwand werden in
Flussrichtung mitgezogen, wodurch ein elektrisches Feld aufgebaut wird. Dieses Feld
verlauft in entgegengesetzter Richtung zum Strom der Flissigkeit. Das im Gleichgewicht
eingestellte Potential entlang der Kapillare wird als Stromungspotential bezeichnet. Das

Stromungspotential kann durch zwei in einem Strémungskanal positionierte Elektroden

abgegriffen und mit Hilfe der folgenden Gleichung bestimmt werden:"®®
AU -L-n
= . 317
¢ Ap-Q-¢-5 R (3-17)
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AU ist das Stromungspotential, Ap ergibt sich aus der Druckdifferenz, L und Q stellen die
Lange und den Querschnitt des Strémungskanals dar und R steht flr den elektrischen
Widerstand.
Als Elektrophorese wird die Wanderung von Partikeln durch ein angelegtes elektrisches Feld
beschrieben. Die feste Phase ist dabei stationar und nur die Partikel der zweiten Phase
(entweder Flussigkeit oder Gas) bewegen sich. Auf Grund dieser Bewegung kommt es zur
Reibung der Gegenionen an der Doppelschicht, so dass diese teilweise abgeschert werden.
Nach aufien hin wirkt das Teilchen nicht mehr elektrisch neutral sondern erhalt eine
Nettooberflachenladung, die als Zetapotential gemessen wird.'®®!
Die elektrophoretische Mobilitdt p der Partikel steht somit im direkten Zusammenhang mit
dem Zetapotential und kann mit Hilfe der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung berechnet
werden. Die Gleichung ist wie folgt definiert

;o= (3-18)

g'go

wobei ¢ die Dielektrizitdtskonstante des Dispersionsmediums, ¢, die Influenzkonstante
(€0 =8,8542.10" C.V'm™) und 7 die Viskositidt darstellen."®™ Die elektrophoretische
Mobilitat ist von der Partikelgrof3e, dem Dispersionsmedium sowie von der Ladungsdichte
auf der Partikeloberflache abhangig. Mit Hilfe einer Laser-Doppler-Anemometrie (LDA) wird
die elektrophoretische Mobilitat der geladenen Partikel in Suspension nach Gleichung (3-19)
bestimmt. Bei der LDA erfahrt ein Laserstrahl eine Dopplerfrequenzverschiebung, wenn er
auf ein bewegtes Teilchen ftrifft, wobei diese Frequenzverschiebung in der Grélkenordnung
von wenigen 100 Hz liegt. Gegeniiber der Frequenz des Laserlichts von 6-10™ Hz ist diese
Frequenzverschiebung durch Filter- oder Interferometrie-Methoden nicht detektierbar. Der

prinzipielle Messaufbau des Zetasizers ist in Abbildung 3.8 dargestellt.

@ Photomultiplier
[ -
Laser Strahlteiler &
I j \ ¥ (
)
“ Tv N

Streustrahl

\ MeRkapillare
Spiegel -1
Referenzstrahl d—)

Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau des Zetasizers in heterodyner Messanordnung. Als
[166]

Anregungsquelle dient ein He-Ne-Laser.
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Durch die Uberlagerung von zwei koharenten heterodynen Laserstrahlen (hier: He-Ne-Laser,
Laserwellenlange A =632,8 nm) ist es maoglich, die Frequenzverschiebung zu messen.
Heterodyn bedeutet, dass ein intensitatsschwacher Referenzstrahl mit einem intensiven
Streustrahl gekreuzt wird und der Detektor in Richtung des Referenzstrahls steht. Am
Kreuzungspunkt der koharenten Laserstrahlen entsteht ein Interferenzmuster, durch welches
sich die Partikel hindurchbewegen. Anhand der Frequenzverschiebung fp (Dopplerfrequenz)
kann mit Hilfe der nachfolgenden Gleichung die Mobilitdt der Partikel u berechnet werden

(e ist der Winkel zwischen den zwei Laserstrahlen, s. Abbildung 3.8):

2sin(a/ 2
_ 2sin(a/2)

f
b p)

(3-19)
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4. BIOMEDIZINISCH FUNKTIONALISIERTE NANOPARTIKEL

4.1 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG VON FERROFLUIDEN

41.1 SYNTHESE VON MANGAN-ZINK-FERROFLUIDEN

Die Koprazipitationsmethode ist eine der gangigsten Methoden zur Herstellung von
gemischten Ferrofluiden (vgl. Kapitel 2.2.2). Bei den synthetisierten Ferrofluiden handelt es
sich um Mangan-Zink-Ferrite (MnZn-MNP) der Zusammensetzung MngsZng.Fe,O,4, deren

Bildung sich durch folgende Reaktionsgleichung darstellen I&sst:

(1- x)Mn** + xZn** + 2Fe*" +80H~ — Mn,_,Zn Fe,0O, - H,0 + 3H,0

mit 0 < x<1.
Diese Reaktion unterteilt sich in 2 Schritte. Im ersten Schritt erfolgt die Bildung der

Metallhydroxide durch Fallung der Metalle im alkalischen Medium (pH-Wert > 10):

(1= x)Mn? + xZn* +2Fe* +80H™ — (1- x)Mn(OH), - xZn(OH ), - 2Fe(OH ), 1

Im zweiten Schritt wird durch Erhitzen des Zwischenproduktes in der Mutterlauge das
Endprodukt Mni,Zn,Fe,O, gewonnen. Um ein stabiles Ferrofluid zu erhalten, ist es
notwendig eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen den Partikeln zu erreichen. Dies
wird zum Einen durch die Behandlung der Oberflache der Partikel mit Salpetersaure und
zum Anderen durch die Protonierung der Oberflache mit Hilfe von Nitrat-lonen erzielt.
Dadurch entsteht eine elektrochemische Doppelschicht.

Das gewonnene Ferrofluid weist einen pH-Wert um 2 auf. Voraussetzung flr die Anwendung
im biomedizinischen Bereich ist allerdings ein Ferrofluid, welches bei einem
pH-Wert um 7 stabil ist. Dazu werden die Nitrat-lonen durch Citrat-lonen ausgetauscht. Die

Synthesevorschrift eines Ferrofluids kann in Kapitel 9.3 des Anhangs nachgelesen werden.
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4.1.2 CHARAKTERISIERUNG DER SYNTHETISIERTEN MNZN-FERROFLUIDEN

Die Bestimmung der KristallitgroRe erfolgt anhand der Auswertung von XRD-Reflexen mit
Hilfe der Scherrer-Theorie. In Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2 sind charakteristische
Diffraktogramme von MnZn-Ferriten dargestellt. Die blauen Linien reprasentieren die
kennzeichnenden Reflexe (Jacobsite zincian, PDF 74-2402) der Mng gZn, 2Fe,O4-Verbindung
aus der Kristalldatenbank.

Die Bestimmung des volumengemittelten Kristallitdurchmessers erfolgt mittels des
Scherrer-Verfahrens durch Heranziehen der signalintensivsten Reflexe. Diese Reflexe
werden zuerst mit Hilfe der Basislinienkorrektur angepasst und unter Verwendung einer
Lorentz-Anpassung die Halbwertsbreite (FWHM) der Reflexe bestimmt. Durch die
Verwendung der nachfolgenden Formel (4-1) kann aus den ermittelten Parametern die

Kristallitgrofie bestimmt werden

K-
Lvol = ’
FWHM -cos(6)

(4-1)

dabei ist K als Scherrer-Konstante definiert, die im Rahmen dieser Arbeit als eins
angenommen wird, L, als mittleren Korndurchmesser der Kristallite, 4 als Wellenlange der
verwendeten Rontgenstrahlung und @ als Winkel der Bragg-Brentano-Geometrie. Durch
Multiplikation mit 4/3 wird die Saulenlange L,, in den Kristallitdurchmesser D,

umgerechnet.

4
2,0x10 Nitrat-stabilisiertes Ferrofluid

—— JCPDF 74-2402
Lorentz-Anpassung fir jeden

(311)

. einzelnen Peak
1,5x10" 7 ----—- Lorentz-Anpassung fiir das
gesamte Diffraktogramm
k2]
S 1,0x10*1
[e]
(@]
5,0x10°
(111)
0,04
10 20

20[°]

Abbildung 4.1: Basislinienkorrigiertes Diffraktogramm eines Nitrat-stabilisierten MnZn-Ferrits mit den
charakteristischen Reflexen (schwarz), der dazugehdrigen Lorentz-Anpassung (rot und griin)

und den Referenzreflexen (blau) aus der Datenbank.
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Anhand der aufgenommenen Diffraktogramme I&sst sich erkennen, dass nur die Reflexe des

synthetisierten Ferrofluids vorhanden sind und Fremdphasen somit ausgeschlossen werden.

Des Weiteren weisen die Partikel eine nahezu vollstandige Kristallinitat auf, da amorphe

Phasen im Diffraktogramm nicht zu erkennen sind.
sind die kalkulierten S&ulenldangen sowie die daraus erhaltenen

In Tabelle 4.1
Kristallitdurchmesser fir die verschiedenen Reflexe zusammengefasst. Der gemittelte

Durchmesser des Nitrat-stabilisierten Ferrofluids belauft sich auf 17,8 nm = 1,2 nm.

Tabelle 4.1: Tabellarische Zusammenfassung der Scherrer-Kalkulation fir die signalintensivsten

Reflexe eines Nitrat-stabilisierten Ferrofluids.

hkl 220 311 400 422 511 440

20[°] 30,013 35,351 42,963 | 53,276 | 56,833 |62,429

FWHMI[°]| 0,595 0,628 0,866 0,657 0,815 | 0,884

Lyo [nm] 15,4 14,8 11,0 15,0 12,3 11,7

Do [nm] 20,5 19,7 14,7 20,0 16,4 15,6

@ D, [nm]| 17,8 + 1,2

Abbildung 4.2 zeigt das Diffraktogramm eines Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrofluids. Wie zu

beide Diffraktogramme identische Reflexe und reproduzierbare

erwarten,

zeigen

Kristallitdurchmesser.
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Abbildung 4.2: Reprasentatives Diffraktogramm (mit Korrektur der Basislinie) eines
Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrits mit den charakteristischen Reflexen (schwarz), den dazugehdrigen

Lorentz-Anpassungen (rot und griin) und den Referenzreflexen (blau) aus der Datenbank.
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Eine Zusammenfassung der berechneten Werte der Saulenlange und des
Kristallitdurchmessers ist in Tabelle 4.2 dargestellt. Die KristallitgroRe eines

Citrat-stabilisierten Ferrofluids betragt 17,6 nm + 1,2 nm.

Tabelle 4.2: Tabellarische Zusammenfassung der Scherrer-Kalkulation fiir Citrat-stabilisierten

Ferrofluide.

hkl 220 311 400 422 511 440

20 7] 29,962 | 35,310 | 42,967 | 53,224 | 56,754 | 62,326

FWHMI[°] | 0,589 0,636 0,989 0,672 0,710 0,987

Lyo [nm] 15,5 14,6 9,6 14,7 14,1 10,5

Do [nm] 20,7 19,5 12,8 19,6 18,8 14,0

@ Dyo[nm] [ 17,6 £ 1,2

Als bildgebendes Verfahren hat sich die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zur
Bestimmung der KristallitgroRe der Partikel ebenfalls bewahrt. Durch die angefertigten
TEM-Aufnahmen lasst sich nicht nur eine Aussage Uber die KristallitgroRe, sondern auch
Uber die Form und die Agglomeratenbildung der Partikel machen. Anhand der aufgenommen
TEM-Aufnahmen kénnen durch Auszahlen direkte Rickschlisse auf die Grolenverteilung
der Partikel gezogen werden. Dazu wird die GrofRe von ca. 400 Partikeln bestimmt und aus
den diskreten Datensatzen wird mit Hilfe der Log-Normal-Verteilung die KristallitgroRe
bestimmt. In Abbildung 4.3 sind beispielhaft die Auszadhlungen verschieden stabilisierter

Partikel, der gleichen Koprazipitations-Charge, in Histogrammen dargestellt.

80 80

BB Nitrat stabilisiertes Ferrolfuid B Citrat stabilisiertes Ferrofluid
704 — Log-Normal-Verteilung 704 Log-Normal-Verteilung
60 604
50 50
@ 40 ® 404
E <
3§ 301 8 301
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104 104
0+ 04
00 25 50 75 10.0 125 150 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 0.0 25 50 7.5 10.0 125 150 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0
d [nm] d [nm]

Abbildung 4.3: Charakteristische Histogramme basierend auf TEM-Analyse eines Nitrat-stabilisierten
(links) und eines Citrat-stabilisierten Ferrofluids (rechts), mit der jeweiligen Log-Normal-Anpassung.
Die Citrat-stabilisierten und die Nitrat-stabilisierten MnZn-MNP weisen eine

KristallitgréRe von 16 nm auf.
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Anhand der TEM-Aufnahmen ergibt sich fiur die volumengemittelte KristallitgroRe von
Nitrat- sowie Citrat-stabilisierten MnZn-MNP jeweils 16,2 nm + 1,2 nm. Dieses Ergebnis ist in
sehr guter Ubereinstimmung mit den KristallitgroRen, die mittels des Scherrer-Verfahrens
anhand der XRD-Daten ermittelt wurden. In Abbildung 4.4 sind TEM-Aufnahmen

von Nitrat-stabilisierten Nanopartikeln dargestellit.

Abbildung 4.4: TEM-Aufnahmen eines Nitrat-stabilisierten MnZn-Ferrits mit einer guter
Polydispersitat und geringen Aggregationsgrad.

Zum Vergleich sind in Abbildung 4.5 TEM-Aufnahmen Citrat-stabilisierter MnZn-MNP
dargestellt. Beide Ferrofluide weisen eine gute GrdélRenverteilung auf. Des Weiteren ist zu
erkennen, dass die Partikel nicht zur Agglomeratbildung neigen, eine wichtige

Voraussetzung fir die spatere Anwendung im biomedizinischen Sektor.

Abbildung 4.5: TEM-Aufnahmen von Citrat-stabilisierten MnZn-MNP. Die Partikel zeigen gute

Monodispersitat und keine Agglomeratenbildung.
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In Abbildung 4.6 ist eine TEM-Aufnahme eines Citrat-stabilisierten Ferrofluids dargestellt, auf
der verschiedene Netzebenen der Kristalle zu erkennen sind. Der Netzebenenabstand

betragt 0,24 nm bzw. 0,49 nm. Unter Verwendung der Gleichung (4-2)

n-i=2d-sin(6), (4-2)

kann aus den gemessenen Netzebenenabstande d die entsprechenden 268-Werte berechnet
werden. Dabei ist 1 die Wellenlange der Réntgenstrahlung (1,5406 A) und n die
Beugungsordnung, die als 1 angenommen wird.

Der Netzebenenabstand wird durch arithmetische Mittlung aus 10 Messungen bestimmt. Aus
dem Abstand 0,24 nm errechnet sich ein 26-Wert von 37,44° + 0,09° und somit die
(222)-Ebene. Der Netzebenenabstand 0,49 nm kann mit einem 268-Wert von 18,09° + 0,01°
der (111)-Ebene zugeordnet werden. In der Kiristalldatenbank des entsprechenden
MnZn-Ferrits ist dem Reflex (111) der 26-Wert von 18,03° und dem Reflex (222) der Wert
36,53° zugeordnet (siehe Abbildung 4.6).

Abbildung 4.6: TEM-Aufnahme des Kristallgitters von Mng sZng ,Fe,0, Partikeln zeigt die (222)- und
(111)-Netzebenen. Der Netzabstand von 0,24 nm ist der (222)-Ebene zugeordnet und
von 0,49 nm Abstand der (111)-Ebene.

Durch Messung des hydrodynamischen Durchmessers der Partikel mit Hilfe von DLS
(Dynamische Lichtstreuung) kann eine Aussage uber die Groflenverteilung der Partikel
getroffen werden. Dazu mussen die Proben, um eine Mehrfachstreuung zu verhindern, um
den Faktor 1:100 mit dem jeweiligen Suspensionsmedium (in diesem Fall mit Wasser)

verdinnt werden. Die Messsoftware ist in der Lage durch Nutzung des Contin-Algorithmus
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diskrete  Verteilungsfunktionen des hydrodynamischen Durchmessers aus den
Korrelationskurven zu berechnen. Die anschlieRende Bestimmung der GroRRenverteilung der
Nanopartikel erfolgt mittels einer Log-Normal-Verteilung, die durch nachstehende Formel

(4-3) wiedergegeben ist:

_(In(D)~In(Dy))*

1
G(b)= J2-7-D-In(c) “oxp( 2(In(c))?

). (4-3)

G(D) stellt die Verteilungsfunktion dar, D den Durchmesser, D, Median des Durchmessers
und In(c) die geometrische Standardabweichung. Die geometrische Standardabweichung
steht mit der Polydispersitdt des Systems in Zusammenhang. Fir den rechtsseitigen
Grenzwert von o gegen eins, respektive /og(c) gegen Null, wird aus der
Log-Normal-Verteilung eine Deltafunktion und es liegen monodisperse Teilchen vor.

Anhand der GroRenverteilung (Polydispersitat) der Teilchendurchmesser ist es moglich, eine
Aussage uber den Agglomerationsgrad zu treffen. Liegt der o-Wert zwischen 1 und 2, so
handelt es sich um ein gut dispergiertes System mit geringem Agglomerationsgrad.

In Abbildung 4.7 sind ausgewahlte Ergebnisse der DLS von verschieden stabilisierter
Ferrofluiden dargestellt. Beide Ferrofluide stammen aus derselben Herstellungs-Charge. Die
Messung eines Nitrat-stabilisierten Ferrofluids liefert einen hydrodynamischen Durchmesser
von 37,9 nm £ 0,2 nm und der Wert fur die Polydispersitat o liegt bei 1,32. Hingegen ist der
Durchmesser eines mit Citrat stabilisierten Ferrofluids groRer und liegt bei 42,6 nm £ 0,3 nm

mit einer Polydispersitat von 1,37.
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Abbildung 4.7: Vergleich des Uber DLS ermittelten hydrodynamischen Durchmessers zwischen
Nitrat-stabilisiertem und Citrat-stabilisiertem MnZn-Ferrofluid. Der Durchmesser von

Citrat-stabilisierten Ferrofluiden ist dabei gréRer.
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Die Ursache fiur die Abweichung der hydrodynamischen Durchmesser von unterschiedlich
stabilisierten Ferrofluiden liegt in der Art des verwendeten Stabilisierungsmediums
begriindet. Wird die Oberflachenladung des jeweiligen Ferrofluids betrachtet, so weist ein
Nitrat-stabilisiertes Ferrofluid ein positives Zetapotential von +43,0mV = 2,1 mV auf,
wohingegen ein Citrat-stabilisiertes Ferrofluid ein negatives Potential von -49,5 mV £ 0,6 mV
hat. Des Weiteren hat die Wechselwirkung zwischen lonen und Suspensionsmedium einen
Einfluss auf den hydrodynamischen Durchmesser der Partikel. Die Wechselwirkung der
Citrat-stabilisierten Ferrofluide ist im Vergleich zu den Nitrat-stabilisierten Ferrofluide gréflzer
und somit auch der daraus resultierende hydrodynamische Durchmesser. Die Breite der
Verteilung ist ein Mal flr die Polydispersitat der Partikel, d. h. je breiter diese ist, desto
polydisperser ist die PartikelgroRe und umso starker neigen sie zur Agglomeratenbildung.
Beide Ferrofluide weisen eine schmale Kurvenbreite auf. Es handelt sich somit um gut
stabilisierte Systeme mit geringem Agglomerationgrad.

Zur Elementaranalyse der hergestellten MnZn-Ferrofluide wird die energiedispersive
Rontgenspektroskopie (EDX: Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) herangezogen. Ein
erhaltenes Spektrum besteht aus den elementspezifischen Signalen, deren Signalintensitat
gegen die Réontgenquantenenergie aufgetragen ist.

Die EDX-Analyse eines synthetisierten MnZn-Ferrofluids ist in Abbildung 4.8 wiedergegeben.

Es sind die signifikanten Signale von Eisen, Mangan und Zink zu erkennen.

Skalierung =3.15 k Impulse

keV

Abbildung 4.8: EDX-Analyse eines Citrat-stabilisierten Ferrofluids, mit den charakteristischen

Signalen der Elemente Eisen, Mangan und Zink.

Zur Bestimmung der Sattigungsmagnetisierung der Ferrofluide werden
Magnetisierungskurven als  Funktion des angelegten Feldes mittels eines

Vibrating-Sample-Magnetometers gemessen. Dazu werden ca. 150 yL des Ferrofluids
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(10 Gew.-%) in ein Probengefald pipettiert und in der Mitte eines Elektromagnetens fixiert.
Die Bestimmung des Magnetisierungsverhaltens erfolgt bei Raumtemperatur und einer
magnetischen Flussdichte von -1T bis 1T. Die Sattigungsmagnetisierung ist im
Wesentlichen von der Gréle, der Dotierung des Ferrofluids und von dessen Gewichtsgehalt
abhangig, jedoch nicht von der Art des verwendeten Stabilisierungsmaterials. Die
anschliel®end erhaltenen Magnetisierungskurven lassen sich mit Hilfe der Langevin-Funktion
anpassen. Aus den angepassten Daten wird die Magnetisierung eines Eindomanenteilchens
erhalten. Die Magnetisierungskurven zweier ausgewahlter Ferrofluide sind in Abbildung 4.9
dargestellt. Die spezifische Magnetisierung Ms eines Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrofluids
liegt bei 5,52 kAm™ und die eines Nitrat-stabilisierten bei 5,36 kAm™. Im Mittel liegt die
Magnetisierung der MnZn-Ferrofluide bei 5,44 kAm™

(]
1
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1

@ Citrat-stabilisiertes Ferrofluid
@ Nitrat-stabilisiertes Ferrofluid
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Abbildung 4.9: Typische Magnetisierungskurven von Nitrat- und Citrat-stabilisierten Mng sZng o.Fe,O,4
bei Rautemperatur. Die Sattigungsmagnetisierung liegt bei 5,52 kAm™ fiir ein Citrat-stabilisiertes

Ferrofluid und fiir ein Nitrat-stabilisiertes bei 5,36 kKAm™.

Zur  Uberprifung der Oberflachenstabilisierung  werden  FT-IR-Spektren  der
Citrat-stabilisierten Ferrofluide herangezogen. Ein reprasentatives FT-IR-Spektrum ist in
Abbildung 4.10 dargestellt und weist die typischen Schwingungen von Citrat auf.

Der breite Peak bei einer Wellenzahl von 3500 cm™ bis 3250 cm™ ist zum Einem der
Valenzschwingung der OH-Gruppe des Alkohols zuzuordnen, zum Anderen den zwei
Valenzschwingungen des Wassermolekiils. Das signifikante Signal bei 1625 cm™ ist
hauptsachlich C=0 Valenzschwingung der deprotonierten Carboxyl-Gruppen zuzuordnen. In
diesen Wellenzahlenbereich fallt auch die Deformationsschwingung von Wasser, welches an
der Partikeloberflache adsorbiert ist. Im Falle des ungebundenen Citrats wirde bei einer
Wellenzahl von 1800 cm™ bis 1700 cm™ ein starkes Signal auftreten, welches der

asymmetrischen Valenzschwingung der C=0 Bindungen zuzuweisen ware. Auf Grundlage
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der erhaltenen Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass Citrat auf die Oberflache
der Partikel adsorbiert wird.

Die symmetrische Valenzschwingung der deprotonierten und protonierten Carboxyl-Gruppe
liegt bei 1425cm™. Diese Schwingung (Uberlagert sich mit der C-OH
Deformationsschwingung der Alkohol-Gruppe sowie mit der Scherschwingung der
CH.-Gruppe. Bei 1065 cm™ liegen die symmetrische COO™ Valenzschwingung sowie die
symmetrische Valenzschwingung der C-O Bindung.
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Abbildung 4.10: FT-IR-Spektrum eines Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrofluids mit den

charakteristischen Absorptionsbanden des Citrats. Die Adsorption von Citrat auf der Partikeloberflache

kann auf diese Weise nachgewiesen werden.

Abbildung 4.11 zeigt das Verhalten eines synthetisierten Ferrofluids in Gegenwart eines
auleren permanenten Magnetfeldes. Bei dem verwendeten Dispersionsmedium handelt es

sich um Wasser. Die Konzentration der Nanopartikel belduft sich auf 30 mg-mL™".

A —
Abbildung 4.11: Darstellungen eines Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrofluids ohne aulieres Magnetfeld

(links) und mit permanenten Magnetfeld (rechts).
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4.1.3 KURZE ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Die vorgestellten Ergebnisse zur Synthese und Charakterisierung von MnZn-Ferrofluiden
zeigen, dass zur Herstellung von Ferrofluiden und im speziellen Fall von MnZn-Ferrofluiden
die Koprazipitationsmethode sehr gut geeignet ist und es sich um einen reproduzierbaren
Syntheseprozess handelt. Zur Stabilisierung der Ferrofluide erfolgt zuerst eine Protonierung
der Oberflache mittels Nitrat-lonen und anschlieRend eine Oberflachenstabilisierung der
MnZn-Ferrofluide mit Citrat-lonen. So kann gewahrleistet werden, dass synthetisierte
Ferrofluide im Suspensionsmedium Wasser stabil sind und einen pH-Wert von ~ 7
aufweisen. Zur Charakterisierung der Ferrofluide dienen diverse Analysemethoden wie unter
Anderem XRD, TEM+ EDX, DLS, Bestimmung der Sattigungsmagnetisierung,
FT-IR-Spektroskopie sowie Zetapotential-Messungen.

Die Partikelmorphologie wird unter Verwendung von XRD- und DLS-Messungen sowie der
TEM-Aufnahmen analysiert. Hieraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass alle
synthetisierten Nanopartikel eine gute Monodispersitat aufweisen und nanokristallin
vorliegen. Des Weiteren werden Fremdphasen mittels XRD und EDX ausgeschlossen. Die
KristallitgroRe sowohl far Nitrat-stabilisierte als auch Citrat-stabilisierte
MnZn-Ferrofluide liegt in der GréRenordnung von 17 nm.

Allerdings ist der hydrodynamische Durchmesser eines Citrat-stabilisierten Ferrofluids mit
43 nm groflRer und als der Durchmesser eines Nitrat-stabilisierten, der bei 38 nm liegt. Die
Ursache hierfir liegt in der Wechselwirkung der jeweiligen lonen mit dem
Suspensionsmedium Wasser. Die vorhandenen Carboxyl-Gruppen des Citrats
wechselwirken starker mit Wasser als Nitrat-lonen, wodurch die Solvathllle eines
Citrat-stabilisierten Ferrofluids groRer wird und damit auch der hydrodynamische
Durchmesser. Die Polydispersitat liegt bei beiden Ferrofluiden in einem Bereich, der
reprasentativ flr eine enge GroRenverteilung und ein gut dispergiertes System ist. Der
geringe Agglomerationsgrad sowie die gute Monodispersitat werden auch anhand der
angefertigten TEM-Aufnahmen bestatigt.

Die Sattigungsmagnetisierung eines Citrat-stabilisierten MnZn-Ferrofluids liegt mit
5,52 kAm™ zwar unterhalb der von Magnetit (M = 11,23 kA'm™), allerdings weist Ersteres
bessere Relaxationseigenschaften auf. Diese Eigenschaften spielen vor allem bei
Aufheizprozessen zur kontrollierten Wirkstoff-Freisetzung eine entscheidende Rolle.

Die Citrat-Adsorption auf der Nanopartikeloberflache werden mittels
FT-IR-Spektroskopie nachgewiesen. Alle synthetisierten Citrat-stabilisierten Ferrofluide
zeigen die signifikanten Absorptionsbanden der deprotonierten Carboxyl-Gruppen des
Citrats. Das Fehlen der C=0 Valenzschwingung der nicht deprotonierten Carboxyl-Gruppe
im Wellenzahlbereich von 1800 cm™ bis 1700 cm™ ist ein weiteres Indiz fiir die Adsorption

des Citrats auf der Partikeloberflache.
79



4. BIOMEDIZINISCH FUNKTIONALISIERTE NANOPARTIKEL

4.2 DARSTELLUNG DER VERSCHIEDENEN MODIFIZIERUNGSWEGE VON
DEXTRAN

4.2.1 CHARAKTERISIERUNG VON DEXTRAN

Die Biokompatibilitat der Partikel wird durch deren Beschichtung mit dem Polysaccharid
Dextran realisiert. Bevor die Nanopartikel mit Dextran modifiziert werden kénnen, muss
dieses preliminar aktiviert werden. Ansonsten ist eine kovalente Anbindung des Wirkstoffs an
Dextran nicht moglich. Die Struktur des Dextrans ist in Abbildung 2.2 und die des Wirkstoffs
Doxorubicin in Abbildung 2.8 dargestellt. In Abhangigkeit der funktionellen Gruppen des
Doxorubicins, die zur Bindungsbildung in Betracht gezogen werden, erfolgt die abgestimmte
Funktionalisierung des Dextrans danach. Die Doxorubicin funktionellen Gruppen, die hierflr
in Frage kommen, sind die primdre Amino-Gruppe und die freie Keto-Gruppe. Die
Charakterisierung der synthetisierten Dextran-Derivate erfolgt mittels FT-IR- und
Raman-Spektroskopie. In Abbildung 4.12 ist ein FT-IR-Spektrum von Dextran einem
Raman-Spektrum gegenlbergestellt. Im Allgemeinen gilt, dass die Raman-Bande im
Vergleich zu der IR-Bande immer um 10 cm” bis 20 cm™ zu tieferer Wellenzahl hin

verschoben sind.
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Abbildung 4.12: Gegenuberstellung eines FT-IR- und eines Raman-Spektrums von Dextran fir den
direkten Vergleich der Schwingungen. So ist zu erkennen, dass die C-H Valenzschwingung bei

2800 cm™ eine hohere Ramanintenstitat aufweist im Vergleich zur IR-Analyse.

Fir eine eindeutige Charakterisierung von Stoffen ist eine Kombination aus FT-IR- und
Raman-Spektroskopie unabdingbar. Bei der Vermessung makromolekularen Stoffen wie bei

Polymeren muss beachtet werden, dass die Intensitat der Banden von der Konzentration des
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Polymers abhangt. Das bedeutet, je mehr von einer funktionellen Gruppe im Polymer
vorhanden ist, desto starker ist die dazugehdérige Absorptionsbande ausgepragt.
Nachfolgend werden die zu beobachtenden Schwingungen des Dextrans eingehend
charakterisiert, da diese Schwingungen in den Spektren der Derivate immer wieder
auftauchen werden. Zusammenfassend findet sich Tabelle 4.3 eine ausfuhrliche Indizierung
aller auftretenden Schwingungen des Dextrans.

Bei der Wellenzahl 3300 cm™ liegt die O-H Valenzschwingung der Alkohol-Gruppe. Diese
Schwingung basiert auf der intermolekularen Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen.
Wie aus Abbildung 4.12 hervorgeht, ist diese Valenzschwingung im FT-IR-Spektrum
signalintensiver als im Raman-Spektrum. Im Allgemeinen wird die Signalintensitat in der
Reihenfolge primare < sekundare < tertiare Alkohole verstarkt. Die Intensitat der Bande
nimmt mit der absoluten Anzahl an Alkohol-Gruppen zu, wodurch die beobachtete
Bandenverbreiterung zu erklaren ist.'*! Die asymmetrische C-H Valenzschwingung der
CH- bzw. der CH,-Gruppen ist bei der Wellenzahl 2920 cm™ im FT-IR-Spektrum und bei
2910 cm™ im Raman-Spektrum zu beobachten. Die Signalbande bei 1650 cm™, die nur im
FT-IR-Spektrum zu erkennen ist, basiert auf den Valenzschwingungen des Wassers,
welches als Dispersionsmedium fungiert. Ab 1500 cm™ beginnt der Fingerprint-Bereich. Dies
ist jener Bereich, in dem alle Deformations- sowie einzelne Valenzschwingungen der
verschiedenen funktionellen Gruppen des Dextrans auftreten und teilweise Uberlagern.

Der Fingerprint-Bereich ist fir jede Verbindung charakteristisch. Die Uberlagerung der
Signale im Wellenzahlbereich von 1460 cm™ bis 1260 cm™ resultiert unter Anderem aus der
Deformationsschwingung der  sekundaren  Alkohol-Gruppen, die in einem
Wellenzahlenbereich von 1410cm™ bis 1310 cm™ auftritt. In diesem Bereich
(1480 cm™ bis 1440 cm™) liegt zusétzlich die Scherschwingung der CH,-Gruppe. Weiterhin
wird die asymmetrische Deformationsschwingung der CH,-Gruppe in diesem Bereich
ebenfalls beobachtet. Die Deformationsschwingung der CH-Gruppe weist Signalbanden
zwischen 1360 cm™ und 1320 cm™ auf. Diese Schwingung ist sowohl im FT-IR- als auch im
Raman-Spektrum von schwachem Charakter und ist daher nicht eindeutig erkennbar. Im
Bereich von 1150 cm™ bis 1010 cm™ ist zum Einem die Valenzschwingung der C-O-C
Bindung anzutreffen, zum Anderen die C-O sowie die C-C Valenzschwingung. Des Weiteren
liegen in diesem Bereich die Deformationsschwingungen der CCH-, der COH- und der
HCO-Gruppen. Das intensive Signal bei 1020cm™ ist der C-O-C Bindung der
a-(1— 6)-Glukoseeinheit zuzuordnen, das auf Grund der starken Flexibilitat auftritt. Bei
917 cm liegt die out-of-plane Deformationsschwingung der sekundéren Alkohol-Gruppen.
Des Weiteren liegen in dem Wellenzahlbereich von 940 cm™-760 cm™ die Schwingungen

des Glucopyranose-Ringsystems. Dieses Ringsystem weist 3 Absorptionsbanden auf, eine
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bei 917 cm™, eine weitere bei 848 cm™ und eine bei 763 cm™."®"! In Tabelle 4.3 sind die

Schwingungen des Dextrans zusammengefasst.

Tabelle 4.3: Vergleich der verschiedenen Schwingungsmodifikationen von Dextran zwischen

FT-IR - und Raman-Spektroskopie (s = strong, m = medium, w = weak).

Wellenzahl . Intensitit | Quelle!*”!
[em™] Gruppe Schwingungsart FT-IR/ Raman [em™]
3300 O-H Valenzschwingung m-s /w 3550-3230
2920 C-H Valenzschwingung m-s / m-s 2975-2840

M60-1260 | CH | g g dor CheGruppe | mim. | 1480-1440

1460-1260 C-H Deformationsschwingung w/w 1360-1290

1150-1000 C-0 Valenzschwingung s/ m-s 1150-1075

1150-1010 C-0-C asymmetrische Valenzschwingung s/m 1110-1090

1150-1010 Cc-C Valenzschwingung w/ m-s 1090-1005

4.2.2 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG VON POLYALDEHYD-DEXTRAN

Als erste Mdglichkeit zur Anbindung des Doxorubicins Uber dessen freie Amino-Gruppe an
das Dextran soll die Oxidation der sekundadren OH-Gruppen des Dextrans zum Aldehyd
vorgestellt werden. Dadurch entsteht unter Ringspaltung Polyaldehyd-Dextran (PAD,
s. Abbildung 4.13). Zur Synthese des PADs wird Dextran mit dem Oxidationsmittel
Natriumperiodat versetzt und anschlie®end auf Grund der Wasser- und Lichtempfindlichkeit
von Dextran mittels Gefriertrocknung aufgearbeitet. Statistisch gesehen ist es
unwahrscheinlich, alle OH-Gruppen des Dextrans durch diese Methode zu oxidieren. Durch
Wiederholung der vorgeschriebenen Synthese kann jedoch die Anzahl der Aldehyd-Gruppen
erhéht werden und damit eingehend die Anbindungsmdglichkeit des Wirkstoffs an das
Derivat bzw. an die MnZn-MNP.
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Abbildung 4.13: Glykolspaltung des Dextrans mittels Natriumperiodat zum PAD.

In Abbildung 4.14 sind die FT-IR-Spektren der verschiedenen Umsetzungsgrade (UG) des
Polyaldehyds dargestellt. Deutlich sind die Signale des PADs zu erkennen. Das
Charakteristische fur PAD, ist die Aldehyd-Gruppe. Die C-H Valenzschwingung der
Aldehyd-Gruppe liegt bei 2880 cm™ und weist eine schwache Intensitat auf. Da sie von der
C-H Valenzschwingung der CH-/ CH,-Gruppe Uberlagert wird, ist diese Schwingung im
FT-IR-Spektrum nur schwer zu kennen. Hingegen st die reprasentative
C=0 Valenzschwingung im FT-IR-Spektrum eindeutig zu erkennen. Diese liegt bei 1735 cm™
und stimmt mit dem Wellenzahlbereich (1740 cm™ bis 1720 cm'1) Uberein, der in der Literatur
angegeben ist."**! Weiterhin geht aus dem Spektrum hervor, dass die Intensitit des Signals

der C=0O Valenzschwingung linear mit

dem Umsetzungsgrad zu nimmt. Die
C-H Deformationsschwingung der Aldehyd-Gruppe liegt zwischen 975 cm™ und 780 cm™.
Auf Grund der schwachen Intensitat kann diese Schwingung nur schwer beobachtet werden.
Beim 2. Umsetzungsgrad von PAD ist im FT-IR-Spektrum eindeutig ein Peak bei 930 cm™ zu

erkennen, der im Spektrum des Dextrans nicht zu finden ist.
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Abbildung 4.14: FT-IR-Spektren der verschiedenen Umsetzungsgrade des Polyaldehyd-Dextrans im
Vergleich mit dem Spektrum von nativem Dextran. PAD kann eindeutig anhand der charakteristischen

C=0 Deformationsschwingung im Spektrum nachgewiesen werden.

83



4. BIOMEDIZINISCH FUNKTIONALISIERTE NANOPARTIKEL

Die Abbildung 4.15 zeigt die Raman-Spekiren der Polyaldehyd-Dextran-Verbindungen
zusammen mit dem Spektrum des Dextrans. Auch hier sind die zwei charakteristischen
C-H Valenzschwingungen der Aldehyd-Gruppe vorhanden, die bei 2900 cm™ und bei
2720 cm™. zu beobachten sind. Jedoch ist Letztere eher als Schulter der intensiveren Bande
bei 2900 cm™ wahrzunehmen.

Auf Grund der schwachen Intensitat der C=0 Valenzschwingung ist es nicht méglich, diese
Schwingung im Raman eindeutig zu charakterisieren. Der leichte Signalanstieg kdnnte auch
vom Signalrauschen herrihren. Allerdings sind die C-H Deformationsschwingungen bei
800 cm” sowie die C-C=O in-plane Deformationsschwingung bei 760 cm™ deutlich zu

erkennen.
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Abbildung 4.15: Raman-Spektren von Polyaldehyd-Dextran im direkten Vergleich mit nativem

Dextran. Das Produkt PAD kann ebenfalls nachgewiesen werden.

Da Polyaldehyd-Dextran im ultravioletten Bereich eine Absorptionsbande aufweist, kann die
UV / Vis—Spektroskopie zur Charakterisierung des PADs herangezogen werden. Alle
anderen Dextran-Derivate sowie Dextran selbst absorbieren im UV- oder im sichtbaren
Bereich des Lichts nicht.

Ein typische UV / Vis-Spektrum von PAD ist in Abbildung 4.16 visualisiert. Die Absorption der
Aldehyd-Gruppe liegt bei einer Wellenlange von 275 nm. Bei dieser Wellenlange findet ein
Elektronenlibergang von einem nichtbindenden n-Orbital in ein leeres antibindendes
n -Orbital statt.
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Abbildung 4.16: UV / Vis-Spektrum von PAD mit einem Extinktionsmaxium bei 275 nm.

Eine weitere qualitative Nachweismoglichkeit flr Aldehyd-Gruppen ist die Zugabe von
2,4-Dinitrophenylhydrazin zur Aldehyd enthaltenden Ldsung. Die daraus resultierende
Hydrazon-Bindung fallt durch anschlieBendes Ansduern mit Essigsaure als gelber

Niederschlag wieder aus."® Auch dieser Nachweis ist positiv verlaufen.

4.2.3 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG VON CARBOXYMETHYL-DEXTRAN

Als zweite Vorgehensweise zur Anbindung des Doxorubicin an Dextran soll anhand der
EinfUhrung einer Carbonsaure mittels Monochloressigsaure beschrieben werden. Bei dieser
Reaktion bleibt das Ringsystem des Dextrans erhalten. Die resultierende Verbindung ist das
Carboxymethyl-Dextran (CMD). Zur Veresterung der Hydroxyl-Gruppen wird Dextran mit
Monochloressigsaure in iso-Propanol und Natronlauge umgesetzt (s. Abbildung 4.17). Bei
dieser Reaktion handelt es sich um eine nukleophile Substitution (Sy:-Reaktion).!"®™ Die
Wiederholung der Synthese fuhrt ebenfalls zur Erhdhung des Substitutionsgrads der
OH-Gruppen durch Carboxymethyl-Gruppen. Die Bestimmung des Substitutionsgrades
erfolgt mittels Rucktitration. Dazu wird eine definierte Menge an CMD in 1 M Natronlauge
geldst und gegen eine 1 M Salzsaure zurlcktitriert. Als Indikator wird Phenolphthalein
verwendet. Bei einmaliger Reaktion wird ein Substitutionsgrad (DS: Degree of Substitution)
von betragt 0,8; bei einer erneuten Reaktion ein DS von 1,2 erreicht. Dabei definiert der

Substitutionsgrad das Verhaltnis der Carboxymethyl-Gruppen pro Glukoseeinheit.

_ Anzahl der Carboxymthyl-Gruppen
Anzahl der Glukoseeinheiten

DS
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o) CI-CH,COOH X0 O

aq. NaOH/iso-C,H,OH

X=H oder CH,COOH

Abbildung 4.17: Schematische Darstellung der Veresterung von Dextran mit Monochloressigsaure in

Gegenwart von Natronlauge und iso-Propanol zum CMD.

Das reprasentative FT-IR-Spektrum von CMD ist in Abbildung 4.18 visualisiert. Die fiur CMD
charakteristische Valenzschwingung der Carboxyl-Gruppe hat bei der Wellenzahl 1750 cm™
eine sehr intensive Bande. Die Valenzschwingung der OH-Gruppe zwischen
3300 cm™ und 2500 cm™ iiberlappt mit den Valenzschwingungen der sekundéren Alkohole
des Dextrans. Sind Wasserstoffbriickenbindungen OH:--O ausgebildet, so sind mehrere
Absorptionsbanden im Bereich von 2750 cm™ bis 2500 cm™ zu sehen. Diese Schwingungen
(2750 cm™, 2651 cm™ und 2545cm™) sind in der Abbildung 4.18 zu erkennen. Die
asymmetrische Valenzschwingung der deprotonierten Carboxyl-Gruppe liegt bei 1640 cm™,
die symmetrische Valenzschwingung dieser Gruppe hingegen bei 1340 cm™.

Die Absorptionsbande der C-O Bindung liegt bei 1250 cm™. Die Bande bei 1422 cm™ ist eine
Kombination aus der C-O Valenzschwingung und der O-H Deformationsschwingung. Die

anderen Schwingungen entsprechen denen von Dextran.

100

90—-
80—-
70—-
60—-

ion [%]

@ 50+
@ 404

ransm

= 30+

——CMD DS 0,8
i Dextran rein
10 CMD DS 1,2

0

204

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900
Wellenzahl [cm'1]

Abbildung 4.18: FT-IR-Spektren von CMD mit DS 0,8 und 1,2 sowie von nativem Dextran. Anhand

der Spektren kann CMD eindeutig nachgewiesen werden.
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Das entsprechende Raman-Spektrum von CMD ist in Abbildung 4.19 aufgezeigt. Die
Valenzschwingung der OH-Gruppe weist im Raman-Spektrum eine schwache Intensitat auf.
Gleiches qilt fur die charakteristische C=0O Valenzschwingung, die bei der Wellenzahl
1740 cm™ liegt. Mit steigendem Substitutionsgrad kann allerdings eine Zunahme der
Intensitat dieser Bande beobachtet werden. Die anderen Absorptionsbande sind aquivalent
zu denen des FT-IR-Spektrums.

Als grof3en Vorteil bietet die Raman-Spektroskopie die Mdéglichkeit den Wellenzahlbereich
unter 600 cm™ zu analysieren. Bei 540 cm™ liegt beispielsweise die out-of-plane
Valenzschwingung der C-O Bindung. Die OH---O Deformationsschwingung liegt bei der

Wellenzahl 80 cm™.
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Abbildung 4.19: Raman-Spektren der anteilig verschieden substituierten CMD, mit dem

charakteristischen Signal der C=0 Valenzschwingung bei 1740 cm™.

4.2.4 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG VON
ETHYLENDIAMIN-CARBOXYMETHYL-DEXTRAN

Nachfolgend wird eine alternative Anbindungsmaoglichkeit des Wirkstoffs an Dextran-Derivate
prasentiert. Bei PAD und CMD erfolgt die Anbindung des Doxorubicin tGber dessen primare
Amino-Gruppe. Durch die Einflhrung einer primdren Amino-Gruppe an Dextran, erfolgt die
Anbindung des Doxorubicins Uber dessen Keto-Gruppe. So entstehen einerseits diverse
Bindungsmaglichkeiten des Wirkstoffs an Dextran-Derivate, wodurch auch andere Wirkstoff
oder Biomolekulen die Moglichkeit geboten wird an Dextran-Derivate zu binden. Andererseits

kénnen auch diverse pH-sensitive oder thermisch labile Linker zwischen Dextran-Derivat und
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Wirkstoff gebaut werden. Ausgehend von Carboxymethyl-Dextran wird dieses im ersten Fall
mit Ethylendiamin (Ed) umgesetzt. Die daraus resultierende Bindung ist die
Saure-Amid-Bindung, die entsteht, wenn die Carboxyl-Gruppe von CMD mit der primaren
Amino-Gruppe des Ethylendiamins reagiert. Die Reaktion ist in Abbildung 4.20 dargestellit.
Die Umsetzung macht eine vorherige Aktivierung der reaktiven Gruppen wie beispielsweise
Carboxyl- oder Amino-Gruppen notwendig. Dies geschieht durch den Crosslinker
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS).['
Der im Verlauf der Reaktion mit der Carbonsaure intermediar gebildet NHS-Ester ist sehr
reaktiv und setzt sich dadurch mit der Amino-Gruppe des zugegebenen Ethylendiamins zum
Ethylendiamin-Carboxymethyl-Dextran (Ed-CMD).

,,,,, j"""”""”""CHZ Bl "’"’"’”"""”""”"""”CHZO
o
X0
NH,(CH,),NH o
O 2 272 2 / O
HOOCHZC/ ? EDC. NHS NH,(CH,),NHCOCH; |
CH, o CH, le}
X0 xéo
X0
X0
X0 O+
L O~ L ~n
X=H oder CH,COOH

Abbildung 4.20: Schematische Darstellung des Reaktionswegs zur Synthese von Ed-CMD

ausgehend vom Carboxymethyl-Dextran mit DS 1,2.

Die durch die Umsetzung gebildete Saure-Amid-Bindung ist das Charakteristikum des
Produkts dessen Widerfindung mittels FT-IR- bzw. Raman-Spektren als qualitativer
Nachweis einer positiv verlaufenen Reaktion verwendet wird. Das dazugehérige
FT-IR-Spektrum findet sich in Abbildung 4.21, das Raman-Spektrum in Abbildung 4.22.

Die N-H Valenzschwingung der Saure-Amid-Bindung sowie der freien primaren
Amino-Gruppe Uberlagern sich auf Grund der schwachen Intensitat mit der
Valenzschwingung der OH-Gruppe und sind deshalb schwer im FT-IR-Spektrum zu
erkennen. Allerdings deutet die leichte Spaltung der Bande zwischen 3500 cm™ und
3150 cm™ auf die Valenzschwingung hin. Die Doublet-Aufspaltung dieser Absorptionsbande
ist auf cis-/trans-Isomerie der NH-Gruppe der Saure-Amid-Bindung zurlckzuflihren. Die
Absorptionsbande der cis-Form ist im Spektrum bei 3390 cm™ und die der trans-Form bei
3180 cm™ zu sehen. Dadurch, dass Stickstoff eine geringere Elektronegativitat als Sauerstoff
aufweist, ist die C=0 Valenzschwingung zu tieferen Wellenzahlen verschoben und liegt in
diesem Fall bei 1650 cm™ anstelle von 1700 cm™. Die N-H Deformationsschwingung der

trans-Form der Saure-Amid-Bindung ist im Spektrum bei einer Wellenzahl von 1570 cm™ zu
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identifizieren. Hingegen liegt die in-plane N-H Deformationsschwingung bei 1450 cm™. Der
Peak bei 1413 cm™ ist der Absorptionsbande der C-N Valenzschwingung der freien,
primaren Amino-Gruppen des Ethylendiamins zuzuordnen. Die Valenzschwingung der
C-N Bindung liegt fiir die cis-Form bei 1319 cm™ und fiir die trans-Form bei 1260 cm™.

Das ganzliche Ausbleiben der Valenzschwingung der deprotonierten Carboxyl-Gruppe in
Verbindung mit dem schwachen Signal bei 1750 cm™ deutete auf einen geringen Anteil an

nicht umgesetzten Carboxyl-Gruppen hin.
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Abbildung 4.21: Darstellung eines FT-IR-Spektrums von Ed-CMD. Die N-H Deformationsschwingung
der gebildeten Saure-Amid-Bindung liegt 1570 cm™.

Abbildung 4.22 zeigt das Raman-Spektrum des synthetisierten Dextran-Derivates. Vergleich
mit dem Spektrum von CMD zeigt signifikante Unterschiede auf. Die Banden der
charakteristischen Schwingungen, die vorher im FT-IR-Spektrum eindeutig waren, sind zwar
im Raman-Spektrum nur schwach zu erkennen. Die charakteristischen Peaks, die zur
Unterscheidung zwischen CMD und Ed-CMD herangezogen werden konnen, liegen bei
3180 cm™, 1630 cm™, 1460 cm™, 1415 cm™ und 1340 cm™.

So kann dem Wellenzahlbereich zwischen 3300 cm™ und 3180 cm™ die asymmetrische
sowie die symmetrische N-H Valenzschwingung der NH- und NH,-Gruppe zugeordnet
werden. Bei 1630cm™ (berlagert sich die C=0 Valenzschwingung mit der
N-H Deformationsschwingung. Diese Schwingungen sind im  FT-IR-Spektrum
signalintensiver. Die restlichen Signale stimmen mit denen bereits beschriebenen im
FT-IR-Spektrum Uberein.
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Abbildung 4.22: Raman-Spektrum von synthetisierten Ed-CMD im Vergleich zu den Edukten
Ethylendiamin und CMD. Die Verbindungen kénnen eindeutig anhand der vorhandenen

Absorptionsbanden nachgewiesen werden.

4.2.5 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG VON
HYDRAZIN-CARBOXYMETHYL-DEXTRAN

Die zweite Mdoglichkeit zur Anbindung des Wirkstoffs Uber dessen Keto-Gruppe an das
derivatisierte Polysaccharid ist die Umsetzung von CMD mit Hydrazin. Analog zur zuvor
beschriebenen Synthese von Ed-CMD reagiert das Hydrazin in Gegenwart von EDC und
NHS mit CMD unter Bildung einer Saure-Amid-Bindung. In Abbildung 4.23 ist diese Reaktion
zur Synthese von Hydrazin-Carboxymethyl-Dextran (Hy-CMD) schematisch dargestellt.

,,,,,,,,, cH, | CHZO
%O 0o X0
X0 xg
H,N—NH
HOOCH,C \ EDC, NHS HNN o
CH, o 2 H 2 0
X0 X0
X0 X0
X0
X0 O-+-=*
L O~ L ~

X=H oder CH,COOH

Abbildung 4.23: Schematische Darstellung des Reaktionswegs zur Synthese von Hy-CMD

ausgehend vom Carboxymethyl-Dextran mit DS 1,2.
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Das FT-IR-Spektrum (Abbildung 4.24) zeigt die charakteristischen Absorptionsbanden von
synthetisierten Hy-CMD-Verbindungen. Die Ahnlichkeit zum FT-IR-Spektrum von
Ed-CMD-Verbindungen ist auf nahezu identische Schwingungsarten der Bindungen
zurtckzufuihren. Der Unterschied liegt in der zusatzlichen (CH,),-Gruppe von Ed-CMD, die
im FT-IR-Spektrum weniger Intensitat aufweist. Des Weiteren sind Schwingungen mit

Inversionszentrum IR-inaktiv, wie es der Fall bei Hydrazin ist.
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Abbildung 4.24: FT-IR-Spektrum von Hy-CMD mit Bande bei 1620 cm™, die eine Kombination aus

C=0 Valenzschwingung und N-H Deformationsschwingung der NH,-Gruppe ist.

Hingegen bietet das Raman-Spektrum in Abbildung 4.25 einen besseren Hinweis auf die
Verbindung. Die breite Absorptionsbande zwischen 3350 cm™ und 3180 cm™ ist bedingt
durch die N-H und N-H, Valenzschwingung. Diese reprasentative Bande ist im Spektrum des
nativen CMDs nicht vorhanden. Die charakteristische C=0 Valenzschwingung ist im
Vergleich zu der C=0 Schwingung der Carboxyl-Gruppe zu einer tieferen Wellenzahl
verschoben. Die Absorptionsbande liegt bei 1620 cm™ und iberlagert sich somit mit der
Deformationsschwingung der NH,-Gruppe.

Das sehr schwache Signal bei 1545 cm™ ist der N-H Deformationsschwingung zuzuordnen.
Des Weiteren liegt ein Grolfiteil der Schwingungen des Hydrazins im Wellenzahlbereich der
Schwingungen von CMD. Auf Grund dieser Tatsache und der geringeren Konzentration an
Hydrazin werden die Absorptionsbande des Hydrazins von denen des CMDs Uberlagert.
Allerdings sind die signifikanten Bande der Hy-CMD-Verbindung eindeutig im Spektrum

wieder zu finden.
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Abbildung 4.25: Raman-Spektrum von Hy-CMD im Vergleich zum reinen Hydrazin und CMD. Die
Verschiebung der C=0 Valenzschwingung zeigt die erfolgreiche Anbindung von Hydrazin an CMD.

4.2.6 ZUSAMMENFASSUNG

Alle Dextran-Derivate werden sowohl in FT-IR- als auch in Raman-Spektren zweifellos
nachgewiesen. Bei den dargestellien Synthesen handelt es sich ausnahmslos um sehr gut
reproduzierbare Prozesse. In Abbildung 4.26 sind FT-IR-Spektren aller synthetisierten
Dextran-Derivate einander gegenubergestellt. So kann ein direkter Vergleich zwischen den

charakteristischen Schwingungen der Einzelverbindungen vorgenommen werden.
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Abbildung 4.26: FT-IR-Spektren aller synthetisierten Dextran-Derivate zum direkten Vergleich.
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Die Analyse der FT-IR-Spektren, basierend auf Untersuchung zwischen Ed-CMD und Hy-
CMD, ist auf Grund des nahezu identischen Verlaufs schwierig, aber dennoch eindeutig.

Dieser signifikante Unterschied wird in Raman-Spektren, die in der Abbildung 4.27 gezeigt
sind, noch besser verdeutlicht. Weitere Schwingungsarten sowie die dazugehdrigen
Gruppen und die entsprechenden Wellenzahlen kdénnen im Anhang in Kapitel 9.4

nachgelesen werden
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Abbildung 4.27: Raman-Spektren aller synthetisierten Dextran-Verbindungen. Die Verschiebung der
C=0 Valenzschwingung ist im Ed-CMD und Hy-CMD im Vergleich zu CMD-Spektrum

eindeutig zu erkennen.
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4.3 DARSTELLUNG DER FUNKTIONALISIERUNG VON MAGNETISCHEN

NANOPARTIKELN

4.3.1 BESCHICHTUNG UND FUNKTIONALISIERUNG DER NANOPARTIKEL

Im folgenden Kapitel soll die Beschichtung der MnZn-MNP mit den synthetisierten
Dextran-Derivaten und die anschlieBende Doxorubicin-Funktionalisierung dieser
beschichteten MnZn-MNP vertieft werden. Die Charakterisierung erfolgt mittels DLS, TEM,
FT-IR- und UV /Vis-Spektroskopie. Die dazugehorigen Graphen der beschichteten
MnZn-MNP werden zusammen mit der Charakteristik der Doxorubicin funktionalisierten
MnZn-MNP wiedergegeben.

Je nach funktioneller Gruppe erfolgt die Bindung der Dextran-Derivate auf die
Partikeloberflache durch Wasserstoffbrickenbindungen oder Adsorption. So binden
beispielsweise die OH-Gruppen des Dextrans durch Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen auf der MnZn-MNP-Oberflache. Die n-Elektronen von
Sauerstoff der Carboxyl-Gruppen kénnen hingegen wechselwirken mit den d-Orbitalen von

Eisen, wodurch © = d-Bindungen entstehen (vgl. Abbildung 4.28).

HOOC

COOH

Abbildung 4.28: Anbindung von Carboxyl-Gruppen auf der Nanopartikeloberflache durch Adsorption.

Die kovalente Bindung des Wirkstoffs an PAD oder CMD erfolgt Uber die freie
Amino-Gruppe von Doxorubicin. Bei Umsetzung beispielsweise mit PAD reagiert dieser mit
der Aldehyd-Gruppe von PAD. Es handelt sich bei dieser Reaktion um eine indirekte
reduktive Aminierung. Der Stickstoff des primaren Amins von Doxorubicin greift nukleophil an
das Kohlenstoff-Atom der Aldehyd-Gruppe des PADs an. Das intermediar gebildete
Halbaminal reagiert unter Wasserabspaltung zum Imin weiter. Das Imin-Intermediat wird
durch die katalytische Menge an Essigsaure protoniert, dabei bildet sich ein instabiles
Zwischenprodukt, welches durch Natriumcyanoborhydrid zum entsprechenden sekundaren

Amin reduziert wird. Die eigentliche Reaktion zum Imin wird als reduktive Aminierung
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bezeichnet. Indirekt deshalb, da das gebildete Imin als Intermediat fungiert und weiter

reduziert wird. Der Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 4.29 dargestelit.
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Abbildung 4.29: Reaktionsmechanismus der Anbindung von Doxorubicin an PAD Uber

indirekte reduktive Aminierung.

In Abbildung 4.30 ist die Anbindung des Doxorubicins unter Bildung eines sekundaren Amins
an die PAD-beschichteten Nanopartikel visualisiert. Hauptsachlich erfolgt die Bindung des
PADs an die Partikel Uber Wasserstoffbricken. Im Allgemeinen handelt es sich bei
Wasserstoffbriicken um relativ schwache Bindungen. Bezogen auf das gesamte Polymer
kann allerdings die totale Bindungsenergie der Wasserstoffbriicken als hoch angesehen
werden. Dies liegt an der hohen Anzahl an Hydroxyl-Gruppen pro Molekiile, die mit der

Partikeloberflache in Wechselwirkung treten kénnen.!'""!

HO !'."-.':'::fl.:?: ,
CHO Liox
Essigsaure,
NaBH.CN,
37°C
PAD beschichiete MnZn-MNP Dox-PAD beschichtete MnZMN-MMP

Abbildung 4.30: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von PAD-beschichteten

Nanopartikeln unter Bildung eines sekundaren Amins.

Durch Einfihrung von Carboxyl-Gruppen bei CMD wird diese Anbindung an der
MnZn-MNP-Oberflache, auf Grund der starken Wechselwirkungen, erheblich gesteigert. Die
Anbindung des Wirkstoffs auf die CMD-beschichteten MnZn-MNP erfolgt Uber die
Carboxymethyl-Gruppen des CMDs und der primaren Amino-Gruppe des Doxorubicins unter
Ausbildung einer Saure-Amid-Bindung (siehe Abbildung 4.31). EDC und NHS fungieren

wieder als Aktivierungsreagenz der funktionellen Gruppen.!'”%
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Abbildung 4.31: Schematische Visualisierung der Anbindung von Doxorubicin an CMD-beschichtete
MnZn-MNP unter Ausbildung einer Sdure-Amid-Bindung.

Da es statistisch gesehen nicht mdoglich ist, alle OH-Gruppen des Dextrans mittels
Monochloressigsaure zu verestern, gestaltet sich die Anbindung von CMD auf die
Partikeloberflache zum Einen Uber Wasserstoffbriicken und zum Anderen durch Adsorption
der Carboxyl-Gruppen. In Abbildung 4.32 ist dieses Zusammenspiel aus Wasserstoffbricken
und Adsorption an die Partikeloberflache anhand von Dox-CMD-funktionalisierten
MnZn-MNP dargestellt.
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Abbildung 4.32: Schematische Darstellung der verschiedenen Bindungsmaglichkeiten (Adsorption

oder Wasserstoffbriicken) von CMD an die Nanopartikeloberflache.

Neben der freien Amino-Gruppe kann Doxorubicin ebenfalls Uber die vorhandene
Keto-Gruppe an Dextran bzw. an seine Derivate kovalent gebunden werden. In Gegenwart
katalytischer Mengen Essigsaure sowie des Reduktionsmittels Natriumcyanoborhydrid
reagiert die Amino-Gruppe des Dextran-Derivates Ed-CMD mit der Keto-Gruppe von
Doxorubicin. Dieser Reaktionsmechanismus ist analog zum bereits in Abbildung 4.29
beschriebenen. In Abbildung 4.33 ist die Anbindung von Doxorubicin am Beispiel von
Ed-CMD-beschichteten MnZn-MNP dargestellt.
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Abbildung 4.33: Schematische Darstellung der Reaktion von Doxorubicin mit Ed-CMD-beschichteten

MnZn-MNP unter Bildung einer sekundaren Amin-Bindung.

Im Gegensatz dazu bleibt die Reaktion Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP mit Doxorubicin
auf der Stufe vom gebildeten Imin stehen. Durch Anbindung von Doxorubicin an das
Hydrazin-Derivat entsteht eine saureempfindliche Hydrazon-Bindung. In Abbildung 4.34 ist

diese Anbindung von Doxorubicin an beschichtete MnZn-MNP schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.34: Schematische Darstellung der Anbindung von Doxorubicin an Hy-CMD-beschichtete
MnZn-MNP unter Bildung einer Imin-Bindung.

Vor allem bei malignen Zellen oder Tumorgewebe ist diese chemische Eigenschaft von
Bedeutung. Bei gesunden Zellen liegt der pH in deren Extrazellularraum zwischen 7,2 und
7,4; im Endosom selbst herrscht ein pH-Wert von 6,5 bis 5 und erst im primaren oder
sekundaren Lyosom sinkt der pH auf 4 ab (vgl. Kapitel 2.1.3). Im Gegensatz dazu weisen
Krebszellen immer einen pH-Wert auf, der um 0,5 bis 1 Einheiten niedriger liegt."’? Diese
Differenz kann genutzt werden, um die gezielte Abspaltung des Doxorubicins in der
Krebszelle zu ermdglichen. Gesunde Zellen werden dadurch nicht angegriffen und die Dosis
des Wirkstoffs kann drastisch reduziert werden, da die Verweilzeit des Wirkstoffs im
erhdht
VerknUpfungsreagenz zwischen beschichteten MnZn-MNP und Wirkstoff. Die gebildete

Tumorgewebe werden kann. Hingegen fungiert Ethylendiamin als
Saure-Amid-Bindung gleicht in ihrer Funktion einer Peptid-Bindung. Im Allgemeinen sind
diese Bindungen im sauren Milieu thermisch instabil. Es kommt zu einer sauren Hydrolyse,
wodurch die Spaltung der Bindung in die entsprechende Carbonsaure und Amine erfolgt.

In Tabelle 4.4 sind die pH-Werte der verschieden beschichteten MnZn-MNP-Dispersionen

sowie die mit Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP zusammengefasst. Es ist ersichtlich,
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dass der pH-Wert je nachdem um welches Dextran-Derivat es sich handelt um bis zu 2
Einheiten erniedrigt wird. Vor allem bei denen mit Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP sinkt
der pH-Wert unter 5. Dies kann mit den Protonen-abgebenden Carbonsauren und
Hydrazin-Gruppen erklart werden. Jedoch liegen die pH-Werte fir die zusatzlich mit
Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP-Dispersionen in einem Bereich zwischen 6,0 und
7,0. Dieser pH-Bereich ist fur eine spatere medizinische Anwendung optimal. Des Weiteren
sollte die Konzentration der Partikel mindestens 30 mg-mL™ betragen, da die eingesetzte

Partikelmenge fir die Starke der Magnetisierung verantwortlich ist.

Tabelle 4.4: Tabellarische Zusammenfassung der pH-Werte sowie der Konzentration von verschieden
funktionalisierten MnZn-MNP.

funktionali§ierte pI-_I-Wert_ (Ij( ;n;iesr:;?;iic;?]
Nanopartikel der Dispersion [mg-mL'1]

Citrat-stabilisierte MnZn-MNP 7,23-7,68 30
CMD-NP 5,68 36
Dox-CMD-NP 6,32 30
PAD-NP 6,81 39
Dox-PAD-NP 6,50 33
Ed-CMD-NP 6,40 38
Dox-Ed-CMD-NP 6,23 32
Hy-CMD-NP 4,86 35
Dox-Hy-CMD-NP 5,97 29

Zur Charakterisierung der beschichteten sowie funktionalisierten Partikel wird die
dynamische Lichtstreuung (DLS) herangezogen. Mittels dieser Methode wird der
hydrodynamische Durchmesser von verschieden beschichteten MnZn-MNP bestimmt. Im
Vergleich zu den unbeschichteten Partikeln muss dieser in Abhangigkeit vom
Beschichtungsmaterial und der Funktionalisierung stetig wachsen. In Abbildung 4.35 sind die
Verteilungskurven der DLS-Messung von PAD- und CMD-beschichteten MnZn-MNP sowie
deren Funktionalisierung mit Doxorubicin dargestellt. Wie aus den Verteilungskurven zu
erkennen ist, nimmt der hydrodynamische Durchmesser in der Reihenfolge
Citrat-stabilisiertes  MnZn-Ferrofluid <  Dextran-Derivat-beschichtete  MnZn-MNP <
Doxorubicin-funktionalisierte Dextran-Derivat-beschichtete MnZn-MNP zu. Am starksten ist
diese Zunahme bei den Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP zu beobachten. Der
Durchmesser nimmt vom Citrat-stabilisierten zum CMD-beschichteten MnZn-Ferrofluid von

59 nm auf 128 nm zu. Der gleiche Anstieg ist zwischen CMD-beschichteten und zusatzlich
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mit Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP zu verzeichnen. Hier steigt der Durchmesser
auf 204 nm an. Diese Zunahme liegt zum Einen in der GroRe und Struktur des
Dextran-Derivates und zum Anderen in der Bindung des Wirkstoffs an das Derivat
begriindet. Weiterhin ist bei den CMD-beschichteten Partikeln eine Verbesserung in der
Polydispersitat zu beobachten. Dieser Wert sinkt ausgehend von 1,56 fur Citrat-stabilisierte
MnZn-Ferrofluid auf 1,50 fir die CMD-beschichteten MnZn-MNP und schlie8lich auf 1,32 flr
die zusatzlich mit Doxorubicin funktionalisierten MnZn-MNP. Die Ursache ist wahrscheinlich
in der Carboxyl-Gruppe begriindet, die zusatzlich die Ladungsdichte erhdht und somit die
Partikel besser stabilisiert. Hingegen nimmt der Durchmesser bei PAD-beschichteten
MnZn-MNP  leicht zu. Dieser steigt in der Reihenfolge Citrat-stabilisiertem
MnZn-Ferrofluid < PAD-beschichtete MnZn-MNP < Dox-PAD-funktionalisierte MnZn-MNP
von 59 nm, auf 72 nm und schlieBlich auf 92 nm an. Einen Polydispersitats-andernden
Einfluss kann in diesem Zusammenhang nicht festgestellt werden (vgl. Tabelle 4.5). Es ist
somit keine Zunahme der Agglomeration zu beobachten. Dies wird ebenfalls anhand von
TEM-Aufnahmen in Abbildung 4.50 belegt.

Die Ursache flr diese unterschiedliche VergréRerung des hydrodynamischen Durchmessers
der PAD- und CMD-beschichteten Partikel kédnnen in der unterschiedlichen Struktur des
jeweiligen Dextran-Derivates begriindet liegen. Bei der Synthese von PAD kommt es zu
einer Glykol-Spaltung, wohingegen zur Herstellung von CMD die Hydroxyl-Gruppen verestert
werden. Des Weiteren adsorbieren bei den CMD-beschichteten MnZn-MNP zusatzlich zu
den OH-Gruppen auch die Carboxyl-Gruppen auf die Partikeloberflache, wodurch mehr
OH-Gruppen mit dem Lésemittel in Wechselwirkung treten kénnen. Auch spielt der pH-Wert
der Lésung vor allem bei geladenen Polymeren eine wichtige Rolle. Demnach vergréflert
sich bzw. quellt das negativ geladene CMD, wenn es sich in einem sauren pH-Bereich
befindet. Unter gleichen Bedingungen verandert sich das positiv geladene PAD allerdings
nicht. Alle erlauterten Faktoren liben einen Einfluss auf die Grofle des hydrodynamischen
Durchmessers sowie auf die Polydispersitdt der Partikel aus. Der Unterschied im
Durchmesser zwischen Dox-PAD- und Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP liegt
moglicherweise darin, dass bei Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP weniger Doxorubicin
gebunden ist als bei Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP. Je mehr Doxorubicin an
beschichtete MnZn-MNP gebunden vorliegt, umso hoher ist die auftretende Wechselwirkung
zwischen Doxorubicin und dem Suspensionsmedium Wasser. Diese Wechselwirkung fuhrt

zu einer VergroRerung der Solvathille und damit des hydrodynamischen Durchmessers.
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Abbildung 4.35: Darstellung einer GréRenverteilung auf Basis der DLS von PAD- und

CMD-beschichteten MnZn-MNP sowie von Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP im Vergleich zu

dem unbeschichteten MnZn-Ferrofluid. Nach der Funktionalisierung mit Dox ist in allen Fallen eine

VergroRRerung des hydrodynamischen Durchmessers zu verzeichnen.

In Abbildung 4.36 sind die Verteilungskurven der Ed-CMD und Hy-CMD-beschichteten

MnZn-MNP sowie der Dox-Ed-CMD-

und Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP

aufgetragen. Der Ubersichtlichkeit halber sind die hydrodynamischen Durchmesser mit den

zugehorigen Polydispersitatswerten o fur die verschieden beschichteten und Doxorubicin

funktionalisierten MnZn-MNP in Tabelle 4.5 zusammengefasst.
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Abbildung 4.36: Darstellung der DLS-Messergebnisse von Ed-CMD- und
Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP sowie der mit Doxorubicin funktionalisierten MnZn-MNP. Als

Vergleich dienen DLS-Messergebnisse Citrat-stabilisierter MnZn-Ferrofluide. Nach der

Funktionalisierung mit Doxorubicin ist in allen Fallen eine VergréoRerung des hydrodynamischen

Durchmessers zu verzeichnen.
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Bei den Dextran-Derivat-beschichteten MnZn-MNP ist der hydrodynamische Durchmesser
der Ed-CMD-beschichteten MnZn-MNP mit 105 nm etwas groRer als der der
Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP, der 85 nm betragt. Dieser Unterschied ist auf
strukturelle Unterschiede zwischen Hy zum Ed zurlckzufiihren sowie auf den
unterschiedlichen pH-Wert der Dispersionen. Nach Modifizierung der beschichteten
MnZn-MNP mit Doxorubicin steigt der hydrodynamische Durchmesser bei beiden auf nahezu

den gleichen Wert an.

Tabelle 4.5: Tabellarische Zusammenfassung der hydrodynamischen Durchmesser Dy, sowie der
Polydispersitatsfaktoren o von Dextran-Derivat-beschichteten  MnZn-MNP  sowie  von

Dox-funktionalisierten MnZn-MNP.

funktionalisierte Nanopartikel | Dy [nm] £ Standardfehler o Standardfehler
Citrat-stabilisiertes Ferrofluid 59,41 £ 0,63 1,56 + 0,01
CMD-MnZn-MNP 128,50 + 0,96 1,50 + 0,01
Dox-CMD-MnzZn-MNP 204,73 £ 1,16 1,32 £ 0,01
PAD-MnZn-MNP 72,63 + 0,64 1,76 £ 0,01
Dox-PAD-MnZn-MNP 92,05+ 1,10 1,75 £ 0,02
Ed-CMD-MnZn-MNP 105,50 + 1,00 1,77 £ 0,01
Dox-Ed-CMD-MnZn-MNP 147,80 + 2,42 1,70 £ 0,02
Hy-CMD-MnZn-MNP 84,82 + 1,06 1,57 £ 0,02
Dox-Hy-CMD-MnZn-MNP 150,85 + 2,00 1,54 £ 0,02

Die Bindung des Wirkstoffs an Dextran-Derivate wird mit Hilfe von FT-IR- und
Raman-Spektroskopie verfolgt. In Abbildung 4.37 sind FT-IR-Spektren von Dox-PAD- sowie
von PAD-beschichteten MnZn-MNP dargestellt. In diesen und den nachfolgenden Spektren
werden nur auf die charakteristischen Schwingungen eingegangen, die aus der Anbindung
von Doxorubicin an die einzelnen Dextran-Derivate resultieren. Alle verbleibenden
Schwingungen sind in Kapitel 9.4 des Anhangs aufgelistet.

Die charakteristischen Schwingungen von Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP sind die
N-H Schwingungen der sekundaren Amin-Bindung zwischen Doxorubicin und PAD. Die
N-H Valenzschwingung liegt im Bereich von 3500 cm™ bis 3300 cm™, allerdings wird diese
schwache Absorptionsbande von der starken Absorptionsbande der OH Schwingung der
Hydroxyl-Gruppen sowie des Wassers Uberlagert. Die N-H Deformationsschwingung liegt bei
1580 cm™. Die C-N Deformationsschwingung weist eine Bande zwischen 1190 cm™ und

1170 cm™ und von 1145 cm™ bis 1130 cm™ auf. Bedingt durch die schwache Intensitét dieser
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Banden, kommt es in diesen Bereichen zu einer Uberlagerung mit den Schwingungen von
PAD.

Der breite Absorptionspeak bei 2100 cm™ weist auf protonierte Imine hin, welche wahrend
der Reaktion nicht vollstandig reduziert wurden. In dieser Region tritt die Schwingung der
C=N"-H Bindung auf. Allerdings ist die Intensitat sehr schwach, welches auf eine geringe
Konzentration schliel3en lasst. Weiterhin ist zu bemerken, dass die Absorptionsbande der
C=0 Valenzschwingung bei 1720 cm™ im Spektrum der Dox-PAD-funktionalisierten
MnZn-MNP verschwunden ist. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Anbindung
von Doxorubicin an PAD erfolgreich verlaufen ist.
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Abbildung 4.37: Vergleich von PAD-beschichteten MnZn-MNP und von Dox-PAD-funktionalisierten
MnZn-MNP FT-IR-Spektren. Die

Abbildung 4.38 zeigt ein Raman-Spektrum der Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP. Die
charakteristischen Schwingungen der sekundaren Amin-Bindung sind ebenfalls erkennbar.
Jedoch ist die schwache Absorptionsbande der N-H Deformationsschwingung bei 1565 cm’™
nur als Schulter der Bande bei 1630cm™” wahrzunehmen. Auf Grund der
Wasserstoffbriickenbindung kann der N-H Absorptionspeak ebenfalls bei 1630 cm™
lokalisiert werden. Erganzend dazu ist die Bande der Aldehyd-Gruppe bei 730 cm™ im
Spektrum der Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP nicht wiederzufinden. Somit ist
ebenfalls anhand der Raman-Spektren die erfolgreiche Bindung des Wirkstoffs an das

Dextran-Derivat zu verzeichnen.
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Abbildung 4.38: Typische Raman-Spektren von Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP im Vergleich

zu ungebundenem PAD, der verschiedenen Umsetzungsgrade (UG).

Das FT-IR-Spektrum von Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP ist in Abbildung 4.39
dargestellt. Die signifikante Bindung von Doxorubicin an beschichtete MnZn-MNP ist die
resultierende Saure-Amid-Bindung. Die leichte Aufspaltung der breiten Absorptionsbande
entsteht durch die vorhandene cis- bzw. ftrans-lsomerie der NH-Gruppe der
Saure-Amid-Bindung. Die Bande der cis-Form liegt bei 3390 cm™ und die der trans-Form bei
3180 cm™. Des Weiteren kommen die Signalanhdufungen bei den Wellenzahlen 2752 cm™,
2656 cm™, 2546 cm™ und 1963 cm™ durch die Schwingungen des aromatischen Systems
des Doxorubicins zustande. Es ist ersichtlich, dass die C=0 Valenzschwingung bei
1710 cm™ stark an Intensitat abgenommen hat. Die intensive Bande bei 1590 cm™ kann der
N-H Deformationsschwingung dieser Bindung sowie der C=C Valenzschwingung des
Aromaten zugeordnet werden. Die Absorptionsbande bei 1413 cm™” resultiert aus der
C-N Valenzschwingung. Hingegen ist das Signal fur die Valenzschwingung der
deprotonierten Carboxyl-Gruppe bei 1230 cm” ganzlich aus dem Spektrum der

Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP verschwunden.
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Abbildung 4.39: FT-IR-Spektren von CMD-beschichteten sowie von Dox-CMD-funktionalisierten

MnZn-MNP mit der intensiven N-H Deformationsschwingung bei 1590 cm™.

Die entsprechenden Raman-Spektren sind in Abbildung 4.40 veranschaulicht. In dieser
Abbildung ist das Spektrum von reinen Doxorubicin dem Spektrum von CMD und dem von
Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP gegenubergestellt. Es ist zu erkennen, dass die
meisten Schwingungen des Doxorubicins mit den Schwingungen von
Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP korrelieren.

0,250

| ——CMD DS 1,2

0,225+ Doxrubicin rein
1 —— DOX-CMD-MnZn-MNP

0,200

0,175

0,150

0,125+

Ramanintensitat

0,100

0,075+

0,050

) W A

N T
3500 3150 2800 2450 2100 1750 11400 1050 700 350 0
Wellenzahl [cm]

Abbildung 4.40: Raman-Spektren von Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP im Vergleich zu
Doxorubicin und CMD. Die C=0 Valenzschwingung bei 1604 cm™ und die N-H

Deformationsschwingung bei 1520 cm™ sind eindeutig nachweisbar.

Die C=0 Valenzschwingung ist im Vergleich zur C=0 Schwingung der Carboxyl-Gruppe zu
tieferen Wellenzahlen verschoben und liegt bei 1604 cm™. In diesem Wellenzahlbereich liegt

ebenfalls die C=C Schwingung des aromatischen Systems von Doxorubicin vor. Das Signal
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bei 1520 cm™ resultiert aus Deformationsschwingungen der N-H Bindung der
Saure-Amid-Gruppe. Dies erklart die Intensitatszunahme dieser Absorptionsbande. Die
Valenzschwingung der C-N Bindung der Saure-Amid-Gruppe in der cis-Form hat eine
Absorptionsbande bei 1345 cm™, die der trans-Form liegt bei 1260 cm™. In diesem
Wellenzahlbereich erscheint ebenfalls die C-O Valenzschwingung. Die Absorptionsbande
der Deformationsschwingung der Carboxyl-Gruppe bei 902 cm™, die auf Grund von
Wasserstoffbriickenbindungen zustande kommt, ist im Spektrum der
Doxorubicin-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP zurtckgegangen. Die neue
Absorptionsbande, die sich bei 660cm™” ergibt, kann der out-of-plane
Deformationsschwingung der S&ure-Amid-Bindung zugeordnet werden. Die out-of-plane
Biegeschwingung dieser Gruppe befindet sich bei einer Wellenlange von 620 cm™. Unter
Einbeziehen der dargestellten FT-IR- und Raman-Spektren kann die erfolgreiche Anbindung

des Wirkstoffs an beschichteten MnZn-MNP postuliert werden.
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Abbildung 4.41: Vergleich der FT-IR-Spektren von Ed-CMD-beschichteten MnZn-MNP und
Dox-Ed-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP.

Bei den in Abbildung 4.41 abgebildeten Spektren handelt es sich um MnZn-MNP, die mit
Ed-CMD-beschichtet und anschlieBend mit Doxorubicin funktionalisiert sind. Auf die sich
dabei ausbildende charakteristische sekundare Amin-Bindung zwischen Wirkstoff und
Dextran-Derivat wird besonderes Augenmerk gelegt. Auf Grund dessen, dass diese
Schwingung schon im Spektrum des Ed-CMDs auftaucht, ist es schwierig eine Aussage Uber
die Bindung von Doxorubicin an MnZn-MNP zu treffen. Der einzige Hinweis auf die Bindung
von Doxorubicin an MnZn-MNP ist die verbreiterte Absorptionsbande zwischen den

Wellenzahlen 2710 cm™ und 2310 cm™. In diesem Bereich liegen die Absorptionsbanden der
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protonierten Amin-Gruppen. Da die Konzentration des Wirkstoffs geringer ist, werden diese
Schwingungen von den Schwingungen des Ed-CMDs Uberlagert.

Das charakteristische Merkmal bei der Anbindung von Doxorubicin an die
Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP ist die resultierende C=N-N Bindung.

In Abbildung 4.42 ist ein entsprechendes FT-IR-Spektrum zu finden. Die symmetrische
Valenzschwingung von der C=N-Gruppe hat eine Absorptionsbande bei 2340 cm™ sowie bei
2190 cm™. Im Gegensatz dazu befindet sich die asymmetrische Valenzschwingung dieser
funktionellen Gruppe bei der Wellenzahl 1700 cm™.
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Abbildung 4.42: Darstellung von FT-IR-Spektren von Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP sowie von
Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP mit den charakteristischen Absorptionsbanden.

Eine Analyse der Proben mittels Raman-Spektroskopie ist auf Grund der starken
Schwarzkorper-Strahlung der MnZn-MNP  nicht moglich. Durch die magnetischen
MnZn-MNP kommt es zu einer zusatzlichen Absorption des Lasers und dies flhrt wiederum
zu einer starken Erhitzung der Probe. Es war nicht mdglich aussagekraftige Spektren zu
erhalten. Entweder heizt sich die Probe direkt auf oder es tritt eine Uberlagerung der Signale
durch Absorptionsbanden des Wassers, bedingt durch die geringen Konzentrationen, auf.

Auf Grund der Fluoreszenzaktivitit des Wirkstoffs besteht die Moglichkeit, die
funktionalisierten Partikel mittels UV / Vis-Spektroskopie zu charakterisieren. Diese Spektren
sind in Abbildung 4.44 bis 4.45 visualisiert. Abbildung 4.43 zeigt hingegen die Absorption der
allein mit PAD-beschichteten MnZn-MNP. Bedingt durch die Aldehyd-Gruppe zeigen diese
Nanopartikel eine Absorption im UV / Vis-Bereich mit Extinktionsmaximum bei 265 nm. Des
Weiteren kann mit Hilfe dieser Analysemethode die Stabilitit der Partikelsuspension

untersucht werden. Dies geschieht unter Verwendung von automatisch wiederholten
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Messungen. Die Anzahl der Zyklen betragt jeweils 3 und der zeitliche Abstand zwischen
jedem Zyklus belauft sich auf 1 Stunde.

Sollten die Partikel nicht ausreichend dispergiert vorliegen, unterscheiden sich die
hintereinander liegenden Messungen signifikant voneinander. Im Laufe der Zeit wirden die
Partikel sedimentieren und dies hatte eine Verschiebung der Grundlinie, die auf Grund der
zusatzlichen Absorption und Streuung der Partikel zustande kommt, zur Folge. Im
Allgemeinen macht sich diese zusatzliche Streuung und Absorption der Partikel in einem
Anstieg der Intensitat der Grundlinie zu niedrigeren Wellenlangen hin bemerkbar. Je mehr

Partikel in der LOsung sind, desto starker ist diese Verschiebung zu sehen.
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Abbildung 4.43: UV / Vis-Spektrum von PAD-beschichteten MnZn-MNP mit

Extinktionsmaxium bei 265 nm.

In Abbildung 4.44 sowie in Abbildung 4.45 sind entsprechende UV / Vis-Spekiren der mit
Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP aufgefiihrt. In jedem Spektrum ist die
charakteristische Wellenlange des Doxorubicins zu erkennen. Sie liegt bei A = 475 nm und
setzt sich additiv aus den einzelnen chromophoren Gruppen des Doxorubicins zusammen.
Es handelt sich dabei um einen 7> z-Ubergang. Weitere Extinktionspeaks liegen bei
230 nm, 254 nm und 300 nm. Bei diesen Extinktionsmaxima handelt es sich um

n > z-Elektroneniibergange.
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Abbildung 4.44: links: UV / Vis-Spektrum von Doxorubicin-funktionalisierten-PAD-beschichten
MnZn-MNP, rechts: UV / Vis-Spektrum von Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP.
Die charakteristischen Extinktionsmaxima des Doxorubicins sind eindeutig nachweisbar (markiert
durch Pfeile).

Allerdings ist in UV /Vis-Spektren von Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP eine
Verschiebung des Extinktionspeaks zu hoheren Wellenzahlen hin zu beobachteten. Die
Ursache dafir liegt in der gebildeten Saure-Amid-Bindung, die ebenfalls chromophore
Gruppe darstellt. Der Absorptionspeak liegt somit bei 500 nm.

Alle Zyklen-Messungen der funktionalisierten Partikel zeigen, dass es sich um stabile
dispergierte Suspensionen handelt. Die nacheinander aufgenommenen Spektren weichen

kaum voneinander ab, wie es fir instabile Partikellésungen der Fall ware.
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Abbildung 4.45: links: Graphische Darstellung der UV / Vis-Charakterisierung von
Dox-Ed-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP, rechts: UV / Vis-Spektrum der mit Doxorubicin-
funktionalisierten Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP. Alle Spektren weisen die charakteristischen

Maxima von Doxorubicin auf (markiert durch Pfeile).

Die Konzentration an Doxorubicin in der Partikelsuspension kann, auf Grund der
Verschiebung der Grundlinie, nicht genau bestimmt werden. Deshalb erfolgt die Bestimmung
der Konzentration von Doxorubicin anhand des Dialysewassers. Die Dialyse erfolgt solange,
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bis im UV / Vis-Spektrum keine Absorptionsbande des Doxorubicins mehr zu verzeichnen ist.
Auf Basis dessen kann davon ausgegangen werden, dass sich kein freies Doxorubicin mehr
in der Losung befindet. Somit kann die Konzentration des Dialysewassers von der
eingesetzten Konzentration des Doxorubicins abgezogen werden, um so einen Rickschluss

auf die Konzentration an Doxorubicin auf den Partikeln zu erhalten.
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Abbildung 4.46: Aufnahme der UV / Vis-Spektren von verschiedenen Doxorubicin Konzentrationen.
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Abbildung 4.47: Graphische Darstellung der Konzentrationsreihe des Doxorubicins.

Ausgehend von einer Stammldésung der Konzentration 1,84 pmolmL" werden
entsprechende Verdiinnungen angesetzt, die mittels UV / Vis-Spektroskopie charakterisiert
werden (siehe Abbildung 4.46). Dabei wird jede Losung dreifach bestimmt. Anschliel’end
wird der Mittelwert der Extinktion bei 475 nm gebildet und gegen die Konzentration
aufgetragen. Mit Hilfe des Lambert-Beer'schen-Gesetzes kann aus der linearen Anpassung

die Konzentration von Doxorubicin im Dialysewasser bestimmt werden. In Tabelle 4.6 sind
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die Konzentrationen der verschiedenen Dialysewasser sowie die daraus berechnete
Endkonzentration an Doxorubicin aufgefuhrt.

Tabelle 4.6: Zusammenfassung der Konzentrationen an Doxorubicin in den verschiedenen Lésungen.

In

funktionalisierte Eingeset.zte _ Kopzentration Konzentration an
Nanopartikel Konzentration ﬁn im D|alysewa_11sser gebundenerrLDox
Dox [ umol-mL™] [umol-mL™] [umol-mL"™]
Dox-PAD-MnZn-MNP 1,84 1,227 0,613
Dox-CMD-MnZn-MNP 1,84 0 1,84
Dox-Ed-CMD-MnZn-MNP 1,84 0,494 1,349
Dox-Hy-CMD-MnZn-MNP 1,84 0,247 1,593
Abbildung 4.48 sind dazugehdrige Extinktions- und Emissionsspektren der
funktionalisierten MnZn-MNP  wiedergegeben. Das  Extinktions- sowie das

Emissionsmaximum von ungebundenem Doxorubicin liegt bei einer Wellenlange von

rex =470 nm und Agn, = 585 nm. Alle mit Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP weisen

sowohl das Extinktions- sowie das Emissionsmaximum von Doxorubicin auf.
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Abbildung 4.48: Vergleich der charakteristischen Extinktion- und Emissionsspektren der

verschiedenen mit Doxorubicin-beladenen MnZn-MNP.

Allerdings kommt es, bedingt durch die Anbindung des Doxorubicins an die beschichteten
MnZn-MNP, zu einer Verschiebung des Spektrums zu hdheren Wellenlangen. Diese
Verschiebung ist vor allem bei der Bindung des Doxorubicins an die CMD-beschichteten
MnZn-MNP zu sehen. Hier liegt die maximale Extinktion bei einer Wellenlange von 500 nm
und die maximale Emission bei 600 nm. Grund hierfir ist die gebildete Sdure-Amid-Bindung,

die durch die Funktionalisierung der CMD-beschichteten MnZn-MNP mit Doxorubicin
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entsteht. Durch die einzelnen Reinigungsschritte kann davon ausgegangen werden, dass es
sich bei den aufgenommenen Spektren um auf die Partikel gebundenes Doxorubicin handelt.
Durch Messung des Zetapotentials lasst sich ebenfalls eine Aussage Uber die Beschichtung
der MnZn-MNP treffen. Hierzu erfolgt eine 5-fache Bestimmung mit anschlieRender
arithmetischer Mittlung. In Tabelle 4.7 sind die ermittelten Zetapotentiale sowie die
dazugehorigen isoelektrischen Punkte der funktionalisierten MnZn-MNP zusammengefasst.
Citrat-stabilisierte MnZn-MNP weisen im Allgemeinen ein negatives Potential auf, welches
bei -49,0 mV liegt. Durch Beschichtung mit den verschiedenen Dextran-Derivaten kommt es
zu einer Anderung dieses urspriinglichen Potentials. So zeigen die PAD-beschichteten
MnZn-MNP, auf Grund des positiv geladenen Charakters von PAD, nur noch ein Potential
von -7,3 mV. Hingegen fallt das Potential bei CMD-beschichteten MnZn-MNP auf -53,0 mV
ab. Das Zetapotential von Hy-CMD-beschichteten MnZn-MNP steigt wiederum auf -41,1 mV
an. Bei den Partikeln, die mit Ed-CMD-beschichtet sind, ist keine signifikante Veranderung
des Potentials zu beobachten. Dieses liegt bei -49,1 mV. Ursache hierfir koénnte
Ladungskompensation sein, wodurch es nach aufRen hin zu keiner Anderung des Potentials
kommt. Auf Grund des positiv geladenen Charakters von Doxorubicin hat dessen Anbindung
an die Partikel ebenfalls eine Potential-verandernde Wirkung. Dieser Effekt ist vor allem bei
den Dox-Ed-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP am starksten ausgepragt. Hier erreicht das
Potential einen Wert von -12,7 mV. Bei den Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP
hingegen ist ein Wechsel von einem negativen zu einem positiven Potential zu sehen. Der
Wert liegt bei +2,3 mV. Das Potential der Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP steigt
auf -34,6 mV an und das der Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP auf -38,0 mV.

Tabelle 4.7: Tabellarische Zusammenfassung der ermittelten Zetapotentiale sowie der dazugehorigen

isoelektrischen Punkte der Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP.

funktionalisierte Zetapotential isoelektrischer Punkt
Nanopartikel [mV] [pPH-Wert]
PAD-MnZn-MNP -7,3+6,3
Dox-PAD-MnZn-MNP +2,3+6,4 4,82
CMD-MnZn-MNP -53,0+0,2
Dox-CMD-MnZn-MNP -38,0 + 3,3 2,42
Ed-CMD-MnZn-MNP -49,1+9,9
Dox-Ed-CMD-MnZn-MNP -12,7+£3,0 5,24
Hy-CMD-MnZn-MNP -41,1+0,7
Dox-Hy-CMD-MnZn-MNP -34,6 +1,0 3,06
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Um die Stabilitdt beim physiologischen pH-Wert (pH-Wert des Blutes~7,4) zu
gewabhrleisten, mussen die funktionalisierten Partikel bei einem pH-Wert von 7 ein negatives
Potential aufweisen. Dadurch kann die Agglomeration der Nanopartikel vermieden und die
Emboliegefahr unterbunden werden.

Alle vier Messungen (vgl. Abbildung 4.49) zeigen, dass die mit Doxorubicin-funktionalisierten
MnZn-MNP beim physiologischen pH-Wert ein negativ geladenes Zetapotential besitzen. Der
isoelektrische Punkt von Doxorubicin-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP liegt bei einem
pH-Wert von 2,42 und der der Doxorubicin-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP bei pH = 4,82.
Die mit Dox-Ed-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP weisen einen isoelektrischen Punkt bei
pH = 5,24 auf und die Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP einen bei pH = 3,06. Der
isoelektrische Punkt liegt demnach bei allen funktionalisierten Partikeln in dem flr

medizinische Anwendungen optimalen Bereich.
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Abbildung 4.49: Bestimmung des isoelektrischen Punkts von Doxorubicin-funktionalisierten
MnZn-MNP. Alle funktionalisierten MnZn-MNP weisen einen Punkt unter dem physiologischen

pH-Wert des Blutes auf.

Die Morphologie der Partikel wird unter Verwendung der
Transmissionselektronen-Mikroskopie analysiert. Die nachfolgenden Abbildungen (vgl.
Abbildung 4.50 bis Abbildung 4.54) zeigen die unterschiedlich beschichteten und
funktionalisierten MnZn-MNP. TEM-Aufnahmen von MnZn-MNP, die mit den verschiedenen
Dextran-Derivaten beschichtet sind, befinden sich im Anhang in Kapitel 9.5.1. Zusatzlich zu
den TEM-Aufnahmen werden XRD-Messungen der mit Dextran-Derivat-beschichteten
MnZn-MNP angefertigt. Diese zeigen ebenfalls, dass sich die Kristallinitdt der MnZn-MNP
durch die Beschichtungsschritte nicht andert. Abbildung 4.50 zeigt TEM-Aufnahmen von
Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP. Anhand dieser Aufnahmen ist ersichtlich, dass es

sich um Partikel mit einer geringen GroRenverteilung handelt. Des Weiteren zeigen diese
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Partikel keine Anzeichen von Agglomeration. Die leichte Tribung ist auf das Dextran-Derivat

zuruckzufuhren.

Abbildung 4.50: TEM-Aufnahmen von Doxorubicin-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP weisen eine

enge GroRenverteilung mit einem geringen Aggregationsgrad auf.

In Abbildung 4.51 sind verschiedene TEM-Aufnahmen der Dox-CMD-funktionalisierten
MnZn-MNP dargestellt. Auch hier liegt die GroRenverteilung in einem angemessenen
Rahmen. Es ist eine geringe Agglomeratbildung zu erkennen, die jedoch nicht ins Gewicht

fallt.

205m

Abbildung 4.51: Verschiedene TEM-Aufnahmen von Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP. Die

Nanopartikel zeigen eine relativ enge GréRenverteilung.
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Die in Abbildung 4.52 visualisierten TEM-Aufnahmen zeigen die MnZn-MNP, welche mit

Dox-Hy-CMD-funktionalisiert sind. Diese Nanopartikel weisen eine einheitliche

GroRenverteilung auf, neigen jedoch zur leichten Agglomeratenbildung.

Abbildung 4.52: TEM-Aufnahmen von Doxorubicin-funktionalisierten Hy-CMD-beschichteten
MnZn-MNP zeigen einen leicht erhéhten Aggregationsgrad.

Hingegen liegen die Dox-Ed-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP in Abbildung 4.53 zwar
polydispers vor, aber die Agglomeratbildung ist sehr gering.

20 nm

Abbildung 4.53: Verschiedene TEM-Aufnahmen von Dox-Ed-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP mit

einer relativ guten GréRenverteilung und einem geringen Aggregationsgrad.

Da im Allgemeinen TEM-Aufnahmen nur einen Bruchteil der Beschaffenheit von

Nanopartikeln erfassen koénnen, soll noch auf eine Besonderheit hingewiesen werden. In

Abbildung 4.54 sind TEM-Aufnahmen von CMD-beschichteten MnZn-MNP dargestellt. Auf
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diesen ist die Struktur des Polysaccharids eindeutig zu erkennen. Des Weiteren sind die
Partikel in das Dextran-Netzwerk eingebaut und liegen in diesem gut dispergiert vor. Dieses
Dextran-Gefiige kann die Erklarung fur die Stabilitdt der Partikelldsung Uber einen langeren

Zeitraum sein, da es zu keiner starken Agglomeration der Partikel kommen kann.

20 nm

Abbildung 4.54: TEM-Aufnahmen von CMD-beschichteten MnZn-MNP, zeigen die netzartige Struktur

des Dextrans auf, indem die beschichteten Partikel gut dispergiert vorliegen.

4.3.2 ANALYSE DER PH-ABHANGIGEN SPALTUNG DER HYDRAZON-BINDUNG

Um die Spaltung der Hydrazon-Bindung der Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP zu
untersuchen, wird das Verhalten der Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP in
Abhangigkeit des pH-Werts untersucht. Die Spaltung der Hydrazon-Bindung hat die
Freisetzung des Wirkstoffmoleklls zur Folge und somit einen entscheidenden Einfluss auf
die Anwendbarkeit als Drug-Delivery System.

Dazu wird der pH-Wert einerseits mittels Phosphat-Buffer-Saline (PBS) auf 7,4 erhéht und
anderseits durch Zugabe von PBS, welcher vorher mit 0,1 M Salzsdure auf einen
pH-Wert von 5 eingestellt wurde, auf 5 erniedrigt. AnschlieBend wird der Uberstand der leicht
sauren Suspension nach 1, 2, 4, 6 und 10 Stunden mittels UV / Vis-Spektroskopie
untersucht. Ein Ergebnis der spektroskopischen Untersuchungen ist in Abbildung 4.55
dargestellt. Die Bestimmung an Doxorubicinkonzentration erfolgt unter Zuhilfenahme des

Lambert-Beer’'schen-Gesetzes und anschlieRender linearen Anpassung.
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Abbildung 4.55: UV / Vis-Spektren des Uberstands nach pH-Wert-Einstellung im zeitlichen Verlauf
von 10 Stunden. Anhand der Extinktionsmaxima ist eine Zunahme der Doxorubicinkonzentration

im zeitlichen Verlauf von 10 Stunden zu sehen.

Nach 1 Stunde ist die Abgabe an Doxorubicin noch sehr gering, jedoch erhdht sich die
Konzentration im Laufe der Zeit stetig, bis nach 10 Stunden kein weiterer Anstieg in der
Konzentration zu verzeichnen ist. Die Auftragung der Konzentration gegen die Zeit ist in
Abbildung 4.56 wiedergegeben. Hingegen zeigen die Dox-Hy-CMD-Partikelsuspensionen bei
pH 7,4 eine sehr gute Stabilitdt. Erst nach 24 Stunden lassen sich die Partikel magnetisch
trennen (siehe Abbildung 4.57). In dem Uberstand ist keine messbare Konzentration an

Doxorubicin vorhanden gewesen.
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1,00 R
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Abbildung 4.56: Darstellung der Zunahme der Doxorubicinkonzentration

in Abhangigkeit von der Zeit.
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In Abbildung 4.57 sind die Dox-Hy-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP bei einem pH-Wert von
5 und 7,4 bildlich dargestellt. Das Bild ganz links zeigt beiden Suspensionen zu Beginn der
Untersuchung und ohne Anwesenheit eines aufleren Magnetfeldes. Es handelt sich bei
beiden um stabile Partikeldispersion. Das Bild in der Mitte zeigt beiden Dispersionen unter
Einfluss eines Magnetfeldes nach 10 Stunden. Die Rotverfarbung des
Suspensionsuberstands ist auf die Anwesenheit von ungebundenem Doxorubicin
zuruckzufuhren ist. Die Partikeldispersion bei pH 7,4 zeigt die gleiche Stabilitat wie zu
Messbeginn.  Allerdings  setzt  Sedimentation ein, welche durch leichten
Nanopartikel-Bodensatz zu erkennen ist. Das rechte Bild zeigt die beiden
Partikelsuspensionen nach 24 Stunden. Nach dieser Zeit Iasst sich ebenfalls die Suspension
mit pH = 7,4 magnetisch trennen. Das Ausbleiben der Rotverfarbung des Uberstands dieser
Suspension macht eine Abspaltung von Doxorubicin von der Partikeloberflache
unwahrscheinlich. Durch UV / Vis-Spektroskopie wird dieses Ergebnis bestatigt.
Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass die Partikelsuspension bei einem pH-Wert von
7,4 Uber einen langen Zeitraum sehr stabil ist und es zu keiner Abspaltung von Doxorubicin
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden kommt. Hingegen erfolgt eine signifikante Abspaltung

von Doxorubicin bei der Dispersion mit dem erniedrigten pH-Wert innerhalb von 10 Stunden.

Abbildung 4.57: Bildliche Darstellung der Untersuchung zur Spaltung der Hydrazon-Bindung von
Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP. links: Partikelsuspensionen zu Untersuchungsbeginn,
Mitte: Partikelsuspensionen nach 10 Stunden, eine Rotverfarbung der rechten Suspension ist zu
erkennen, Rechts: Partikelsuspensionen nach 24 Stunden. Die rote Farbung der rechten Lésung ist zu

erkennen, wohingegen die linke Suspension keine Farbung aufweist.
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4.3.3 CHARAKTERISIERUNG DOXORUBICIN-FUNKTIONALISIERTER
NANOPARTIKEL MITTELS
FLUORESZENZ-KORRELATIONS-SPEKTROSKOPIE (FCS)

Mit Hilfe der FCS konnen Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat untersucht werden, die
entstehen, sobald fluoreszierende Partikel in oder aus einem Beobachtungsvolumen,
typischerweise in der Grolienordnung eines Femtoliters, diffundieren. Anhand dieser
Fluktuationen kénnen die Diffusionskoeffizienten dieser Partikel ermittelt werden. Wie lange
die Partikel im Beobachtungsvolumen verweilen, wird sowohl von deren GroRRe als auch vom
Diffusionskoeffizienten der fluoreszierenden Partikel beeinflusst (siehe Gleichung
(3-14)). Der Diffusionskoeffizient hangt seinerseits von der Partikelgrole ab, wie der

nachfolgende Zusammenhang zeigt:

D = L_ (4-4)
67-n-R

Hydro

Bindet ein Fluoreszenzfarbstoff, der eine flr ihn typische Diffusionszeit aufweist,
beispielsweise an beschichtete Partikel, kommt es zu einer Grélkenanderung und somit zu
einer Verlangsamung der Diffusionsgeschwindigkeit des Farbstoffs. So ist es mdglich
anhand dieser Anderung der Diffusionszeit zwischen freien und gebundenen Farbstoffen zu
unterscheiden.

Im Falle der mit Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP ist somit mit einer deutlich
verlangsamten  Diffusionsgeschwindigkeit des Doxorubicins zu rechnen (siehe
Abbildung 3.5). Die genaue Theorie kann in Kapitel 3.2 nachgelesen werden.

Die erhaltenen Messwerte werden mittels folgender Korrelationsfunktion angepasst:

G(r) :A+%-(1+TL)1. (4-5)

D

Wobei N die mittlere Anzahl fluoreszierender Teilchen im effektiven Detektionsvolumen
darstellt und A eine Konstante ~ 1, da sich bei langer Verschiebungszeit 7, die Fluktuationen
der Anregungsleistung gegenseitig herausmitteln.

Abbildung 4.58 zeigt die Korrelationsfunktion am Beispiel von Dox-PAD-funktionalisierten
MnZn-MNP. Die Zeitskala folgt einer logarithmischen Darstellung. Alle durchgefiihrten

FCS-Messungen sind in analoger Weise angepasst.
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Abbildung 4.58: Darstellung der Korrelationsfunktions-Anpassung der Dox-PAD-funktionalisierten

MnZn-MNP mit einer berechneten tp von 104 pus.

Die FCS-Messungen von freiem Doxorubicin ergeben eine Diffusionszeit von 54 us. Die
Ergebnisse der FCS-Analysen von Dox-PAD-, Dox-CMD-, Dox-Ed-CMD- und
Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP  finden sich in Abbildung 4.59 und

zusammengefasst in Tabelle 4.8 wieder.

B%é% 9 o Dox-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP
1354 o o ® o Dox-PAD-funktionalisierte MnZn-MNP

' ? o%o, 0% 9, 4 Dox-Ed-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP
Dox-Hy-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP

G(x)

Abbildung 4.59: Darstellung der FCS-Messergebnisse von

Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP.

Anhand der ermittelten Diffusionszeiten lassen sich nur bedingt Aussagen Uber die Bindung
der Doxorubicin-Dextran-Derivat-funktionalisierten MnZn-MNP treffen.
Die Diffusionszeiten von Dox-CMD- und Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP liegen in

einem Bereich, der ca. das 10-fache der Diffusionszeit von freiem Doxorubicin darstellt.
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Allerdings liegen die ermittelten Durchmesser (siehe Tabelle 4.8) fir die
Doxorubicin-Dextran-Derivat-funktionalisierten MnZn-MNP weit unter denen, die mit XRD
oder TEM (~160A) ermittelt wurden. Bei Doxorubicin kommt noch der Effekt des
Photobleichens hinzu, der durch den Laserstrahl hervorgerufen wird und zur Zerstérung des
Wirkstoffs fuhrt. Dies konnte die Erklarung fur die schnelle Diffusionszeit von 54 us sein, im
Vergleich dazu liegt die Diffusionszeit von FITC bei 225 pus. Da die Messungen weder mit
einer thermostatisierten Apparatur noch am selbigen Tag durchgefihrt werden konnten,
kann es zu Schwankungen der Diffusionszeiten kommen. Die Diffusionszeit hangt stark von
der Temperatur ab, d. h. je hoher die Temperatur ist, desto schneller ist die Diffusion.

Zwischen Dox-PAD-, Dox-Ed-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP und Doxorubicin weichen

die Diffusionszeiten kaum voneinander ab.

Tabelle 4.8: Zusammenfassung der ermittelten Diffusionszeiten von Doxorubicin-funktionalisierten

MnZn-MNP und von ungebundenem Doxorubicin.

funktionalisierte Diffusionszeit 7p abgeschitzte GroRe
Nanopartikel [ps] [A]
Dox-CMD-MnZn-MNP 504 35,09
Dox-PAD-MnZn-MNP 104 7,24
Dox-Ed-CMD-MnZn-MNP 180 12,53
Dox-Hy-CMD-MnZn-MNP 478 33,28
Doxorubicin rein 54 3,76

Anhand der bestimmten Diffusionszeiten und der ermittelten Grélen der funktionalisierten
MnZn-MNP ist erkennbar, dass es sich nicht um an die Partikel gebundenes Doxorubicin
handelt, sondern an Dextran-Derivat gebundenes Doxorubicin. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass die Proben vor den Messungen im Verhaltnis 1:100 mit Wasser verdinnt
werden. Dadurch stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht ein, das eine verstarkte
Wechselwirkung zwischen Doxorubicin-funktionalisierten  Dextran-Derivat und dem
Suspensionsmedium Wasser bewirkt. Es kommt zu einer Vergroerung des Abstands
zwischen Doxorubicin und den magnetischen Partikeln, der auf einer mdglichen Quellung
des Dextran-Derivates beruht. Dies hat zur Folge, dass der Abstand zwischen Doxorubicin
und MnZn-MNP variiert.

Des Weiteren konnte durch TEM-Aufnahmen (siehe Abbildung 4.54) gezeigt werden, dass
die MnZn-MNP in der Dextran-Matrix gebunden vorliegen. Somit kann es sich bei ermittelten
Diffusionszeiten um Doxorubicin handeln, welches an Dextran gebunden ist, aber sich auf
Grund der verzweigten Struktur des Dextrans nicht an die Partikel gebundene vorliegt. Die

gemachten Beobachtungen kénnen nichtsdestotrotz nicht als absolutes Ausschlusskriterium
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der Doxorubicin-Anbindung an die Partikel interpretiert werden. Die Fluoreszenz von an die
Partikel gebundenem Doxorubicin wird aller Wahrscheinlichkeit nach von der dominanten
Doxorubicin Fluoreszenz, welches gebunden an die Dextran-Derivate vorliegt, Gberdeckt.

Eine mdgliche Erklarung hierfir kann ein resonanter Energietransfer (FRET: Forster-
ResonanzEnergieTransfer) sein. Dieser Transfer beschreibt die strahlungslose
Energieabgabe eines angeregten Fluoreszenzfarbstoffes (Donor) auf ein zweites, zunachst
im elektronischen Grundzustand befindliches, System (Akzeptor). Dabei spielt der Abstand
zwischen Donor und Akzeptor eine entscheidende Rolle. Je kleiner der Abstand zwischen
Akzeptor und Donor ist, desto intensiver ist der Energietransfer. Der Abstandsbereich, in
dem FRET auftritt, liegt zwischen 1 nm und 10 nm. Die Effizienz des Energietransfers kegrer

kann durch nachfolgende Gleichung beschrieben werden:!'*”

1 (Rg
Kerer = —- [_gJ . (4-6)
Tp r

Ry ist der Forster-Radius, der den Abstand zwischen zwei FRET-Systemen angibt, bei dem
50 % der Fluoreszenz des Donors geldscht wird, r beschreibt den Abstand zwischen Donor
und Akzeptor."® Der Férster-Radius selbst ist durch Gleichung (4-7) definiert:

go _ 9000-in(10)-x*-Qp
® 128-7°-N, -n*

J(4). (4-7)

x bezeichnet die relative Orientierung der Dipolmomente von Akzeptor und Donor, N, die
Avogadrozahl, n den Brechungsindex des Suspensionsmediums, in diesem Fall von Wasser
und Qp die Quantenausbeute vom Donor ohne den Akzeptor. J (1) gibt das spektrale
Uberlappungsintegral vom  Extinktionsspektrum des Akzeptors (A) und des
Emissionsspektrums vom Donor (D) wieder, welches ebenfalls eine weitere Voraussetzung

fur FRET darstellt und durch folgende Gleichung definiert ist:'"!

J(2) = [Fo(2)- 24 (2)- A'd. (@-8)

Hierbei beschreibt Fp (1) das auf die Flache normierte Emissionsspektrum und &(4) den
Extinktionskoeffizienten. Im Unterschied zur Theorie entsteht bei den untersuchten
Systemen der resonante Energietransfer nicht zwischen zwei Fluoreszenzfarbstoffe, sondern
zwischen magnetischen Nanopartikel (Akzeptor) und Doxorubicin (Donor).
Durch die auftretende Absorption der MnZn-MNP Uber einen weiten Spektralbereich ist die
Uberlappung mit dem Emissionsspektrum von Doxorubicin gegeben. Der variierende Faktor
ist der Abstand zwischen Doxorubicin und den magnetischen Nanopartikeln, der wiederum
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durch das Dextran-Derivat bestimmt wird. Ist der Abstand zwischen Doxorubicin und den
MnZn-MNP kleiner als 10 nm tritt dieser Effekt auf und es kommt zur Fluoreszenzléschung,
wodurch eine Messung von Diffusionszeiten unméglich wird.

Dadurch, dass die zu untersuchenden Proben in keiner thermostatisierten Umgebung
durchgeflhrt werden, kann es auf Grund der Erwdrmung der magnetischen Partikel und
damit der Probe durch den Laser zu einer erhohten, den realen Messwerten verfalschenden,

Diffusion kommen.

4.3.4 LANGZEITSTUDIE ZzUR UBERPRUFUNG DER STABILITAT VON
(UN)-BESCHICHTETEN MANGAN-ZINK-MNP-SUSPENSIONEN

Um die Stabilitat von MnZn-MNP-Suspensionen zu untersuchen, werden mit Hilfe der
dynamischen Lichtstreuung Uber einen Zeitraum von 6 Monaten von einer
Citrat-stabilisierten MnZn-MNP-Suspensionen GroRenverteilungskurven aufgenommen.
Anhand dieser Kurven lassen sich Rickschlisse auf die Stabilitat der entsprechenden
MnZn-Ferrofluide ziehen.

Es werden zu Beginn (t = 0), nach 1 Woche, nach 2 Wochen, nach 3 Wochen sowie nach
3 Monaten und 6 Monaten die entsprechenden GréRenverteilungskurven aufgenommen und
durch Anpassung mit einer Log-Normal-Verteilung der hydrodynamische Durchmesser
bestimmt. Diese Verteilungskurven sind in Abbildung 4.60 zusammengefasst. Der pH-Wert

des verwendeten Ferrofluids liegt bei 6,94.

1.1

E —o— Ferrofluid, t =0
1,0 —o— Ferrofluid nach 1 Woche
094 Ferrofluid nach 2 Woche
] —o— Ferrofluid nach 3 Woche
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Abbildung 4.60: Graphische Darstellung der Verteilungskurven von Citrat-stabilisierten MnZn-MNP
nach verschiedenen Lagerungszeiten, zeigt eine geringe Zunahme des hydrodynamischen

Durchmessers der Partikel mit der Zeit.
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In Tabelle 4.9 sind die Ergebnisse der aus den DLS-Messungen erhaltenen
hydrodynamischen Durchmesser zusammengefasst. Anhand dieser Werte ist ersichtlich,
dass im Laufe der Zeit die Agglomeration der Partikel zunimmt. Allerdings liegen die Werte in
einem moderaten Bereich, wodurch die Partikel Uber einen langeren Zeitraum hinweg

verwendet werden konnen.

Tabelle 4.9: Zusammenfassung der DLS-Messergebnisse der Stabilitatsuntersuchungen von

MnZn-Ferrofluiden.

Zeit Dpyaro [nm] £ Standardfehler | o[nm] + Standardfehler
Zu Beginn 39,36 + 0,34 1,54 £ 0,01
Nach 1 Woche 42,13 £ 0,20 1,40 + 0,005
Nach 2 Woche 49,74 £ 0,39 1,66 + 0,01
Nach 3 Woche 67,61+0,74 1,90 £ 0,013
Nach 3 Monaten 69,43 £ 0,60 1,77 £ 0,01
Nach 6 Monaten 72,63 £ 0,64 1,76 £ 0,01

Analog werden Messungen von CMD-beschichteten MnZn-MNP durchgefthrt. Die
Auftragung der daraus erhaltenen GroRRenverteilungskurven findet sich in Abbildung 4.61 und

die dazugehoérigen Werte des hydrodynamischen Durchmessers sind in Tabelle 4.10

zusammengefasst.
1.1
1 —o— CMD-beschichtete MnZn-MNP, t = 0
1.0 —o— CMD-beschichtete MnZn-MNP, t = 1 Woche
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Abbildung 4.61: Darstellung einer GréRenverteilungskurve von CMD-beschichteten MnZn-MNP nach
verschiedenen Lagerungszeiten. Auch hier ist eine Zunahme des Durchmessers der beschichteten

MnZn-MNP mit der Zeit zu verzeichnen.
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Aus diesen Werten geht hervor, dass die Agglomeration der CMD-beschichteten MnZn-MNP
im Laufe der Zeit zunimmt. Dementsprechend ergibt sich ein Zeitfenster flr die
Weiterverarbeitung der CMD-beschichteten MnZn-MNP von 2-3 Monaten. Danach sollten die
Partikel wieder neu synthetisiert werden. Die Zunahme des hydrodynamischen
Durchmessers von CMD-beschichteten MnZn-MNP liegt vermutlich in der Degradation von

CMD begrunde, welches eine verstarkt Agglomeration von MnZn-MNP zur Folge hat.

Tabelle 4.10: Zusammenfassung der Ergebnisse der Stabilititsmessung von CMD-beschichteten
MnZn-MNP.

Zeit Dpyaro [nm] £ Standardfehler | o[nm] + Standardfehler
Zu Beginn 94,14 + 0,42 1,33 + 0,005
Nach 1 Woche 105,50 + 1,00 1,77 £ 0,011
Nach 2 Woche 121,48 + 2,27 1,98 + 0,02
Nach 3 Woche 128,36 + 5,24 1,77 £ 0,05
Nach 3 Monaten 136,97 1,65 1,65 + 0,009
Nach 6 Monaten 178,54 £ 0,70 1,37 £ 0,005

4.3.5 ABSCHLIERENDE ZUSAMMENFASSUNG

Anhand der dargestellten Ergebnisse kann die erfolgreiche Anbindung von Doxorubicin an
die verschieden Dextran-Derivat-beschichteten MnZn-MNP gezeigt werden. Zur
Charakterisierung der funktionalisierten Nanopartikel werden unter anderem DLS,
FT-IR-Spektroskopie, Zetapotentialbestimmung und TEM verwendet. Auf Grund der
Autofluoreszenz des Doxorubicins kommen zusatzlich UV /Vis- und Fluoreszenz-
Spektroskopie zum Einsatz. Diese eingesetzten Methoden erlauben es bestimmte
Schlussfolgerungen bezlglich GroéRenverteilung, entstandenen Bindungen zwischen
Wirkstoff und beschichteten MnZn-MNP sowie Uber die Morphologie zu treffen. Bei den
verwendeten Synthesewegen handelt es sich um Prozesse, die sehr gute reproduzierbare
Ergebnisse liefern. Die Konzentration an Doxorubicin selbst variiert je nach verwendetem
Dextran-Derivat, obwohl immer die gleiche Ausgangskonzentration an Doxorubicin
verwendet wird. So weisen Dox-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP die geringste
Doxorubicinbeladung auf. Dies kann an der unvollstandigen Reduktion des Imins zum Amin

und am geringeren Substitutionsgrad von PAD liegen. Beide Faktoren haben einen
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erheblichen Einfluss auf die Bindungsmoglichkeiten des Doxorubicins an das Derivat. Die
héchste Beladung hingegen weisen die Partikel auf, die mit CMD beschichtet sind. Bei
diesen Partikeln kann im Dialysewasser kein Doxorubicin nachgewiesen werden.
Dox-Hy-CMD- und Dox-Ed-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP zeigen ahnlich hohe
Beladungen an Doxorubicin auf. Um die Bindungswahrscheinlichkeit des Doxorubicins zu
erhdhen, kann in beiden Fallen der Substitutionsgrad der Derivate erhéht werden.

Des Weiteren kann erfolgreich die Wirkstofffreisetzung an Dox-Hy-CMD-funktionalisierten
MnZn-MNP gezeigt werden. Die Freisetzung von Doxorubicin wird bei pH =5 nach
10 Stunden nahezu vollstandig erreicht. Zum Vergleich werden identische Suspensionen bei
einem pH-Wert von 7,4 untersucht. Bei diesen Proben kann keine Abspaltung des
Doxorubicins Uber einen Zeitraum von 24 Stunden festgestellt werden.

Weiterhin wird durch eine Langzeitstudie die Stabilitat von allen vier beschichteten
Partikelsuspensionen uber 3 Monate hinweg nachgewiesen und diese zu einer in-vitro
Versuchsreihe qualifiziert. Abschlielend soll darauf hingewiesen werden, dass sich das
Agglomerationsverhalten der Partikel im Laufe der Zeit andert, jedoch die Stabilitat der
Partikel unverandert bleibt. Optisch gesehen bilden die Partikel nach 3 oder 6 Monaten
weiterhin eine stabile Suspension.

Die FCS-Messungen zeigen in allen Fallen, dass die ermittelten Diffusionszeiten von
Doxorubicin, welches an Dextran-Derivate gebunden vorliegt, herresultieren. Die
Fluoreszenz ausgehend von Doxorubicin, welches an die Partikel gebunden ist, kann auf
Grund des auftretenden resonanten Energietransfers nicht gemessen werden. Basierend auf
den einzelnen Reinigungsschritten kann die Anwesenheit von ungebundenem Doxorubicin
ausgeschlossen werden. Es handelt sich somit bei allen Messungen um Doxorubicin,

welches in gebundener Form vorliegt.
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5. AUFNAHME VON SYNTHETISIERTEN DRUG-DELIVERY
SYSTEMEN IN T-ZELLEN

5.1 BIOLOGISCHE VORTESTS ZUR SPEZIFITAT VON BELADENEN T-ZELLEN

5.1.1 CHARAKTERISIERUNG DES BISPEZIFISCHEN ANTIKORPERS

Die T-Zell-vermittelte Krebstherapie basiert darauf, dass T-Zellen als biokompatible
,orug-Carrier verwendet werden und auf der Ausnutzung des natlrlichen zytotoxischen
T-Zell-Effekts (siehe Kapitel 2.1.4). Hierbei ermdglicht der Einsatz des bispezifischen
Antikérpers (bsAb) HEA125xOKT3 die Bindung der T-Zellen an die Krebszelllinie MCF-7
(Michigan Cancer Foundation-7, Krebszelllinie von Brustkrebs). Dadurch 16st dieser durch
Bindung an den CD3-Komplex der T-Zellen die Ausschittung der cytotoxischen Granulen in
Richtung der Krebszelle aus. Die Aufgabe des Antikérpers liegt darin, die T-Zellen
zielspezifisch an Krebszellen zu binden. So besteht die Mdglichkeit, dass der Wirkstoff direkt
am Tumor freigesetzt wird. Dieser Antikdrper besitzt sowohl ein Epitop fur ein T-Zellen
spezifisches Antigen CD3 als auch fir das krebszellenspezifische Antigen ep-CAM
(Epithelial Cell Adhesion Molecule). Durch die MHC-unabhangige Bindung der T-Zelle an
den Antikérper wird eine rdumliche Nahe zwischen Drug-Carrier und Target erreicht, welche
die Ausschittung der Nanopartikel direkt an der Krebszelle bewirkt. Eine schematische
Darstellung des Antikorpers und der Bindung zwischen T-Zelle, Antikorper und Krebszelle ist
in Abbildung 5.1. Durch die Verwendung des bispezifischen Antikérpers konnen polyklonale
T-Zellen verwendet werden, d. h. die Anzahl an beladenen T-Zellen wird erhéht, wodurch die
Dosis des Wirkstoffs und die Nebenwirkungen vermindert werden. Zusatzlich aktiviert der
bispezifische Antikorper die T-Zellen Uber den TCR-Komplex, wodurch die zytotoxischen

Eigenschaften von T-Zellen ebenfalls genutzt werden kdnnen.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Antikdrper-Aufbaus (links) sowie der Bindungsweise

des bispezifischen Antikérpers an die T- sowie an die Krebszelle (Copyright A. Blaudszun, KIST).
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In den Vorversuchen zu diesem Projekt sind Zellen der Linie ,Jurkat® verwendet. Um die
reale Situation besser simulieren zu kénnen, werden aus ,Buffy-Coats® isolierte T-Zellen
eingesetzt. Die Isolation erfolgt mittels Rosette Sep Human T Cell Enrichment Cocktail und
Ficoll-Dichtegradienten Zentrifugation. Um den T-Zell-Effekt zu bestimmen, mussen die
aktivierten T-Zellen mit dem Antikérper HEA125xOKT3 versetzt werden und in einem
variierenden Effektor-zu-Target Verhaltnis zu den MCF-7-Krebszellen gegeben werden. Als
Kontrolle dient eine nicht aktivierte T-Zellen Population. Unter Verwendung eines
Sulpho-Rhodamine B (SRB)-Assays wird anschlieRend die Uberlebensrate der T-Zellen
bestimmt. In Abbildung 5.2 ist die Uberlebensrate der Krebszellen im Verhaltnis zur

Anfangszahl (100 %) mit unterschiedlichen Effektor-zu-Target Verhaltnissen dargestellt.
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Abbildung 5.2: Ein SRB-Assay der Uberlebensrate der MCF-7-Zellen nach 72 Stunden Inkubation, im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zeigt die Abnahme der MCF-7-Zellen nach der Inkubation mit

aktivierten T-Zellen und bispezifischem Antikorper.

Es kann weder von nicht aktivierten noch von aktivierten T-Zellen ohne bispezifischen
Antikérper ein zytotoxischer Effekt auf die MCF-7-Zellen verzeichnet werden. Erst mit der
Verwendung des Antikorpers sinkt die Uberlebensrate in Abhangigkeit von dem Verhaltnis
zwischen Effektor und Target. Bei einem Verhaltnis von 0,25 : 1 (Effektor : Target) ist der
T-Zell-Effekt gerade gro3 genug um einen Medikamenten-Effekt nicht zu Uberlagern.
Deshalb wird dieses Verhaltnis fur nachfolgende Versuche ausgewahlt. Bei allen anderen
Ergebnissen wirde der Medikamenten-Effekt von dem T-Zell-Effekt Uberlagert werden,
wodurch eine genauere Analyse der Auswirkung des Wirkstoffs auf die T-Zellen und somit

auf die MCF-7-Zellen nicht mehr mdglich ware.
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5.1.2 ANALYSE DER ZYTOTOXISCHEN WIRKUNG VON BESCHICHTETEN
PARTIKELN AUF T-ZELLEN

Um ausschlielen zu konnen, dass die Doxorubicin-funktionalisierten-MnZn-MNP-inkubierten
T-Zellen, ihre Aktivitat bzw. Zielgenauigkeit verlieren, werden aktivierte T-Zellen fur 2
Stunden bei 37°C mit Nanopartikeln inkubiert und unter dem Durchlichtmikroskop hinlanglich
ihre Aggregation untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 5.3
aufgefuhrt. Hierbei handelt es sich um Durchlichtmikroskop-Aufnahmen mit 400-facher

Vergroflerung.
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Abbildung 5.3: Links: Aufnahmen von MCF-7-Krebszellen und aktivierten T-Zellen exklusive
bispezifischen Antikorper; Mitte: inklusive bispezifischem Antikérper und Rechts: von MCF-7- und

beladenen T-Zellen mit bispezifischem Antikorper. Die T-Zellen sind in allen Aufnahmen mit
Dextran-beschichteten MnZn-MNP beladen.

Anhand der Aufnahmen in Abbildung 5.3 wird ersichtlich, dass die T-Zelle ohne
bispezifischen Antikérper die Krebszelle nicht realisiert (linke Aufnahme). Werden hingegen
die T-Zelle und MCF-7-Zelle mit dem bispezifischen Antikérper inkubiert, so befinden sich die
T-Zellen in unmittelbarer Nahe zur Krebszelle (mittlere Aufnahme). In diesem Fall bindet die
T-Zelle an die MCF-7-Zelle und wird somit Uber den Antikérper mit aktiviert, wodurch der
T-Zell-Effekt ausgeldst wird. Die Aufnahme der mit Dextran-beschichteten Nanopartikeln
inkubierten T-Zellen zeigt, dass diese ebenfalls an die Krebszellen binden (rechte
Aufnahme). Dies bedeutet also, dass die Beladung der T-Zellen keinen Einfluss auf ihre
Ziel-Spezifitdt ausiubt. Eine Kombination des T-Zell-Effekts mit der Beladung der T-Zellen,
welche mit Doxorubicin-funktionalisierten Nanopartikeln inkubiert sind, ist nach diesem
Ergebnis also moglich.

Basierend auf den zuvor beschriebenen Ergebnissen muss die zytotoxische Wirkung der
Partikel untersucht werden. Nur wenn kein Nebeneffekt von den beschichteten MnZn-MNP
ausgeht, kann davon ausgegangen werden, dass die Wirkung allein auf der Aktivitat des
Wirkstoffs beruht. Deshalb werden zuerst Dextran-beschichtete MnZn-MNP auf ihre

Biokompatibilitat, bezogen auf T-Zellen, getestet.
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Die Zytotoxizitat der Partikel wird mit Hilfe eines MTT-Assays uberprift. Dazu werden
aktivierte T-Zellen mit Dextran-beschichteten MnZn-MNP, die unterschiedliche
Partikel-zu-Volumen Verhaltnisse aufweisen, fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Im
Anschluss wird die Uberlebensrate der T-Zellen im MTT-Assay nach 24 und 48 Stunden
gemessen. Die Ergebnisse dieses Tests sind in Abbildung 5.4 dargestellt. Im Vergleich zu
den unbeladenen T-Zellen nimmt die Uberlebensrate der beladenen T-Zellen bei den beiden
geringen Partikel-zu-Volumen Verhaltnissen nicht signifikant ab. Somit kann mit Hilfe des
Zytotoxizitat-Tests gezeigt werden, dass Dextran-beschichtete MnZn-MNP keinen
erheblichen Einfluss auf die Uberlebensrate der T-Zellen haben. Demnach kénnen
Nebeneffekte durch eine toxische Wirkung der Nanopartikel auf die nativen Carrier

weitestgehend ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5.4: Ein MTT-Assay der Uberlebensrate aktivierter T-Zellen, die mit Dextran-beschichteten
Partikeln inkubiert sind. Nach 24 Stunden bzw. 48 Stunden Messungen zeigen, dass beschichtete

MnZn-MNP keinen toxischen Einfluss auf T-Zellen haben.
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5.2 AUFNAHME VON DOXORUBICIN-FUNKTIONALISIERTEN MNZN-MNP IN
T-ZELLEN

5.2.1 CHARAKTERISIERUNG VON BELADENEN T-ZELLEN

Bevor es zur Aufnahme der Doxorubicin-PAD/CMD-funktionalisierten MnZn-MNP in
T-Zellen kommt, muss zuerst die Bindungsstabilitat untersucht werden. Dies geschieht mit
Hilfe der Fluoreszenz-Spektroskopie. Dazu werden die Nanopartikel magnetisch getrennt
und im verbleibenden Uberstand wird die Konzentration an Doxorubicin in Lésung bestimmt.
Die Untersuchungen zeigen, dass ca. 97 % des Wirkstoffs fest auf den Nanopartikeln
gebunden ist. Weiterhin kann in einer Langzeitstudie aufgezeigt werden, dass sich nach 3
Wochen nur minimale Mengen an Doxorubicin von den Partikeln 16sen. Dementsprechend
sind die Partikel Uber einen langeren Zeitraum stabil und kénnen flr
in-vitro Versuche in Betracht gezogen werden. Jedoch sollten die Partikel, um die Aktivitat
des Wirkstoffs zu gewahrleisten, bei einer Temperatur von 4°C gelagert werden.

Fur die in-vitro Experimente werden T-Zellen verwendet, die zuvor aus Frischblut isoliert und
anschlieRend aktiviert werden. Aktiviert bedeutet in diesem Fall, dass die T-Zellen mit dem
bispezifischen Antikérper 3 Tage lange gereift sind. Um die Aufnahmeeffizienz der
beladenen Partikel in T-Zellen zu Uberprifen, werden bildgebende Verfahren, wie die
Fluoreszenzmikroskopie, bei der die Autofluoreszenz von Doxorubicin ausgenutzt wird,
verwendet. Eine weitere Nachweismoglichkeit stellen TEM-Aufnahmen von fixierten Zellen
dar. Durch diese Aufnahmen ist eine genauere Analyse der Internalisierungsart der Zellen
moglich. Des Weiteren bietet die hohe Auflosung die Moglichkeit der Lokalisierung der
funktionalisierten MnZn-MNP.

Einen ersten Hinweis auf die Aufnahme von Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP in
T-Zellen wird mittels Durchflusszytometrie (FACS) erhalten. Diese Analysemethode weist die
fluoreszierenden Eigenschaften der Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP in den
aktivierten T-Zellen nach. Fur die FACS-Analyse werden aktivierte T-Zellen fur 2 Stunden bei
37°C mit Dox-PAD- oder Dox-CMD-funktionalisierten Nanopartikeln inkubiert. Die Anregung
erfolgt bei 567 nm und die Intensitat wird bei 590 nm im Kanal FL2-H gemessen. In
Abbildung 5.5 sind die Ergebnisse der FACS-Analyse der Dox-PAD- und
Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP visualisiert.
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Abbildung 5.5: FACS-Messergebnisse von Dox-PAD- und von Dox-CMD-funktionalisierten
MnZn-MNP. Links: Aktivierte T-Zellen inkubiert mit Dox-PAD-MnZn-MNP, Mitte: Aktivierte T-Zellen
ohne Partikel, Rechts: Aktivierte T-Zellen inkubiert mit Dox-CMD-MnZn-MNP. Die mit Doxorubicin-

inkubierten Zellen zeigen sowohl fir Dox-PAD-funktionalisierten als auch fir

Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP eine Zunahme der Fluoreszenz.

In Abbildung 5.5 sind die vitalen T-Zellen rot markiert. Diese markierte Population ist im
jeweils darunter liegenden Teil der Abbildung fir die Kanale FL1-H und FL2-H dargestellt.
Eine Zunahme der Fluoreszenz-Intensitat am Kanal FL2-H ist sowohl nach Inkubation mit
Dox-PAD-MnZn-MNP als auch nach Inkubation mit Dox-CMD-MnZn-MNP zu messen.
Allerdings ist die Zunahme der Intensitat bei den T-Zellen, die mit
Dox-CMD-MnZn-MNP inkubiert sind, grolker als bei den T-Zellen, die mit
Dox-PAD-MnZn-MNP inkubiert sind. Die Differenzen in der Intensitat kdnnen unter anderem
durch die unterschiedlichen Konzentrationen an Doxorubicin in der Partikelsuspension
herrihren.

Anhand der Ergebnisse der FACS-Analyse kann jedoch keine Aussage darlber getroffen
werden, ob die Nanopartikel in die Zelle aufgenommen werden. Die Anderung im
Fluoreszenzverhalten kann auch daher kommen, dass die funktionalisierten Partikel nur an
die Oberflache der Zellen gebunden sind. Aus diesem Grund muss der genaue
Aufnahme-Mechanismus noch weiter untersucht werden. Dazu werden Dox-PAD- und
Dox-CMD-funktionalisierte-MnZn-MNP-inkubierte T-Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten
Objekttragern immobilisiert und mittels der Fluoreszenz-Mikroskopie charakterisiert.
Abbildung 5.6 zeigt ein und dieselbe inkubierte Zelle einmal links im Hellfeld und einmal
rechts durch einen Filter. Die Fluoreszenzaufnahme zeigt eine verstarkte Fluoreszenz in der
Zelle, dies weist darauf hin, dass sich die Partikel in bestimmten zellularen Kompartimenten

ansammeln. Gleichzeitig kann Uber eine hdhere Fluoreszenzintensitat indirekt auf eine
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hohere Konzentration an Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP geschlossen werden.
Dieselbe erhdhte Fluoreszenzintensitat im Zellinneren kann bei den

Dox-CMD-MnZn-MNP inkubierten T-Zellen nachgewiesen werden.

Abbildung 5.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit Dox-PAD-MnZn-MNP-inkubierten
T-Zellen mit 100-facher VergréRerung, Links: T-Zelle im Hellfeld, Rechts: T-Zelle im FluoreszenZfilter

mit der charakteristischen Fluoreszenz des Doxorubicins.

Um eine genauere Lokalisation des Doxorubicins zu erhalten, werden T-Zellen mittels
CDA45-FITC aktiviert, wodurch es zu einer Kofarbung der Membran kommt. Durch diese
Kofarbung ist es mdglich, Lymphozyten visuell eindeutig von anderen Zellen abzugrenzen.
Begrindet liegt dies in der Spezifitat des Antikorpers, der nur an die Membran von
Lymphozyten koppelt. Die Aufnahmen in Abbildung 5.7 und in Abbildung 5.8 visualisieren
verschieden markierte T-Zellen, die mit Dox-PAD-MnZn-MNP inkubiert sind.

Abbildung 5.7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Lymphozyten, die mit CD45-FITC
markiert und mit Dox-PAD-MnZn-MNP inkubiert sind. Sowohl im rechten als auch im linken Bild ist

eine leichte Zunahme der Fluoreszenzintensitat zu sehen.
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In der linken Aufnahme von Abbildung 5.7 kann eine Verstarkung der Fluoreszenz in der
Naéhe des Zellkerns registriert werden. Dies deutet auf eine Ansammlung von
funktionalisierten Nanopartikeln hin. Allerdings wird die Fluoreszenz, die von Doxorubicin
ausgeht, von der Fluoreszenz des an die Membran gebundenen CD45-FITCs Uberlagert.
Weiterhin ist zu erkennen, dass der Wirkstoff nicht in die DNA des Zellkerns interkaliert ist. In
diesem Fall hatte die Fluoreszenzintensitat des Zellkerns, bedingt durch Doxorubicin, stark
zugenommen. In Abbildung 5.7 (rechte Aufnahme) weist der Zellkern keine Anderung auf.
Dies kann ebenfalls an der geringen Konzentration des Doxorubicins in der
Partikelsuspension liegen. Weiterhin besteht auch die Mdglichkeit, dass Doxorubicin an die
Partikel gebunden ist und somit noch nicht in die DNA des Zellkerns intakaliert ist. Auch
kénnen Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP nur an die Zellmembran gebunden
vorliegen; so ist beispielsweise in der rechten Aufnahme von Abbildung 5.7 eine rote

Fluoreszenz an der duf3eren Seite der Zellmembran zu erkennen.

Abbildung 5.8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von T-Zellen, die mit CD45-FITC markiert

und mit Dox-PAD-MnZn-MNP inkubiert sind, weisen keine rote Fluoreszenz auf.

Abbildung 5.8 zeigt zwei markierte T-Zellen, die keine Fluoreszenzaktivitat des Doxorubicins
aufweisen. Durch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen kann zwar bewiesen werden,
dass funktionalisierte Nanopartikel aufgenommen werden, allerdings hat es den Anschein,
als sei entweder die Konzentration des Wirkstoffs zu gering oder die Interkalation des
Wirkstoffs in die Zell-DNA hat noch nicht stattgefunden.

Die Aufnahmen in Abbildung 5.9 bis Abbildung 5.11 zeigen CD45-FITC markierte
Lymphozyten, die mit Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP beladen werden. Jede
Aufnahme weist rote Fluoreszenz im Bereich des Zellkerns auf. Abbildung 5.9 zeigt zum
Beispiel das Stadium, in dem der Wirkstoff in die DNA des Zellkerns interkaliert hat. Sobald
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der Wirkstoff in die DNA interkaliert, wird die Apoptose eingeleitet und die
Fluoreszenzintensitat wird stark erhoht. Jedoch ist die Fluoreszenz so intensiv, dass sie die

Fluoreszenz der freien Partikelsuspension tberlagert und somit nicht detektiert werden kann.

Abbildung 5.9: T-Lymphozyten, markiert mit CD45-FITC und beladen mit Dox-CMD-MnZn-MNP.

Eindeutige rote Farbung des Zellkerns ist in beiden Aufnahmen zu erkennen.

So zeigt die linke Fluoreszenz-Aufnahme in Abbildung 5.10 eine T-Zelle, in der Doxorubicin
interkaliert ist sowie einen Teil der Suspension von Dox-CMD-MnZn-MNP. Die Ansammlung
dieser Partikelsuspension auf’erhalb der Zellen lasst darauf schlieBen, dass nicht
Doxorubicin, sondern Dox-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP aufgenommen werden. Auch
die rechte Aufnahme in  Abbildung 5.10 deutet darauf hin, dass
Doxorubicin-funktionalisierte MnZn-MNP aufgenommen werden. Zu erkennen ist dies an der

Fluoreszenz des Zellkerns und an den Fluoreszenzspots die au3erhalb des Zellkerns liegen.

Abbildung 5.10: Aufnahmen von T-Lymphozyten, die mit CD45-FITC markiert und mit

Dox-CMD-MnZn-MNP beladen sind sowie freie Partikelsuspension.
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Die Aufnahme in Abbildung 5.11 ist rund 20 Stunden nach der Inkubation angefertigt werden.
Sie zeigt die Bildung mehrerer Spots innerhalb der Zelle, welches darauf hindeuten konnte,

dass es sich um ein Stadium der Apoptose handelt, in dem der Zellkern fragmentiert.

Abbildung 5.11: Aufnahme von Dox-CMD-MnZn-MNP inkubierten T-Zellen, die mit CD45 markiert

sind. Zu erkennen sind mehrere Spots, die auf ein Stadium der Apoptose von T-Zellen hinweisen.

Durch Vergleich mit der FACS-Analyse fallt auf, dass auch hier die Fluoreszenzintensitat der
mit Dox-CMD-MnZn-MNP beladenen T-Zellen hdher ist als die der mit Dox-PAD-MnZn-MNP
beladenen T-Zellen. Durch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen kann nicht eindeutig
belegt werden, dass die funktionalisierten MnZn-MNP in die Zelle aufgenommen werden. Zu
diesem Zweck werden von aktivierten T-Zellen, die fir 2 Stunden bei 37°C mit
funktionalisierten Partikeln inkubiert sind TEM-Aufnahmen gemacht.

Abbildung 5.12 sowie Abbildung 5.13 zeigen TEM-Aufnahmen von fixierten T-Zellen, die mit
Dox-PAD-MnZn-MNP inkubiert sind.
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Abbildung 5.12: TEM-Aufnahmen von aktivierten T-Zellen, die mit Dox-PAD-MnZn-MNP inkubiert
sind. Die Aufnahme der Partikel erfolgt endozytotisch in Vesikel (rote Markierung). Zu erkennen ist

dies an der membranahnlichen Struktur, die die Partikel umgibt.
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Abbildung 5.13: TEM-Aufnahmen von aktivierten T-Zellen, die mit Dox-PAD-MnZn-MNP inkubiert
sind. Zeigen ebenfalls die Aufnahme der Partikel per Endozytose (links), und die Ansammlung der

funktionalisierten MnZn-MNP an der duReren T-Zell-Membran (rechts).

Die Aufnahme von Nanopartikeln durch aktivierte T-Zellen erfolgt vermutlich Gber
Mechanismen wie die Endozytose oder Uber bestimmte Carrier. Anhand dieser Aufnahmen
kann angenommen werden, dass die Aufnahme der Partikel in T-Zellen tber endozytotische
Vesikel erfolgt. Dies lasst sich durch die vesikularen Strukturen erklaren, in denen die
Partikel geclustert vorliegen. Die Internalisierung der Dox-PAD-MnZn-MNP ist offensichtlich
erfolgreich und als Aufnahmeweg ist die Endozytose anzunehmen. Dies bedeutet, dass der
Wirkstoff in gebundener Form von den T-Zellen aufgenommen wird und formuliert durch die
T-Zellen an den Wirkungsort geschleust wird. Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5.14
visualisieren fixierte T-Zellen, welche aktiviert und mit Dox-CMD-MnZn-MNP inkubiert sind.

Vadd

Abbildung 5.14: TEM-Aufnahmen von fixierten T-Zellen, die aktiviert und mit Dox-CMD-MnZn-MNP
inkubiert sind; zeigen eine Ansammlung der funktionalisierten MnZn-MNP im Zytoplasma, aber ohne

erkennbare Struktur.
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Wie zu erkennen ist, liegen diese ohne erkennbare Struktur im Cytosol vor. Auf Grund der
Ergebnisse in Abbildung 5.12 und Abbildung 5.13 ist jedoch anzunehmen, dass auch in
diesem Fall die funktionalisierten MnZn-MNP durch Endozytose aufgenommen werden. Die
Internalisierung der Dox-CMD-MnZn-MNP ist ebenfalls erfolgreich und der Wirkstoff wird

nach diesem Ergebnis in gebundener Form von den T-Zellen aufgenommen.

5.2.2 ANALYSE DES ZYTOTOXISCHEN EFFEKTS VON DOXORUBICIN-

FUNKTIONALISIERTEN NANOPARTIKELN AUF T-ZELLEN

Nachdem die Aufnahme der Doxorubicin funktionalisierten Partikel in T-Zellen erfolgreich
charakterisiert werden kann, wird der zytotoxische Effekt des Doxorubicins auf die
T-Zellen dargestellt. Fur die Versuche werden aktivierte T-Zellen Gber eine Stunde bei 37°C
mit 1, 2 und 3 ug-mL™" Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP beladen und anschlieRend die
Uberlebensrate mittels eines MTT-Assays im zeitlichen Ablauf von 24 bis 168 Stunden

gemessen. Die Ergebnisse eines MTT-Assays sind in Abbildung 5.15 graphisch dargestellt.
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Abbildung 5.15: Ein MTT-Assay der Uberlebensrate aktivierter T-Zellen mit unterschiedlichen
Beladungsgraden an Dox-CMD-MnZn-MNP. Die T-Zell-Population ist nach 24 Stunden auf ca. 50 %

gesunken und dies unabhangig von der eingesetzten Konzentration an Dox-CMD-MnZn-MNP.

Nach 24 Stunden, unabhangig von der eingesetzten Konzentration, uberleben ca. 40 % bis
50 % der mit Dox-CMD-MnZn-MNP-inkubierten T-Zellen. Nach diesen
24 Stunden sinkt die Population weiter ab. Bei Beladung der T-Zellen mit 1 pg-mL”
Partikelsuspension uberleben nach 168 Stunden noch 3 % der T-Zellen. Je héher die Menge

an eingesetzter Partikeldispersion ist, desto schneller sterben die T-Zellen ab. Bei den
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2 pug-mL”" und 3 ug-mL”" Partikelsuspensionen sind nach 168 Stunden keine lebenden
T-Zellen mehr zu verzeichnen. Basierend auf den Ergebnissen der MTT-Assays ist ein
Zeitfenster von rund 24 Stunden vorgegeben, in dem die T-Zellen ihr Ziel erreichen sollten,
um so die Krebszellen anzugreifen.

Ein mogliches Einsatzgebiet der T-Zellen-vermittelten Krebstherapie ist die Behandlung von
Brustkrebs. Deshalb wird die zytotoxische Wirksamkeit der Dox-CMD-funktionalisierten
MnZn-MNP in Kombination mit den T-Zellen auf Krebszellen der Brustkrebszelllinie MCF-7
hin untersucht.

Hierfir werden T-Zellen zuerst mit Dox-CMD-MnZn-MNP inkubiert und anschlieRend ohne
und mit bispezifischen Antikoérpern (bsAb) zu MCF-7-Krebszellen gegeben. Danach wird die
Uberlebensrate der Krebszellen mittels eines Zytotoxizitats-Assays untersucht. Diese
Untersuchung erfolgt mit Hilfe eines SRB-Assays, der die Uberlebensrate der MCF-7-Zellen
nach 48, 72 und 96 Stunden analysiert. In Abbildung 5.16 sind die Ergebnisse eines

SRB-Assays zusammengefasst.
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Abbildung 5.16: Ein SRB-Assay der Uberlebensrate von MCF-7-Krebszellen nach Behandlung mit
Dox-CMD-MnZn-MNP-inkubierten T-Zellen und bsAb HEA125xOKT3. Die Uberlebensrate der

Krebszellen wird nach 96 Stunden deutlich herabgesetzt.

Anhand des SRB-Assays ist zu erkennen, dass die T-Zellen ohne bispezifischen Antikdrper
selbst keinen Effekt auf die Uberlebensrate der MCF-7-Zellen austiben. Durch Zugabe des
Antikorpers HEA125xOKT3 sinkt die Uberlebensrate um rund 40 % nach 48 Stunden sowie
nach 96 Stunden betragt die Uberlebensrate der Krebszellen nur noch 2 %. Die
Dox-CMD-MnZn-MNP-inkubierten T-Zellen, senken die Uberlebensrate der Krebszellen
erheblich unabhangig davon ob mit oder ohne bispezifischen Antikoérper. So sind nach 48

Stunden bereits 93 % der MCF-7-Zellen abgestorben und nach 96 Stunden ist die
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Uberlebensrate auf unter 2 % gesunken. Dies gilt auch unabhangig von der eingesetzten
Konzentration. Es kann also von einer guten chemotherapeutischen Wirksamkeit
ausgegangen werden.

Weiterhin zeigt dieses Ergebnis, dass die Dox-CMD-MnZn-MNP, wenn sie vermittelt durch
die T-Zellen auf die Krebszellen appliziert werden, in hohem Male zytotoxisch sind. Da
diese toxische Wirkung sehr hoch ist, kann zu diesem Zeitpunkt nicht gesagt werden, ob
dieser Effekt durch den bispezifischen Antikérper vermittelt wird oder nicht. Es missen

weitere Tests folgen, um eine genaue Aussage darlber treffen zu kénnen.
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5.3 ZUSAMMENFASSUNG

Die im Rahmen dieses Kapitels vorgestellten biologischen Tests zeigen alle die erfolgreiche
Aufnahme der Doxorubicin-funktionalisierten Nanopartikel in T-Zellen. Zur Charakterisierung
dieser Aufnahmen in T-Zellen werden verschiedene bildgebende Verfahren wie
Fluoreszenz-Mikroskopie, TEM und FACS-Analyse verwendet, um eine Lokalisation der
Doxorubicin-beladenen Nanopartikel in den Zellen zu erreichen. Um anschlieRend die
Uberlebensrate dieser Zellen zu analysieren kommen SRB- und MTT-Assays zum Einsatz.
Zunachst werden Vortests zur Uberprifung der Spezifitit von T-Zellen auf Krebszellen
durchgefiihrt. Dazu wird ein SRB-Assay der Uberlebensrate von Krebszellen angefertigt.
Diese Krebszellen sind mit unaktivierten, aktivierten (ohne bsAb) und aktivierten mit
bispezifischen Antikdrper HEA125xOKT3 inkubierten T-Zellen beladen. Weder unaktivierte
noch aktivierte (ohne bsAb) T-Zellen (iben einen Einfluss auf die Uberlebensrate der
Krebszellen aus. Nur aktivierte T-Zellen mit bispezifischem Antikérper greifen die
Krebszellen an und es kommt zur Abtétung der malignen Zellen. Es wird festgestellt, dass
bei einem Verhaltnis 0,25 Effektor zu 1 Target der T-Zell-Effekt gerade grof3 genug ist, damit
ein moglicher Medikamenten-Effekt nicht Uberlagert wird. Des Weiteren werden die
Bindungseigenschaften von beladenen T-Zellen mit bispezifischem Antikdrper charakterisiert
und es wird festgestellt, dass die Beladung von T-Zellen keinen Einfluss auf ihre Spezifitat
ausubt. In diesem Zusammenhang wird auch die Toxizitdt von Dextran-beschichteten
MnZn-MNP auf T-Zellen mittels eines MTT-Assays untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse
zeigen, dass Dextran-beschichteten MnZn-MNP keinen signifikanten Einfluss auf die
Uberlebensrate von T-Zellen haben.

Anknipfend an diese Ergebnisse folgen Untersuchungen von Doxorubicin-funktionalisierten
MnZn-MNP und deren Aufnahme in T-Zellen. Zum Einsatz kommen Doxorubicin-PAD- und
die Doxorubicin-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP. Deren Aufnahme einerseits mit FACS
und anderseits unter Zuhilfenahme von bildgebenden Verfahren, wie
Fluoreszenz-Mikroskopie und TEM, analysiert werden. Die Ergebnisse der FACS-Analyse
zeigen fur beide inkubierten T-Zellen einen Anstieg in der Fluoreszenzintensitat. Dieses
Ergebnis liefert noch keinen eindeutigen Beweis fur die Aufnahme der funktionalisierten
MnZn-MNP in T-Zellen, da im Allgemeinen die Mdglichkeit besteht, dass die beladenen
MnZn-MNP nur auf der Zelloberflache adsorbieren. Um dies auszuschlieRen, werden
anschlieBend Fluoreszenz-Mikroskop- sowie TEM-Aufnahmen von inkubierten T-Zellen
angefertigt. Beide Analysemethoden bestatigen eindeutig die Aufnahme der
Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP in T-Zellen. Fir die Fluoreszenz-Mikroskopie folgt
eine Kofarbung der Membran der T-Zellen mit CD45-FITC, um eine genaue Lokalisierung
der Partikel zu erreichen. Bei den Doxorubicin-CMD-MnZn-MNP wird eine verstarkte rote

Fluoreszenz im Bereich des Zellkerns detektiert. Dies deutete zum Einen auf die Aufnahme
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der Partikel in die Zelle und zum Anderen auf die Interkalation des Doxorubicins in den
Zellkern, wodurch die Fluoreszenzintensitat gesteigert wird. Bei den Dox-PAD-MnZn-MNP
kann dieser Effekt nicht beobachtet werden. Allerdings ist eine Anhaufung roter Fluoreszenz
im Bereich des Zellkerns lokalisierbar. Bei den TEM-Aufnahmen der Dox-PAD-MnZn-MNP
wird gezeigt, dass die funktionalisierten MnZn-MNP mittels Endozytose aufgenommen
werden. Diese Aufnahmen zeigten vesikulare Strukturen, in denen die Partikel geclustert
vorliegen.

Um die Uberlebensrate der Doxorubicin-beladenen T-Zellen zu charakterisieren, werden
MTT-Assays angefertigt. Diese zeigen, dass nach 24 Stunden noch circa 50 % der
mit Dox-CMD-MnZn-MNP inkubierten T-Zellen Uberleben. Danach sinkt die Population weiter
ab und nach 168 Stunden uberleben nur noch 3 % der T-Zellen, die mit 1 ug-mL™
Partikelsuspension inkubiert sind. Des Weiteren wird gezeigt, dass je hoher die eingesetzte
Menge an Partikelsuspension ist, desto eher Sterben die T-Zellen ab. Aus diesen
Ergebnissen kann ein Zeitfenster von 24 Stunden ermittelt werden, in dem die beladenen
T-Zellen ihren Wirkungsort erreicht haben mussen.

Ein mogliches Einsatzgebiet dieser beladenen T-Zellen stellt die Behandlung von Brustkrebs
dar. Deshalb wird mit Hife eines SRB-Assays die Uberlebensrate von
MCF-7-Zellen untersucht, welche mit beladenen T-Zellen inkubiert sind. Die mit
Dox-CMD-MnZn-MNP inkubierten T-Zellen, senken die Uberlebensrate der Krebszellen
erheblich. So sind nach 48 Stunden bereits 93 % der MCF-7-Zellen abgestorben und nach
96 Stunden ist die Uberlebensrate sogar auf unter 2 % gesunken. Anhand dieses
Ergebnisses kann von einer guten chemotherapeutischen Wirkung der funktionalisierten

MnZn-MNP ausgegangen werden.
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6. DARSTELLUNG MULTIFUNKTIONALER NANOPARTIKEL
MITTELS LAYER-BY-LAYER-TECHNIK

6.1 AUFBAU VON MULTISCHICHTSYSTEMEN AUF PARTIKELOBERFLACHEN

Auf Grund der Adsorption von Citrat-lonen weisen synthetisierte MnZn-MNP eine negative
Oberflachenladung auf. Dementsprechend muss fir die Bildung der ersten Schicht ein
Polykation verwendet werden. Die anschlielende Abtrennung des nicht adsorbierten
Polyelektrolytens erfolgt je nach Stabilitit der Partikelsuspension entweder durch
magnetische Separation oder durch 2-tagige Dialyse gegen destilliertes Wasser. Durch die
Adsorption des positiv geladenen Polymers an die negativ geladene Oberflache des
Partikels erfolgt eine Ladungsinversion. Somit kann im Anschluss ein negativ geladenes
Polymer adsorbieren. Die zuvor beschriebenen Schritte kénnen so lange wiederholt werden,
bis die gewlnschte Anzahl an Schichten erreicht wird. Allerdings ist der damit verbundene
Zeitaufwand sehr groB. In dieser Arbeit belduft sich die maximale Anzahl der Schichten auf
6. Eine schematische Darstellung der LbL-Deposition auf Partikeln ist in Abbildung 6.1

visualisiert.

Reinigung

Polyanion

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der angewandten LbL-Technik zur Bildung

multifunktionaler Schichten auf magnetischen Nanopartikeln.

In den nachfolgenden Kapiteln wird das Zusammenspiel der eingesetzten Polykationen (PAH
und PEI) und Polyanionen (PSSa-co-MA und PEI) dargestellt. Daraus kann das optimale
System von Polykation und Polyanion bestimmt werden, welches die besten
Voraussetzungen fir eine medizinische Anwendung liefern kénnte. Die Strukturformeln der
verwendeten Polymere kdnnen in Abbildung 2.27 nachgeschlagen werden.

Dazu werden verschiedene Schichtsysteme in Abhangigkeit von der Starke des
Polyelektrolytens aufgebaut. Beispielsweise wird in Kapitel 6.1.1 der Schichtaufbau aus zwei
schwachen Elektrolyten beschrieben. Wohingegen in Kapitel 6.1.2 der Aufbau von
Multischichten bestehend aus schwachen und starken Polyelektrolyten erlautert wird.
AnschlieBend wird in Kapitel 6.1.3 das Schichtsystem, bestehend aus zwei starken
Polyelektrolyten, néher charakterisiert. Durch diese Versuchsreihe soll geklart werden, ob die

Starke des Polyelektrolytens einen Einfluss auf die Stabilitdt und die Agglomeratenbildung
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der Partikel auslibt. Als Charakterisierungsmethoden kommen dabei DLS,

FT-IR-Spektroskopie, Zetapotential sowie TEM zur Anwendung.

6.1.1 LAYER-BY-LAYER-DEPOSITION VON POLYALLYLAMIN UND
POLYARCYLSAURE

Das erste vorgestellte Schichtsystem, setzt sich aus Polyallylamin (PAH) als Polykation und
Polyarcylsaure (PAA) als Polyanion zusammen. Bei beiden Polymeren handelt es sich um
schwache Polyelektrolyten, deren Schichtdicke in Abhangigkeit des pH-Werts variiert
(vgl. Kapitel 2.3.4). Da der optimale pH-Bereich fir medizinische Anwendungen zwischen 6
und 7 liegt und beide Polymere in diesem Bereich die volle Ladungsdichte aufweisen,
verhalten sich diese deshalb auch wie starke Elektrolyte.

In Abbildung 6.2 sind die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung von
(PAH / PAA)-beschichteten Partikeln mit steigender Schichtanzahl aufgefuhrt.

—o— MnZn-MNP

—o— PAH-MnZn-MNP
(PAH/PAA)-MnZn-MNP

—o— (PAH/PAA/PAH)-MnZn-MNP
(PAH/PAA),-MnZn-MNP

—a— PAH-(PAH/PAA),-MnZn-MNP
—a— (PAH/PAA),-MnZn-MNP

Verteilung (normiert)

600

D [nm]

Hydro

Abbildung 6.2: Darstellung von verschiedenen Verteilungskurven der einzelnen Schichten. Anhand
der GroRenverteilungskurven ist zu erkennen, dass sich der hydrodynamische Durchmesser mit jeder

hinzukommenden Schicht verandert.

Nach der Adsorption der ersten Schicht ist eine groRere Zunahme des hydrodynamischen
Durchmessers zu verzeichnen als im Vergleich bei den spater hinzukommenden Schichten.
Der hydrodynamische Durchmesser andert sich fur die erste Schicht von 43 nm auf 103 nm.
Eine moégliche Ursache dafiir kann ein erhéhter pH-Wert (8,75) sein, der daflr sorgt, dass
PAH nur leicht deprotoniert vorliegt und somit nicht mehr vollstdndig an die Partikel
adsorbiert, wodurch es zur Ausbildung von Loops kommt. Eine Polydispersitat von 1,70
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deutet auf einen geringen Aggregationsgrad hin. Danach steigt der hydrodynamische
Durchmesser, bedingt durch Wechselwirkung des Polyelektrolytens mit dem
Suspensionsmedium Wasser, bis zur Adsorption der dritten Schicht kontinuierlich an. Bei
(PAH / PAA / PAH) belauft sich der Durchmesser auf 145 nm und die Polydispersitat liegt bei
1,63. Ab (PAH/PAA), fallt der Durchmesser der Nanopartikel allerdings geringfugig ab,
welches auf den andernden pH-Wert zurlckzufihren ist. (PAH/PAA)s;-beschichtete
MnZn-MNP zeigen einen pH-Wert von 6,79 auf, bei diesem pH-Wert weisen beide Polymere
die volle Ladungsdichte auf, folglich nimmt die Schichtdicke ab. (PAH / PAA)s;-beschichtete
Partikel haben, trotz der gréfleren Schichtanzahl, einen hydrodynamischen Durchmesser
von 138 nm.

Es wird angenommen, dass jede einzelne Schicht ca. 1 nm dick ist. Somit belauft sich die
reelle Schichtdicke auf circa 6 nm. Diese Annahme wird auch durch die TEM-Aufnahmen in
Abbildung 6.5 bestatigt.

In Tabelle 6.1 sind die ermittelten hydrodynamischen Durchmesser (Dpy0) Sowie die
dazugehodrigen Werte der Polydispersitdit o von (PAH/PAA)-beschichteten Partikeln

aufgelistet.

Tabelle 6.1: Zusammenfassung der Messergebnisse der DLS fir die LbL-beschichteten MnZn-MNP.

" Nanopartikel & Standardfohler | O Standardfehler
Citrat-stabilisierte MnZn-MNP 426 0,3 1,37 £ 0,01
PAH-MnZn-MNP 102,56 + 0,70 1,70 £ 0,01
(PAH / PAA)-MnZn-MNP 126,32 + 3,13 1,79+ 0,03
(PAH / PAA /PAH)-MnZn-MNP 144,85 + 1,39 1,63 + 0,01
(PAH / PAA),-MnZn-MNP 142,70 +1,65 1,68 + 0,01
PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 142,20 £+ 1,13 1,59 + 0,01
(PAH / PAA);-MnZn-MNP 137,73 £ 3,80 1,74 £ 0,01

Der Vergleich zwischen FT-IR-Spektren der ersten sowie der zweiten Schicht und den
beiden verwendeten Edukten PAH und PAA ist in Abbildung 4.62 dargestellt. Die erste
adsorbierte Schicht besteht aus PAH. Die dazugehdrigen charakteristischen Schwingungen
der NH;*-Gruppe liegen bei den Wellenzahlen 1600 cm™ und 1500 cm™ und sind der
asymmetrischen und symmetrischen Deformationsschwingung zuzuordnen. Die N-H
Valenzschwingung liegt bei 3330 cm™ und wird auf Grund der schwachen Intensitat von den
Valenzschwingungen der Wassermolekille (berlagert. Die Bande, die bei 2000 cm™
lokalisiert ist, kann der N-H® Valenzschwingung zugeordnet werden. Bei der Wellenzanhl

1000 cm™ liegt die C-N Valenzschwingung. Die restlichen Signale kénnen in Kapitel 9.4 im
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Anhang nachgelesen werden. Durch den Vergleich des FT-IR-Spektrums von
PAH-beschichteten Partikeln mit dem von ungebundenem PAH kann eindeutig von einer

erfolgreichen Adsorption von PAH an die Partikeloberflache ausgegangen werden.

100
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20 PAH-MnZn-MNP
] —— (PAH/PAA)-MnZn-MNP
10+ PAH rein
0 1 —— PAArein
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3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
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Abbildung 4.62: FT-IR-Spektren der ersten Schicht bestehend aus PAH und der Multischichtsysteme,
aufgebaut aus PAH und PAA sowie die Ausgangsprodukte PAH und PAA.

Die charakteristische Gruppe bei beschichteten Partikeln, deren aulierste Schicht PAA
darstellt, ist die deprotonierte Carboxyl-Gruppe. Auch hier fallt die O-H Valenzschwingung
mit den Valenzschwingungen der Wassermoleklle zusammen und kann somit nicht
eindeutig zugeordnet werden. Die C=0 Valenzschwingung der Carboxyl-Gruppe liegt bei der
Wellenzahl 1710 cm™. Die asymmetrische Valenzschwingung von COO™ hat eine intensive
Signalbande bei 1570 cm™ und darf nicht mit der zuvor beschriebenen Valenzschwingung
der NH;"-Gruppe verwechselt werden. Auch hier kdnnen die weiteren Absorptionsbanden im
Kapitel 9.4 des Anhangs nachgeschaut werden.

Abbildung 4.63 hingegen zeigt FT-IR-Spektren von beschichteten Partikeln mit einer
unterschiedlichen Anzahl an Schichten. Eine sichere Identifizierung der &aulersten
adsorbierten Polymerschicht Iasst sich anhand der FT-IR-Spektroskopie treffen. So kann die
C=0 Valenzschwingung der Carboxyl-Gruppe bei 1710 cm™ verstarkt beobachtet werden,
wenn PAA als auferste Schicht aufgebracht ist. Im Falle von PAH als auferster Schicht
erscheint die signifikante Bande der N-H* Valenzschwingung (2000 cm™). Durch den
Nachweis der charakteristischen @ Banden von PAA im  Spektrum  der
(PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP ist die Adsorption des Polyanions erfolgreich
verlaufen.

Neben den Absorptionsbanden von PAA koénnen ebenfalls die Signale von PAH

nachgewiesen werden. Jedoch weisen diese nur eine geringe Intensitat auf, da es sich um
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die darunterliegende Schicht handelt. Die FT-IR-Spektren sind somit eine Kombination von
Schwingungen des gesamten Multischichtsystems, wobei jeweils die auRerste Schicht die
Signal-intenstivsten Banden bildet.

100

Transmission [%]

PAH-MnZn-MNP
—— (PAH/PAA)-MnZn-MNP
(PAH/PAA/PAH)-MnZn-MNP
— (PAH/PAA) -MnZn-MNP
T T T T T T T T T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
Wellenzahl [cm'1]

Abbildung 4.63: Gegenuberstellung von typischen FT-IR-Spektren der ersten vier Schichten auf den
MnZn-MNP. Die einzelnen Spektren zeigen jeweils die Adsorption des entsprechenden

Polyelektrolytens.

Ein FT-IR-Spektrum der ersten bis zur sechsen Schicht von
(PAH / PAA);-Multischichtsystemen kann in Kapitel 9.6 nachgeschaut werden.

Anhand eines FT-IR-Spektrums kann somit der qualitative Nachweis der Absorption des
Polykations oder des Polyanions erbracht werden.

Weiterhin gibt die Messung des Zetapotentials der LbL-beschichteten Partikel Aufschluss
uber die erfolgreiche Adsorption des jeweiligen Polyelektrolytens. Je nach &ulerster
Polyelektrolytschicht wird ein positives bzw. negatives Zetapotential gemessen. So ist das
Zetapotential der beschichteten Partikel mit Polykation als duRerste adsorbierter Schicht
positiv, wohingegen das Zetapotential negativ ist, sobald das Polyanion die au3erste Schicht
bildet. Die Ergebnisse von Zetapotential-Messungen sind in Abbildung 6.3 visualisiert. Bei
den Messergebnissen handelt es sich um eine 5-fache Bestimmung mit anschlieRender

arithmetischer Mittlung.
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Abbildung 6.3: Auftragung von gemessenen Zetapotentialen als Funktion der Schichtanzahl. Es ist

eine Ladungsinversion nach jeder neu adsorbierten Schicht zuerkennen.

Die Citrat-stabilisierten MnZn-MNP weisen ein negatives Potential von -49,5 mV = 0,6 mV
auf. Nach Adsorption des Polykations PAH an die Oberflache kommt es zu einer
Ladungsinversion, welche sich durch ein positives Potential von +41,4 mV + 1,2 mV &ulert.
Der gegenteilige Effekt ist bei der Beschichtung mit dem negativ geladenen PAA zu
beobachten. Hier sinkt das Potential auf -37,0 mV + 1,0 mV ab. Dieser Trend setzt sich durch
hinzukommende Schichten weiter fort. Auf Grund der erhaltenen Werte des Zetapotentials
Partikel

Potentialen unter 35,0 mV,

kann davon ausgegangen werden, dass die Stabilisierung der rein auf
Bei

elektrostatische Wechselwirkung unter den Partikeln nur schwach ausgebildet und sie

elektrostatischen Wechselwirkungen beruht. ist die
neigen vermehrt zur Agglomeration.''” Neben der reinen elektrostatischen Wechselwirkung
wurde noch die sterische Abschirmung hinzukommen.

Die Morphologie der beschichteten Partikel wird mit Hilfe von TEM-Aufnahmen untersucht.
So stellt Abbildung 6.4 TEM-Aufnahmen von beschichteten MnZn-MNP dar, die sich in der
Anzahl der aufgebrachten Schichten unterscheiden. Die linke Aufnahme zeigt Partikel, die
nur mit PAH beschichtet sind, wohingegen die rechte Aufnahme Partikel darstellt, die mit 6
Multischichten Beide

Aggregationsgrad hin, welcher auch anhand der DLS-Messungen bestatigt wird. Durch

versehen sind. Aufnahmen weisen auf einen geringen

Vergleichen der beiden TEM-Aufnahmen fallt auf, das die Partikel mit steigender Schichtzahl

an Unscharfe gewinnen. Diese gewonnene Unscharfe signalisiert die Anwesenheit des

Polymers und somit die erfolgreiche Beschichtung der Partikel.
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20 nm N , 20 nm

Abbildung 6.4: TEM-Aufnahmen von LbL-beschichteten MnZn-MNP a) PAH-beschichtete
MnZn-MNP; Anzahl der Schichten: 1 und b) (PAH / PAA)s-beschichtete Partikel; Anzahl der
Schichten: 6.

TEM-Aufnahmen von LbL-beschichteten MnZn-MNP mit einer hdéheren Aufldsung (siehe
Abbildung 6.5) bieten die Mdglichkeit, die Schichtdicke eindeutig zu bestimmen. Bei der
linken Aufnahme handelt es sich um Partikel, die mit einer Monoschicht PAH beschichtet

sind. Anhand der TEM-Aufnahme belauft sich die Dicke der Schicht auf einen Nanometer.

Abbildung 6.5: TEM-Aufnahmen derselben LbL-beschichteten Partikel (vgl. Abbildung 6.4) allerdings
mit héherer Auflésung. a) PAH-beschichtete MnZn-MNP; eine Schicht und
b) (PAH / PAA);-beschichtete Partikel; sechs Schichten.

Bei der rechten Aufnahme handelt es sich um Partikel mit einem Multischichtsystem
bestehend aus 6 Schichten, wobei PAA die auferste Schicht bildet. Eine Messung der

Schichtdicke ergibt einen Wert von 6 nm. Weiter zeigen die TEM-Aufnahmen, dass die

148



6. DARSTELLUNG MULTIFUNKTIONALER NANOPARTIKEL MITTELS LbL-TECHNIK

Kristallinitdt der Partikel nach der Beschichtung unverandert bleibt. Die Gitternetzebenen
sind auch nach der LbL-Deposition eindeutig erkennbar.

Durch die bisher erlauterten Charakterisierungsmethoden kann die erfolgreiche
Beschichtung der Partikel mit Polyallylamin und Polyacrylsdure unter Verwendung der
LbL-Deposition aufgezeigt werden. Bei den beschichteten MnZn-MNP handelt es sich um
stabile Suspensionen, mit einer geringen Neigung zur Agglomeration. Weiterhin Ubt die
Beschichtung der Partikel keinen Einfluss auf deren Morphologie aus. Aufierdem konnte
durch die entsprechenden TEM-Aufnahmen gezeigt werden, dass die Schichtdicke der
Anzahl der adsorbierten Schichten entspricht. Die Anderung des Oberflachenpotentials nach
jeder neu adsorbierten Schicht wird durch Zetapotential-Messungen ebenfalls bestatigt.

Auf Basis dieser Ergebnisse liefert dieses LbL-System optimale Vorraussetzungen zur
Anwendung als Drug-Delivery System. Des Weiteren soll erwahnt werden, dass sowohl PAH
als auch PAA bei einem pH-Wert unter 6 langsam abgebaut werden. Dieser Sachverhalt
spielt vor allem bei Krebszellen oder Tumoren eine wichtige Rolle, da diese einen pH-Wert
von 4 bis 5 aufweisen. Durch diese Gegebenheit besteht die Moglichkeit, kontrolliert den
Wirkstoff Uber einen langeren Zeitraum am Zielort freizusetzen. Auf Grund der Amino-
Gruppe von PAH und der Carboxyl-Gruppe von PAA besteht zusatzlich die Moglichkeit, den
Wirkstoff zwischen den einzelnen Schichten einzubauen. Die Ergebnisse der ersten
Versuche zur Anbindung von Doxorubicin an Polyallylamin- und Polyarcylsaure-Schichten

kénnen in Kapitel 6.2 nachgelesen werden.

6.1.2 LAYER-BY-LAYER-DEPOSITION MITTELS POLYALLYLAMIN UND
POLY(4-STYROLSULFONSAURE-CO-MALEINSAURE)

Wie zu Anfang von Kapitel 6 geschildert, werden in diesem Kapitel Multischichtsysteme
untersucht, die aus einem schwachen und einem starken Polyelektrolyten aufgebaut sind.
Dabei handelt es sich zum Einen um PAH als schwaches Polykation und zum Anderen um
Poly(4-StyrolSulfonsaure-co-Maleinsaure) (PSSa-co-MA) als starkes Polyanion. Bei diesen
Multischichten Ubt der pH-Wert keinen signifikanten Einfluss auf die Schichtdicke aus, wie
bei den zuvor behandelten (PAH / PAA)-Multischichtsystemen.

Auch hier stellen DLS-Messungen die erste Analysemethode fir das gebildete
Multischichtsystem dar. Die dazugehdrigen GroRenverteilungskurven sind graphisch in
Abbildung 6.6 dargestellt, die Ergebnisse sind zusammenfassend in Tabelle 6.2

wiedergegeben.
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1.1

—o— PAH-MnZn-MNP

—o— (PAH/PSS-co-MA)-MnZn-MNP
(PAH/PSS-co-MA/PAH)-MnZn-MNP

—o— (PAH/PSS-co-MA),-MnZn-MNP

PAH-(PAH/PSS-co-MA),-MnZn-MNP
—o— (PAH/PSS-co-MA),-MnZn-MNP
—o— Citrat-stabilisierte MnZn-MNP
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Abbildung 6.6: DLS-Messungen von (PAH / PSSa-co-MA);-Multischichtsystemen. Mit jeder neu

hinzukommenden Schicht nimmt der hydrodynamische Durchmesser der Partikel zu.

Der Durchmesser bei Adsorption der ersten Schicht am starksten an. Im Gegensatz zu den
unbeschichteten Nanopartikeln, deren hydrodynamischer Durchmesser um die 43 nm liegt,
zeigen die PAH-beschichteten MnZn-MNP einen Durchmesser von 102 nm auf. Die
Polydispersitat dieser Partikel liegt mit 1,76 in einem akzeptablen Bereich. Die Ergebnisse
lassen erkennen, dass der Durchmesser bei den Partikeln, mit PAH als duerster Schicht,
immer um 8 nm bis 10 nm anwachst, wohingegen sich der Durchmesser der Partikel mit
PSSa-co-MA als auflerster Schicht immer um 14 nm vergroRert. Die Ursache dafur liegt in
der unterschiedlichen Struktur der Polyelektrolyte begriindet. Wahrend PAH strukturell
gesehen keine Besonderheiten aufweist, liegen beim PSSa-co-MA auf Grund des Styrols
und der Sulfonsdure-Gruppe komplexere Strukturgebilde vor, die somit einen Einfluss auf
den hydrodynamischen Durchmesser ausiben.

Des Weiteren besteht eine starke Wechselwirkung zwischen Sulfonsaure-Gruppe und
Wasser und dies flihrt zu einer VergroRerung der Solvathille. Diese Tatsachen spiegeln sich
auch in den Messergebnissen wider. Da diese Gruppen ebenfalls mit dem Medium in
Wechselwirkung stehen, vergroRert sich die Solvathllle der Partikel. Die Werte der
Polydispersitat verbessern sich, wodurch der Aggregationsgrad durch die Anlagerung

weiterer Schichten nicht gesteigert wird.
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Tabelle 6.2: Zusammenfassung von DLS-Messergebnissen der (PAH / PSSa-co-MA)-beschichteten
Nanopartikeln.

" Nanopartikel & Standardfohler | o Standardfehler
Citrat-stabilisiertes Ferrofluid 42,6 £0,3 1,37 £ 0,01
PAH-MnZn-MNP 101,80 £ 0,85 1,76 £ 0,01
(PAH / PSS-co-MA)-MnZn-MNP 115,09 + 1,10 1,76 £ 0,01
(PAH / PSS-co-MA / PAH)-MnZn-MNP 127,56 + 0,99 1,71 £ 0,01
(PAH / PSS-co-MA),-MnZn-MNP 143,44 + 0,99 1,65+ 0,01
PAH-(PAH / PSS-co-MA),-MnZn-MNP 154,08 + 1,89 1,58 + 0,01
(PAH / PSS-co-MA);-MnZn-MNP 168,55 + 0,90 1,46 + 0,01

Die entsprechenden FT-IR-Spekiren der diversen adsorbierten Multischichten sind in
Abbildung 6.7 und Abbildung 6.8 wiedergegeben. Die FT-IR-Spektren in Abbildung 6.7
zeigen die Absorptionsbanden der ersten und zweiten Schicht von Multischichtsystemen im

direkten Vergleich mit den dazugehdrigen Spektren von reinem PAH und PSSa-co-MA.
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Abbildung 6.7: FT-IR-Spektren der ersten und zweiten Schicht von
(PAH / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen sowie die Spektren von nativem PAH und PSSa-co-MA.

Als erste Schicht kommt erneut das Polykation PAH zum Einsatz. Die charakteristischen
Schwingungen der NH;*-Gruppe liegen bei den Wellenzahlen 1606 cm™ und 1525 cm™ und
kommen auf Grund von asymmetrischen und symmetrischen Deformationsschwingungen
zustande. Wie bereits erwahnt, Uberlagern sich die Schwingungen der OH-Gruppe der

Wassermolekile mit den N-H Valenzschwingungen der Amino-Gruppe. Die Bande bei
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2040 cm™ beruht auf der N-H* Valenzschwingung und der Peak bei 1040 cm™ auf der C-N
Valenzschwingung. Die restlichen Signale koénnen in Kapitel 9.4 des Anhangs
nachgeschlagen werden.

Die Schwingungen des reinen PSSa-co-MAs sind zum Einen auf dem aromatischen
Ringsystem des Styrols und zum Anderen auf der vorhandenen Sulfonsaure-Gruppe
begrindet. Auf Grund der geringen Konzentration an Carboxyl-Gruppen sind diese
Schwingungen nur von schwacher Intensitdt und fallen daher mit den anderen
Schwingungen des Polyelektrolytens zusammen. So kann zum Beispiel die Schulter
(1700 cm™) der Bande bei 1600 cm™ der C=0O Valenzschwingung der Carboxyl-Gruppe
zugeordnet werden.

Des Weiteren signalisiert das Auftauchen des Peaks bei 1600 cm™ in Verbindung mit der
Bande bei 1410 cm™ die Valenzschwingungen der deprotonierten Carboxyl-Gruppe. Somit
stellt die Bande bei 1600 cm™ eine Kombination der Valenzschwingung der COO™-Gruppe
sowie der C=C Valenzschwingung des Aromatens dar. Die C=C Valenzschwingungen des
aromatischen Ringsystems liegen zum Einen bei 1587 cm™ und zum Anderen bei 1497 cm™
und 1445 cm™. Die zwei scharfen Banden bei 1039 cm™ und 1010 cm™ resultieren aus der
in-plane C-H Deformationsschwingung des Aromatens. Das Signal bei 773 cm™ ist eine
Kombination der out-of-plane C-H Deformationsschwingung sowie der in-plane C-C-C
Ringdeformationsschwingung. Bezogen auf die Sulfonat-Gruppe liegen die asymmetrischen
und symmetrischen S=O Valenzschwingungen bei 1186 cm™ und 1123 cm™. Die beiden
Valenzschwingungen der SO,-Gruppe des Aromaten-Sulfonat-Systems (Ar-SO,-OR) liegen
bei 1363 cm™ und 1186 cm™. Bei der Wellenzahl 832 cm™ befindet sich die S-O-C
Valenzschwingung.

Werden die Schwingungen von PSSa-co-MA-beschichteten MnZn-MNP betrachtet, so
spiegeln sich die Schwingungen des Aromatens (1606 cm™, 1563 cm™, 1454 cm™, 1028 cm™
und 1006 cm”) sowie der Aromaten-Sulfonat-Gruppe / Sulfonsaure-Gruppe (1331 cm™,
1197 cm™, 1109 cm™ und 820 cm™) von PSSa-co-MA in diesem Spektrum wider. Weiterhin
ist die Valenzschwingung der deprotonierten Carboxyl-Gruppe bei 1606 cm™ und bei
1400 cm™ zu erkennen. Die breite Bande bei 2085 cm™ ist nicht zu verwechseln mit der
N-H® Valenzschwingung von PAH. In diesem Fall reprasentiert sie die
O-H Valenzschwingung der hydratisierten Sulfonséaure-Gruppe (SO3H;0™).

Abbildung 6.8 zeigt die FT-IR-Spektren der ersten vier Schichten des Multischichtsystems
(PAH / PSSa-co-MA), der beschichteten Partikel. Die Anderungen des FT-IR-Spektrums in
Abhangigkeit des Polyelektrolytens der dulersten Schicht, sind eindeutig mit Hilfe dieser
Abbildung erkennbar. Bildet PAH die aulierste Schicht, so treten die charakteristischen
Schwingungen der protonierten NH,-Gruppe (2040 cm™, 1610 cm™ und 1520 cm™) im

Spektrum in den Vordergrund. Wohingegen bei den Partikeln, deren aulierste Schicht das
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PSSa-co-MA darstellt, die Schwingungen des Aromatensystems (1565 cm™, 1453 cm™,
1032 cm™ und 1004 cm™) sowie der Aromaten-Sulfonat-Gruppe und Sulfonsdure-Gruppe
(1327 cm™, 1207 cm™, 1110 cm™ und 815 cm™") verstarkt auftreten.

Ebenfalls erkennen, lassen die Absorptionsbanden der darunterliegenden Schichten.
Allerdings zeigen die Schwingungen vom Polyelektrolyten, der die dullerste Schicht bildet,

die intensivsten Signale.
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Abbildung 6.8: Typische FT-IR-Spektren von MnZn-MNP mit bis zu vier Schichten im direkten
Vergleich zueinander. Die Spektren zeigen eindeutige die Beschichtung der Partikel mit dem

jeweiligen Polyelektrolyten auf.

Ein FT-IR-Spektrum der ersten bis zur sechsen Schicht von
(PAH / PSSa-co-MA);- Multischichtsystemen kann in Kapitel 9.6 nachgeschaut werden.

Die entsprechenden Messungen des Oberflachenpotentials der Multischichtsysteme sind in
Abbildung 6.9 graphisch dargestellt. Im Gegensatz zu (PAH / PAA)-Multischichtsystemen, ist
bei (PAH/PSSa-co-MA)-Systemen die Anderung des Zetapotentials weniger stark
ausgepragt.

Das Potential sinkt zwar bei den Partikeln, deren duflerste Schicht das Polyanion bildet,
bleibt jedoch im positiven Bereich. Eine Ursache dafir konnte ein moglicher lonenaustausch
der Carboxyl- sowie der Sulfonsaure-Gruppen durch Natrium sein. Diese Gruppen haben in
diesem Fall keinen Einfluss auf das Potential, da sie nach auf’en hin neutral wirken.
Dennoch ist bei den Partikeln, mit PAH als &ulerster Schicht, ein Anstieg des
Oberflachenpotentials zu verzeichnen. Auch hier deuteten die Potentiale auf eine
elektrostatische  Stabilisierung  hin.  Ausnahme bildet das Zetapotential von
(PAH / PSSa-co-MA)s-beschichteten Partikeln, dieses liegt unter 35 mV und zeigt somit eine
schwachere elektrostatische Stabilisierung.
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Abbildung 6.9: Auftragung von gemessenen Zetapotentialen als Funktion der Schichtanzahl. Das

Zetapotential andert sich mit jeder neu dazukommenden Schicht.

In Abbildung 6.10 sowie in Abbildung 6.11 sind verschiedene TEM-Aufnahmen der
beschichteten MnZn-MNP visualisiert. Anhand der in Abbildung 6.10 gezeigten Aufnahmen
weisen die Partikel, trotz variierender Schichtanzahl, keine Unterschiede im Hinblick auf
Form, Grélie und Aggregationsverhalten auf.

Die linke TEM-Aufnahme stellt PAH-(PAH / PSSa-co-MA);-beschichtete MnZn-MNP dar, die
rechte Abbildung (PAH /PSSa-co-MA),-beschichtete Nanopartikel. Abbildung 6.11 zeigt
hingegen TEM-Aufnahmen von Partikeln mit unterschiedlicher Schichtanzahl in einer

héheren Auflésung. Die Partikel weisen eine enge GroRenverteilung auf.

Abbildung 6.10: TEM-Aufnahmen von LbL-beschichteten Partikeln mit unterschiedlicher
Schichtanzahl. a) visualisiert (PAH / PSSa-co-MA / PAH)-beschichtete MnZn-MNP; b) stellt
(PAH / PSSa-co-MA),-beschichtete Partikel dar.

154



6. DARSTELLUNG MULTIFUNKTIONALER NANOPARTIKEL MITTELS LbL-TECHNIK

Anhand der Gitternetzebenen der beschichteten MnZn-MNP kann eine Aussage daruber
getroffen werden, wo die Polymerschicht beginnt, um somit die genaue Schichtdicke zu
bestimmen.

Die drei TEM-Aufnahmen in Abbildung 6.11 stellen Nanopartikel in unterschiedlichen
Schichtstadien dar. Abbildung a) zeigt (PAH / PSSa-co-MA / PAH)-beschichtete MnZn-MNP,
deren Dicke der Multischicht sich auf ca. 3 nm belauft. (PAH / PSSa-co-MA).-beschichtete
MnZn-MNP mit einer Multischichtdicke von 4 nm sind in Abbildung b) dargestellt und in
Abbildung c) weisen modifizierte MnZn-MNP eine Dicke von circa 5 nm auf. Hierbei handelt
es sich um PAH-(PAH / PSSa-co-MA),-beschichtete MnZn-MNP. Anhand dieser Aufnahmen

wird deutlich, dass die Schichtdicke mit der Anzahl der Schichten korreliert.

Abbildung 6.11: Hochaufldésende TEM-Aufnahmen von LbL-beschichteten Partikeln in
unterschiedlichen Schichtstadien. a) (PAH / PSSa-co-MA / PAH)-beschichtete MnZn-MNP;
b) (PAH / PSSa-co-MA),-beschichtete Partikel und c) PAH-(PAH / PSSa-co-MA),-beschichtete
MnZn-MNP. Eine Zunahme der Multischichtdicke ist in Abhangigkeit der adsorbierten Schichten

eindeutig zuerkennen.
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Die erfolgreiche Beschichtung der Partikel mittels PAH und PSSa-co-MA kann ebenfalls
nachgewiesen werden und es handelt sich ebenfalls, bei den
(PAH / PSSa-co-MA)-beschichteten MnZn-MNP um stabile Suspensionen, mit einer
geringen Neigung zur Agglomeration. Weiterhin Ubt die Beschichtung der Partikel keinen
Einfluss auf die Morphologie der Partikel aus. Die Gitternetzebenen sind zweifellos
nachweisbar. Die DLS-Messungen zeigen, dass der Durchmesser von Partikeln, mit PAH als
aulerster Schicht, um 8 nm bis 10 nm ansteigen, wahrend sich der Durchmesser der
Partikel mit PSSa-co-MA immer um 14 nm erhoht. Allerdings zeigen die PAH und PSSa-co-
MA nur eine geringe Anderung der Oberflachenladung, welches auf die Versalzung der
Saure-Gruppen zurlickzufiihren werden kann. Trotz geringer Anderungen weisen auch hier
die Zetapotential-Messungen auf eine erfolgreiche Beschichtung der Nanopartikel mit dem

entsprechenden Polyelektrolyten hin.

6.1.3 AUFBAU EINES MULTISCHICHTSYSTEMS MITTELS POLYETHYLENIMIN
UND POLY(4-STYROLSULFONSAURE-CO-MALEINSAURE)

Das letzte untersuchte Schichtsystem, welches naher betrachtet werden soll, ist die
LbL-Deposition aus Polyethylenimin (PEI) und PSSa-co-MA. Es handelt sich um ein System,
bestehend aus einem schwachen und starken Polyelektrolyten, allerdings nimmt
Polyethylenimin unter den Polymeren eine Sonderstellung ein.

Auf Grund des Verzweigungsgrads werden Polyethylenimine in lineare und verzweigte
Gruppen unterteilt. So besitzen lineare Polyethylenimine hauptsachlich sekundare Amine,
wohingegen die verzweigte Variante priméare, sekundare und tertiare Amino-Gruppen
aufweist. Bei den verzweigten Polymeren, welche verwendet werden, erhéht sich die
Effektivitat von PEI mit steigendem Molekulargewicht und zugleich Ubt der pH-Wert keinen
signifikanten Einfluss auf das Polymer mehr aus. Somit kann verzweigtes PEI als starker
Polyelektrolyt angesehen werden. Diese Pufferkapazitat des PEls ist zum Einen bedingt
durch die vorhandenen Amino-Gruppen und zum Anderen durch die zusatzlich auftretende
hohe Ladungsdichte.

Ein Nachteil von PEI ist allerdings seine Toxizitat, die sich aber durch bestimmte Faktoren
abschwachen lasst. In der Minimierung der Toxizitat spielen vor allem das Molekulargewicht,
der Grad der Verzweigung und das Zetapotential eine wesentliche Rolle.[*® ' Trotzdem
wird PEIl in vielen Bereichen der Medizin als Transportmittel auf Grund der guten
Transfektionseffizienz eingesetzt. Die Ursache dieser Effizienz liegt in der hohen

Pufferkapazitat bei physiologischen und leicht sauren pH-Werten begriindet!'”® sowie in der
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hohen Basizitatskonstante, die auf Grund der raumlichen Wechselwirkung der benachbarten
Amino-Gruppen zustande kommt.['”"]

Die zuvor genannten Eigenschaften spielen bei dem Protonenschwamm-Effekt eine
entscheidende Rolle. Dieser Effekt wird vor allem zur Material-Freisetzung aus Endosomen
verwendet, da er auf den unterschiedlichen pH-Werten beruht, die in den Endosomen und
der Zelle vorkommen. So herrscht im Endosom ein niedrigerer pH-Wert als in der Zelle
selbst. Fallt der pH-Wert im Endosom weiter ab, kann PEI die einstromenden Protonen
puffern. Dadurch entsteht ein Ladungsgradient, den die Zelle versucht, durch den erhéhten
Transport an Chlorid-lonen aus dem Zytoplasma in das Endosom auszugleichen. Dies hat
zur Folge, dass der osmotische Druck innerhalb des Endosoms ansteigt und es so zu einer
vermehrten Wasseradsorption kommt, die ein Anschwellen des gesamten Endosoms
verursacht. Dies fihrt letztendlich zum Platzen des Endosoms und somit zum Freisetzen des

Inhalts in das Zytoplasma.!'

Durch diese Besonderheit eignet sich PEl sehr gut als
Transportmittel fir Wirkstoffe und sorgt gleichzeitig fiir eine kontrollierte Abgabe.

Die in Abbildung 6.12 gezeigten Verteilungskurven zeigen Ergebnisse von
DLS-Messungen der hergestellten (PEI/PSSa-co-MA)-beschichteten MnZn-MNP. Die

Ergebnisse der GroRRenverteilungsberechnung sind in Tabelle 4.11 zusammengefasst.

—o— PEI-MnZn-MNP

—o— (PEI/PSSa-co-MA)-MnZn-MNP
(PEI/PSSa-co-MA/PEI)-MnZn-MNP

—o— (PEI/PSSa-co-MA) -MnZn-MNP

PEI-(PEI/PSSa-co-MA),-MnZn-MNP
—a— (PEI/PSSa-co-MA),-MnZn-MNP
—oa— Citrat-stabilisierte MnZn-MNP

Verteilung (normiert)

300 400 700
D [nm]

Hydro

Abbildung 6.12: DLS-Messungen von (PEI / PSSa-co-MA);-Multischichtsysteme. Mit jeder neu

hinzukommenden Schicht nimmt der hydrodynamische Durchmesser der Partikel zu.

Hier fallt auf, dass sich der Durchmesser der PEI-beschichteten Partikel im Gegensatz zu
den unbeschichteten Nanopartikeln verdreifacht. Der hydrodynamische Durchmesser steigt
bis auf 153 nm an. Eine mogliche Ursache dafur konnte die verzweigte Struktur des PEls
sein, wodurch es zu einer verstarkten Aggregation der Partikel kommen kann. Danach

vergroflert sich der Durchmesser bei jeder neu dazugekommenen Schicht im Durchschnitt
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um 8 nm und liegt am Ende fir die (PEl/PSSa-co-MA)s-beschichteten MnZn-MNP bei
193 nm. Allerdings ist die VergroRerung des Durchmessers bei den Partikeln, deren
aulerste Schicht PEI bildet, am starksten ausgepragt und liegt zwischen 13 nm und 18 nm.
PSSa-co-MA gilt im Allgemeinen als starker Polyelektrolyt, der die volle Ladungsdichte Gber
einen weiten pH-Bereich aufweist und somit diinne gleichmaRige Schichten ausbildet. Diese
Tatsache spiegelt sich auch in den Messergebnissen der dynamischen Lichtstreuung wieder.
Die Anderung des Durchmessers bei den Partikeln, deren duRRerste Schicht aus PSSa-co-
MA besteht, liegt im Durchschnitt bei 3 nm.

Die Werte fur die Polydispersitat liegen in einem angemessenen Bereich. Jedoch steigt der
Wert bei der ersten Schicht mit 1,64 am starksten an und sinkt mit jeder weiter
dazukommenden Schicht schliefdlich bis auf 1,33 (6. Schicht) ab. Dies deutet darauf hin,
dass sich das Aggregationsverhalten bei der Bildung der ersten Schicht am meisten
verandert und auf die verzweigten Struktur des PEls zurlickgefihrt werden kann. Nachdem
die erste Schicht ausgebildet ist, legt sich jede weitere Schicht auf die erste Schicht, wodurch

das Aggregationsverhalten der Partikel nicht mehr geandert wird.

Tabelle 4.11: Zusammenfassung der DLS-Ergebnisse von (PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen.

rormimere | ol | ot Standarctnlr
Citrat-stabilisierte MnZn-MNP 42,6 nm £ 0,3 1,37 £ 0,01
PEI-MnZn-MNP 152,59 + 1,88 1,64 + 0,01
(PEI'/ PSSa-co-MA)-MnZn-MNP 155,98 + 1,77 1,61+ 0,01
(PEI'/ PSSa-co-MA / PEI)-MnZn-MNP 167,14 + 1,31 1,51 £ 0,01
(PEI / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 172,11+ 1,10 1,47 £ 0,01
PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 190,63 + 1,87 1,42 + 0,01
(PEI / PSSa-co-MA);-MnZn-MNP 192,49 + 1,31 1,33 £ 0,01

Abbildung 6.13 zeigt aufgenommene FT-IR-Spektren der ersten und zweiten Schicht der
(PEI / PSSa-co-MA)-modifizierten MnZn-MNP im Vergleich zu den beiden Edukten. Ein
FT-IR-Spektren mit 6 verschiedenen Schichten der (PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsysteme
kann in Kapitel 9.6 des Anhangs eingesehen werden. Die Schwingungen des PEls, die
eingehender betrachtet werden sollen, sind die Schwingungen hervorgerufen durch die
funktionellen Gruppen der primaren, sekundaren und tertiaren Amine. Die Absorptionsbande
der N-H Valenzschwingung liegt bei 3200 cm™ und die der C-H Valenzschwingung der
NCH-Gruppe bei 2800 cm™. Primare Amine haben eine Bande bei 1585 cm™, bedingt durch
N-H Deformationsschwingungen, und ein Signal bei 1040 cm™, welches auf Grund der
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C-N Valenzschwingungen zustande kommt. Des Weiteren hat die CH,-Gruppe der
funktionellen Gruppe -CH,-NH,- Absorptionsbanden bei 1355 cm™ und 1295 cm™, die der
out-of-plane Deformationsschwingung zugeordnet werden kénnen. Der Peak bei 1455 cm™
stellt eine Kombination aus der N-H sowie aus der C-H Deformationsschwingung von
primaren und sekundaren Aminen dar. Tertidre Amine haben eine Bande bei 1107 cm™, die
aus der C-N Valenzschwingung resultiert. Die beschichteten MnZn-MNP, deren auferste
Schicht aus adsorbierten PEl aufgebaut ist, weisen Absorptionsbanden bei 1585 cm™,
1465 cm™, 1395 cm™, 1287 cm™, 1108 cm™ und 1047 cm™, die mit den Signalen des reinen
PEls korrelieren. Die Adsorption des PEls an Citrat-beschichteten MnZn-MNP ist somit
erfolgreich verlaufen. Die beschichteten Partikeln, mit adsorbierten PSSa-co-MA als
aulerster Schicht, zeigen dieselben charakteristischen Schwingungen wie das reine Edukt
PSSa-co-MA. Die genaue Zuordnung der einzelnen Schwingungen von reinen PSSa-co-MA
wurde Dbereits im vorangegangenen Kapitel 6.1.2 erklart. Die charakteristischen
Schwingungen koénnen in diesem Kapitel oder in Kapitel 9.4 des Anhangs nachgeschaut
werden. Die Absorptionsbanden von PEI werden in den Spektren bei den beschichteten
Partikeln, deren aulerste Schicht aus PSSa-co-MA aufgebaut ist, ebenfalls nachgewiesen.

Daher kann die erfolgreiche Adsorption mittels PSSa-co-MA angenommen werden.
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Abbildung 6.13: FT-IR-Spektren der ersten, bestehend aus PEI und der zweiten Schicht, aufgebaut

aus PEIl und PSSa-co-MA, des Multischichtsystems sowie die Spektren von den reinen Edukten.

In  Abbildung 6.14 sind typische FT-IR-Spektren von (PEI/PSSa-co-MA)-
Multischichtsystemen  wiedergegeben. Es sind jeweils die charakteristischen
Absorptionsbanden der entsprechenden Polyelektrolyten zu erkennen, welche die dullerste
Schicht des Systems bilden. Somit kann die erfolgreiche Adsorption jedes Polyelektrolytens

an die Partikel nachgewiesen werden.
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Abbildung 6.14: FT-IR-Spektren der ersten vier Schichten von
(PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen zeigen jeweils die erfolgreiche Adsorption

der neu hinzukommenden Schicht.

Die Ergebnisse der Zetapotential-Messungen sind in Abbildung 6.15 graphisch
zusammengefasst. Nach der Adsorption von PEI steigt das Potential von -56,3 mV + 0,6 mV
auf +27,9 mV + 0,7 mV an und sinkt nach der Adsorption des Polyanions, auf Grund der
Ladungsinversion, wieder auf -14,8 mV = 3,0 mV. Dieser Trend setzt sich mit jeder neu
dazukommenden Schicht fort. Obwohl eine Anderung des Potentials in Abhangigkeit des
Polyelektrolytens stattfindet, liegen die Potentiale unter dem Wert fir eine rein
elektrostatische Stabilisierung der Partikel. So kommt neben der schwachen

elektrostatischen noch die sterische Stabilisierung von PSSa-co-MA hinzu.
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Abbildung 6.15: Auftragung von ermittelten Zetapotentialen als Funktion der Schichtanzahl von
(PEI'/ PSSa-co-MA)-beschichteten Partikel. Nach jeder neu adsorbierten Schicht

andert sich das Zetapotential.
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Die in Abbildung 6.16 gezeigten TEM-Aufnahmen visualisieren beschichtete MnZn-MNP mit
variierender  Schichtanzahl, die keine Unterschiede in Form, Grofle und
Aggregationsverhalten aufweisen. Allerdings fallt auf, dass die Partikel mit zunehmender
Schichtanzahl an Unscharfe gewinnen. Dies kann auf die Prasenz der Polyelektrolyten

zurickzufihren werden.

50 nm

Abbildung 6.16: TEM-Aufnahmen von (PEI / PSSa-co-MA)-beschichteten Partikeln mit
a) (PEl / PSSa-co-MA)-beschichtete und b) (PEI / PSSa-co-MA),-beschichtete MnZn-MNP.

Abbildung 6.17 veranschaulicht hochauflésende TEM-Aufnahmen von Multischichten a) zeigt
PEl-beschichtete MnZn-MNP, deren Schichtdicke 1 nm ist. Hingegen zeigt Abbildung b)
Partikel mit einer Schichtanzahl von 3. Die Messung der Schichtdicke ergibt einen Wert von
circa 3nm. Die Gitternetzebenen sind in beiden Beschichtungsstadien eindeutig zu

erkennen.

Abbildung 6.17: Hochaufldésende TEM-Aufnahmen von LbL-beschichteten Partikeln.
a) PEl-beschichtete MnZn-MNP; b) (PEI / PSSa-co-MA/PEI)-beschichtete Partikel.
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Zusatzlich soll erwahnt werden, dass analoge Versuche zur Bildung von
Multischichtsystemen bestehend aus PEIl und PAA durchgefiihrt werden. Allerdings ist es
nicht méglich, trotz Anderung bestimmter Variablen, wie beispielsweise die Konzentration
des  Polyelektrolytens, eine  stabile  Partikelsuspension zu erhalten. Das
Aggregationsverhalten der Partikel anderte sich nach der dritten oder der vierten Schicht so
stark, dass kurz nach der Zugabe des neuen Polyelektrolytens die Partikelsuspension zu
einer zah-viskosen schwarzen Masse agglomerierte. Diese starke Agglomeratenbildung wird
anhand der angefertigten TEM-Aufnahmen in Abbildung 6.18 auch verdeutlicht. Allein der
hydrodynamische Durchmesser der (PEI/PAA /PEIl)-beschichteten Partikel stieg im
Vergleich zu den anderen Schichtsystemen auf Uber 220 nm an, welches ebenfalls auf eine
verstarkte Aggregation hinweist. Eine mogliche Ursache fir diese Instabilitdt konnte das
Zusammenspiel zwischen dem starken und dem schwachen Polyelektrolyten sein. Bei PAA
handelt es sich um ein schwaches Polyanion, dessen Protonierungsgrad in Abhangigkeit des
pH-Werts variiert. Diese protonierten COO™-Gruppen haben so keine Mdglichkeit, vollstandig
zu adsorbieren und es entsteht ein Ladungsdefizit. Um die hohe Ladungsdichte von PEI
auszugleichen, muss mehr Polyanion adsorbiert werden, wodurch es zur Ausbildung einer
dicken volumindsen Schicht kommen kann. Dies wirde auch den starken Anstieg des
hydrodynamischen Durchmessers erklaren. In Kapitel 9.6.1 des Anhangs sind
DLS-Messergebnisse  sowie  FT-IR-Spektren und  Zetapotential-Messungen  von
(PEI/PAA)-Multischichtsystemen aufgefuhrt

Abbildung 6.18: TEM-Aufnahmen von (PEI / PAA / PEI)-Multischichtsystemen. Das verstarkte

Aggregationsverhalten ist eindeutig erkennbar.
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6.2 BIOMEDIZINISCHE FUNKTIONALISIERUNG VON MULTISCHICHTSYSTEMEN

6.2.1 BIOMEDIZINISCHE FUNKTONALISIERUNG VON (PAH / PSSA-co-MA)-
BESCHICHTETEN MINZN-MNP

Die in Kapitel 6.1 vorgestellten MnZn-MNP aufgebrachten Multischichtsysteme bilden die
Grundlage der Drug-Delivery Systeme. Basierend auf den erzielten Ergebnissen liefern
(PAH / PAA)-Multischichtsysteme die besten Voraussetzungen. Dies liegt zum Einen in der
stabilen Partikelsuspension begrindet, die zugleich einen geringen Aggregationsgrad
aufweist und zum Anderen auf der elektrostatischen Wechselwirkung, die zwischen den
MnZn-MNP und der Schicht sowie zwischen den einzelnen Schichten vorliegt.

Durch Verwendung von PAH und PAA als Polyelektrolyten kann die Anbindung des
Doxorubicins an die Partikel auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen. Dieses spielt fur
spatere Verkapselungsansatze eine wichtige Rolle und stellt somit einen entscheidenden
Vorteil dar. So besteht die Méglichkeit, den Wirkstoff Uber verschiedene Bindungen in die
Schichtsysteme einzubauen, um damit eine kontrollierte Wirkstofffreisetzung zu erzielen.
Bildet Polyarcylsdure (PAA) die aulierste adsorbierte Schicht, so erfolgt die Bindung des
Doxorubicins Uber die primare Amino-Gruppe. Bildet hingegen das Polykation PAH die
aulerste Schicht, erfolgt die Anbindung des Wirkstoffs an das Polykation Uber dessen
Keto-Gruppe. Die zu Grunde liegenden Reaktionsmechanismen sind eingehend in
Kapitel 4.3 beschrieben. Der schematische Reaktionsweg ist in Abbildung 6.19 dargestellt.
Bevor eine Wirkstoff-Verkapselung in Erwagung gezogen werden kann, missen im Vorfeld
Versuche durchgeflihrt werden, mit der Zielsetzung die Stabilitat sowie die erfolgreiche
Anbindung des Doxorubicins an PAH und PAA aufzuzeigen. Zu diesem Zweck wird
Doxorubicin an die unterschiedlichen Schichten des Multischichtsystems angebunden. So
soll untersucht werden, ob sich das Verhalten der Partikel in Gegenwart des Doxorubicins,

mit steigender Schichtanzahl andert.

Abbildung 6.19: Schematische Darstellung der Synthese der Wirkstoff-funktionalisierten
Nanopartikel. An die negativ geladene Partikeloberflache adsorbiert zuerst das positiv geladene PAH.
Nach der mit einhergehender Ladungsinversion kann das negativ geladene PAA adsorbiert werden.

Die kann so lange wiederholt werden, bis die gewlinschte Schichtanzahl erreicht wird.
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Des Weiteren wird zusatzlich noch die Anbindung des Wirkstoffs an das Multischichtsysteme
bestehend aus PEl und PSSa-co-MA durchgefiihrt. Auf Grund des im Kapitel 6.1.3
beschriebenen Protonenschwamm-Effekts bieten (PEIl/ PSSa-co-MA)-Multischichtsysteme
einen alternativen Ansatzpunkt im Drug-Delivery Bereich. Hierzu werden die 4. und die 5.
Schicht des Multischichtsystems untersucht. Um die Stabilitat von
Doxorubicin-funktionalisierten (PAH / PAA)-Multischichtsystemen zu charakterisieren, wird
die dynamische Lichtstreumethode herangezogen. Die Ergebnisse dieser Messungen sind

zum Einen in Abbildung 6.20 graphisch dargestellt und zum Anderen in Tabelle 6.3

zusammengefasst.
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Abbildung 6.20: Grolkenverteilungskurven der mit Doxorubicin-funktionalisierten
(PAH / PAA)-Multischicht-beschichteten MnZn-MNP. Oben: DLS-Messergebnisse von
Dox-funktionalisierten MnZn-MNP; Doxorubicin ist an die duferste PAH-Schicht, die Anzahl der
darunter liegenden Schicht variiert. Unten: Messergebnisse von Dox-Multischichtsystemen,
Doxorubicin bindet an die aulRerste adsorbierte PAA-Schicht, die Anzahl der darunter liegenden

Schichten variiert. In beiden Fallen ist eine Anderung der Partikelgrée zu verzeichnen.

164



6. DARSTELLUNG MULTIFUNKTIONALER NANOPARTIKEL MITTELS LbL-TECHNIK

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass sich der hydrodynamische Durchmesser der
Partikel nach Funktionalisierung mit Doxorubicin vergréfert. Dies liegt unter anderem an der
zusatzlich auftretenden Wechselwirkung des Doxorubicins mit dem umgebenden
Suspensionsmedium. Bei den Doxorubicin-funktionalisierten Partikeln, deren &ullerste
Schicht das Polyanion darstellt, tritt der oben geschilderte Fall der VergrélRerung des
hydrodynamischen  Durchmessers ein. Auch kann eine Verbesserung des
Polydispersitatskoeffizientens  festgestellt werden, welches auf eine zusatzliche
Stabilisierung der Partikel durch den angebundenen Wirkstoff hindeutet.

Im Gegensatz dazu verkleinert sich der hydrodynamische Durchmesser nach Doxorubicin
Anbindung, wenn das Polykation PAH die aullerste adsorbierte Schicht bildet. Eine
Ausnahme bilden allerdings die Partikel, die ausschlieBlich mit nur einer PAH-Schicht
beschichtet sind. Hier steigt der Durchmesser nach der Modifizierung mit Doxorubicin an.
Eine mogliche Erklarung dafir kénnte der sich andernde pH-Wert sein. So spielt der pH-Wert
bei Doxorubicin Anbindung an die mit einer Monoschicht PAH-beschichteten MnZn-MNP
zunachst keine entscheidende Rolle. Dies andert sich jedoch mit wachsender Schichtanzahl.
Die Schichtdicke, der aus zwei schwachen Polyelektrolyten bestehende Multischichtsysteme
variiert in Abhangigkeit des pH-Werts.

Fir die Ausbildung dinner Schichten sollte der pH-Wert zwischen 6 und 7 liegen. Allerdings
weist die (PAH/PAA/PAH)-beschichtete Partikelsuspension einen pH-Wert lGber 7 auf,
wodurch die dullerste Polykation-Schicht leicht deprotoniert vorliegt. Da Doxorubicin einen
leicht aciden Charakter aufweist, kommt es zu einer Absenkung des pH-Werts auf 6,4 bis
6,6. Durch diese Anderung nimmt die Schichtdicke ab, wodurch der hydrodynamische
Durchmesser der (PAH / PAA / PAH)-beschichteten Partikel verkleinert wird. Dies spiegelt
sich auch in den Messergebnissen der PAH-(PAH / PAA)s-beschichteten MnZn-MNP wider.
Der Einfluss des pH-Werts auf den hydrodynamischen Durchmessers wird bereits am
Beispiel der DLS-Messergebnisse von (PAH/PAA)-beschichteten MnZn-MNP in
Kapitel 6.1.1 aufgezeigt.

Eine weitere alternative Erklarung fur die Verkleinerung des hydrodynamischen
Durchmessers nach der Doxorubicin Anbindung an die aufierste PAH-Schicht der
Multischichtsysteme liegt in der erhéhten auftretenden Ladungsdichte, die zum Einen durch
das Polykation PAH zustanden kommt und zum anderen auf den Wirkstoff zurtckgeflihrt
werden kann. Diese erhodhte Ladungsdichte fuhrt dahin, dass die Schichtdicke dinner wird;
folglich nimmt auch der hydrodynamische Durchmesser ab. Hingegen findet bei einer
Doxorubicin-Funktionalisierung von MnZn-MNP, deren duRerste Schicht aus PAA aufgebaut
ist, eine Ladungskompensation zwischen Doxorubicin und der Carboxyl-Gruppen von PAA
statt. Der hydrodynamische Durchmesser vergroert sich auf Grund der Wechselwirkung

von Doxorubicin mit Wasser.
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Tabelle 6.3: Zusammenfassung von Ergebnissen aus den DLS-Messungen fir
Doxorubicin-funktionalisierten (PAH / PAA)-beschichtete MnZn-MNP mit variierender Schichtanzahl.
Hierbei sind die DLS-Ergebnisse der Doxorubicin-funktionalisierten (PAH /PAA)-beschichteten
MnZn-MNP blau hervorgehoben.

fu;:la(:]ig:::'its“i(zte Dpyaro [nm] % Standardfehler | o * Standardfehler
PAH-MnZn-MNP 102,56 + 0,70 1,60 + 0,01
Dox-PAH-MnZn-MNP 110,76 + 0,92 1,73 £ 0,01
(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP 144,85 + 1,39 1,63 £ 0,01
Dox-(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP 135,27 + 1,47 1,71+ 0,01
PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 142,20 + 1,13 1,59 + 0,01
Dox-PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 136,61 + 1,26 1,70 £ 0,01
(PAH / PAA)-MnZn-MNP 126,32 + 3,13 1,79 £ 0,03
Dox-(PAH / PAA)-MnZn-MNP 142,34 + 1,50 1,58 + 0,01
(PAH / PAA),-MnZn-MNP 142,70 1,65 1,68 + 0,01
Dox-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 148,98 + 2,34 1,68 + 0,02
(PAH / PAA);-MnZn-MNP 137,73 + 3,80 1,94 £ 0,01
Dox-(PAH / PAA);-MnZn-MNP 144,33 + 1,54 1,63 £ 0,01

Um die Anbindung von Doxorubicin an die jeweils aul3erste Schicht der Multischichtsysteme
zu untersuchen, wird FT-IR-Spektroskopie verwendet. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind graphisch in Abbildung 6.21 sowie in Abbildung 6.22 visualisiert. Durch
die Anbindung des Doxorubicins an die beschichteten Partikel entstehen in Abhangigkeit
vom Polyelektrolyten, der die auRerste Schicht bildet (PAH oder PAA), charakteristische
Bindungen. Bei Multischichtsysteme, mit PAH als duflerster Schicht, bildet sich durch die
Doxorubicin Anbindung eine sekundare Amin-Verknupfung. Wohingegen im Fall von PAA als
aulerste adsorbierter Schicht eine Saure-Amid-Bindung entsteht. Beide Verknipfungen
weisen im IR spezifische Schwingungen auf, anhand derer eine eindeutige Aussage Uber die
erfolgreiche Anbindung des Wirkstoffs an MnZn-MNP getroffen werden kann.

So zeigt Abbildung 6.21 die Spektren, bei denen die Anbindung des Doxorubicins an die
Kern / Schale-Partikel Uber die sekundaren Amin-Verknipfungen entstanden ist. Zusatzlich
ist ein FT-IR-Spektrum von (PAH /PAA /PAH)-beschichteten MnZn-MNP zum Vergleich
aufgefihrt.

166



6. DARSTELLUNG MULTIFUNKTIONALER NANOPARTIKEL MITTELS LbL-TECHNIK

120
110+

—— (PAH/PAA/PAH)-MnZn-MNP
Dox-PAH-MnZn-MNP

100 Dox-(PAH/PAA/PAH)-MnZn-MNP
T\ —— Dox-PAH-(PAH/PAA) -MnZn-MNP

90
80-
70
60
50-
40-
30
20-
10

]

Transmission [%]

T T T T T T T T T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
Wellenzahl [cm™]

Abbildung 6.21: FT-IR-Spektren von Wirkstoff-funktionalisierten MnZn-MNP. Die Anbindung von
Doxorubicin erfolgt ausschlieBlich an PAH. Die charakteristischen Schwingungen der gebildeten

Amino-Gruppe sind eindeutig erkennbar.

Die signifikanten Absorptionsbanden resultieren hierbei aus der N-H Schwingung der
sekundaren Amin-Bindung des Doxorubicins an PAH. Die N-H Valenzschwingung liegt im
Bereich von 3500 cm™ bis 3300 cm™. Diese wird jedoch auf Grund der starken Intensitat von
OH-Schwingung Uberlagert. Die N-H Deformationsschwingung hingegen besitzt eine Bande
bei 1580 cm™. Weiterhin kénnen die Signale bei 1120 cm™ und 1095cm™ der C-N
Valenzschwingung von sekundaren Aminen zugeordnet werden.

Bedingt durch die Synthese treten Banden auf, die der funktionellen Gruppe der Imine
zugeschrieben werden kdnnen. So weisen die breiten Absorptionsbanden bei 2330 cm™ und
2100 cm™ auf -C=N*-H Schwingungen von protonierten Iminen hin. Die Biegeschwingung
dieser funktionellen Gruppe liegt bei der Wellenzahl 1620 cm™. Das Auftreten dieser Banden
bedeutet zwar, dass die Reaktion nicht vollstandig verlaufen ist, allerdings werden Imine im
Sauren leicht gespalten. Dies dazu fihrt, dass der Wirkstoff erst in den Endosomen
freigesetzt wird. Somit handelt es sich bei Iminen um pH-sensitive Bindungen.

Des Weiteren liegen die Absorptionsbanden, die bedingt durch die aromatischen
C=C Valenzschwingungen des Doxorubicins zustande kommen, bei 1620 cm™, 1560 cm™,
1450 cm™ und 1405 cm™. Die Signale bei 1620 cm™ und 1560 cm™ setzen sich folglich aus
den Valenzschwingungen des Aromatens sowie aus Schwingungen der sekundaren Amine
und Imine zusammen. Diese Kombination aus den diversen Schwingungen fuhrt zu einer
Intensitatszunahme dieser Banden. Anhand der aufgeflhrten Absorptionsbanden kann von
einer erfolgreichen Anbindung des Wirkstoffs an die &ulerste PAH-Schicht der

Multischichtsysteme ausgegangen werden.
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Abbildung 6.22 stellt FT-IR-Spektren der Doxorubicin-funktionalisierten Nanopartikel, mit
PAA als aulRerster Schicht, dar. Die kennzeichnenden Schwingungen folgen aus den

entstandenen Saure-Amid-Bindungen.
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Abbildung 6.22: FT-IR-Spektren von Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP. Die Anbindung des
Doxorubicins erfolgt Uber das primare Amin, unter Ausbildung einer Sdure-Amid-Bindung an die
aulerste PAA-Schicht von beschichteten Partikeln.

Die Anhaufung von Signalen bei 2665 cm™, 2520 cm™ und 2477 cm™ resultiert aus den
Schwingungen des aromatischen Systems von Doxorubicin. Die C=0 Valenzschwingung der
Saure-Amid-Bindung liegt bei 1643 cm . Es kommt zu einer Verschiebung der C=0 Bande
basierend auf der geringeren Elektonegativitat von Stickstoff im Gegensatz zum Sauerstoff.
Diese Varianz bewirkt eine Verschiebung des Signals zu niedrigeren Frequenzen hin. Die
vorhandene Bande bei 1725 cm™ deutet auf freie Carboxyl-Gruppen hin. Auf Grund der
Konformation der Saure-Amid-Bindung kann in cis- und trans-lsomere unterschieden
werden. Das intensive Signal bei 1550 cm™ wird der N-H Deformationsschwingung der
trans-Form zugeordnet. Allerdings liegt auch die C=C Valenzschwingung des Aromatens in
diesem Wellenzahlbereich. Weiterhin stellt die Bande bei 1440 cm™ eine Kombination der
N-H Deformationsschwingung sowie der N-H Biegeschwingung der cis-Form dar. Des
Weiteren liegt die C-N Valenzschwingung der trans-Form bei 1255 cm™. Wohingegen die
C-N Valenzschwingung der cis-Form bei 1370 cm™ erscheint. Die aufgenommenen
FT-IR-Spektren von Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP unterscheiden sind eindeutig
von den Spekitren der LbL-beschichteten MnZn-MNP. Durch das Vorhandensein der
charakteristischen Schwingungen der Saure-Amid-Bindung kann von einer gelungenen
Funktionalisierung der &auRersten PAA-Schicht der Multischichtsysteme ausgegangen

werden.
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Auf Grund der Autofluoreszenz des Doxorubicins (Agx =470 nm, Agy, = 585 nm) kdnnen
spektroskopische Methoden wie UV /Vis oder Fluoreszenz zur Charakterisierung der
funktionalisierten Nanopartikel herangezogen werden. So stellen Abbildung 6.23 und
Abbildung 6.24 die Ergebnisse der UV / Vis-Analyse von Doxorubicin-funktionalisierten
LbL-beschichteten MnZn-MNP dar. Die Spektren in Abbildung 6.23 zeigen die
Doxorubicin-Funktionalisierung von (PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP, deren dullerste
Schicht PAH bildet.
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Abbildung 6.23: Darstellung von UV / Vis-Spektren von Doxorubicin-funktionalisierten Partikeln,
deren duBerste Schicht PAH ist, allerdings variiert die darunter liegende Schichtanzahl. Alle Spektren
weisen die charakteristischen Absorptionsmaxima des Wirkstoffs auf (siche Pfeile).

a) Dox-PAH-beschichtete Partikel; Schichtanzahl: 1, b) Doxorubicin-Funktionalisierung der
(PAH / PAA / PAH)-beschichteten MnZn-MNP; Schichtanzahl: 3 und ¢) Doxorubicin-funktionalisierte
(PAH / PAA),-PAH-beschichteten MnZn-MNP; Schichtanzahl: 5.

Bei allen UV / Vis-Spektren ist das kennzeichnende Extinktionsmaximum des Doxorubicins
zu sehen. Allerdings kommt dieses Maximum, durch die zusatzliche Streuung und
Absorption, hervorgerufen durch die MnZn-MNP, nicht ganz zur Geltung. Bei diesen
funktionalisierten Partikeln liegt das Extinktionsmaximum bei 480 nm. Es kommt zu einer
leichten Verschiebung der maximalen Extinktion zu héheren Wellenlangen hin, die auf Grund
der Anbindung von Doxorubicin an PAH entsteht. Abbildung 6.24 Vvisualisiert
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UV / Vis-spektroskopische Untersuchungen der (PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP mit
PAA als aufierster Schicht. Die Anbindung des Doxorubicins erfolgt Gber die Bildung der
Saure-Amid-Bindung. Da es sich bei dieser Bindung um ein konjugiertes System handelt,
verschiebt sich die Wellenlange des Extinktionsmaximum von Doxorubicin zu einer héheren
Frequenz und liegt jetzt bei 500 nm. Diese Ergebnisse stimmten auch mit spektroskopischen
Untersuchungen von Doxorubicin-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP, die in Kapitel 4.3

charakterisiert werden, Uberein.
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Abbildung 6.24: Darstellung von UV / Vis-Spektren der Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP.
Die Anbindung des Doxorubicins erfolgt an die duferste PAA-Schicht. Die darunter liegende
Schichtanzahl variiert. Alle Spektren weisen die charakteristischen Absorptionsmaxima des Wirkstoffs
auf (markiert durch Pfeile). a) Doxorubicin-(PAH / PAA)-beschichtete MnZn-MNP, Schichtanzahl: 2;
b) Doxorubicin-Funktionalisierung der (PAH / PAA),-beschichteten MnZn-MNP; Schichtanzahl: 4;
c) Dox-(PAH / PAA);-beschichtete MnZn-MNP, Schichtanzahl: 6.

Zur Uberpriifung der Stabilitdt der Partikelsuspension werden im zeitlichen Abstand von
einer Stunde 3 automatisch wiederholte Messungen durchgefiihrt. Aus den aufgenommenen
Zyklen-Messungen (Abbildung 6.23 und Abbildung 6.24) geht hervor, dass es sich bei allen
Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP um stabile Suspensionen handelt.

Die Konzentrationsbestimmung des Wirkstoffs erfolgt, wie bereits erldutert, Gber die Analyse

des Dialysewassers mittels UV /Vis-Spektroskopie. Dazu wird im Vorfeld eine
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Kalibriergerade ausgehend von einer Konzentrationsreihe (siehe Abbildung 4.46 und
Abbildung 4.47) ermittelt. Grundlage fur die lineare Anpassung ist das Lambert-Beer'sche
Gesetz. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.4 zusammengefasst. Dabei geht hervor, dass die
Doxorubicinkonzentration der (PAH/PAA)-beschichteten MnZn-MNP, bei denen die
Anbindung des Doxorubicins Uber eine Saure-Amid-Verknlpfung erfolgt, etwas hoher liegt.
Die Doxorubicinkonzentrationen liegen zwischen 1,35 umol-mL'1 und 1,46 umol-mL'1.
Hingegen weisen die Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP, deren Anbindung Uber die
aulerste PAH-Schicht der Multischichtsysteme erfolgt, einen Konzentrationsbereich von

1,05 pmol-mL™ bis 1,15 pmol-mL™" auf.

Tabelle 6.4: Zusammenfassung der berechneten Konzentrationen des Doxorubicins im Dialysewasser

und folglich in den Partikelsuspensionen.

eingesetzte Konzentration .
. . . . . Konzentration an
funktionalisierte Konzentration im ebundenem Dox
Nanopartikel an Dox Dialysewasser g mL”
[ pmol-mL™"] [pmol-mL™] et
Dox-PAH-MnZn-MNP 1,84 0,779 1,061
Dox-(PAH / PAA)-MnZn-MNP 1,84 0,492 1,448
Dox-(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP 1,84 0,705 1,135
Dox-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 1,84 0,379 1,461
Dox-PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 1,84 0,689 1,151
Dox-(PAH / PAA);-MnZn-MNP 1,84 0,448 1,392

Auf Grund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die Konzentration an
Doxorubicin nicht mit der Schichtanzahl der Multischichtsysteme variiert, sondern nur an die
entsprechende aullerste Schicht bindet. Wird zum Beispiel die ermittelte Konzentration der
zweiten Schicht mit dem Konzentrationswert der sechsten Schicht der Multischichtsysteme
verglichen, so liegen beide im gleichen Bereich. Dies stellt eine wichtige Grundlage fiur die
folgenden Wirkstoff-Verkapselungsversuchen dar.

Als zweite spektroskopische Analysemethode kommt die Fluoreszenz-Messung zum
Einsatz. Die dazugehorigen Extinktions- und Emissionsspektren von
Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP sind in Abbildung 6.25 und Abbildung 6.26
dargestellt. Abbildung 6.25 reprasentiert die Fluoreszenz-Spektren von
Doxorubicin-funktionalisierten Partikeln, deren Anbindung Uber Polyallylamin erfolgt. Sowohl
die Extinktions- als auch die Emissions-Spekiren zeigen die charakteristischen Maxima auf.
Allerdings ist eine Verschiebung der Wellenlange zu beobachten. Die Wellenlange der

maximalen Extinktion liegt bei 500 nm und die der Emission bei 590 nm bzw. 595 nm. Auf
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Grund dieser Verschiebung kann von einer erfolgreichen Bindung des Doxorubicins an die

Partikel, deren auRerste Schicht aus PAH aufgebaut ist, ausgegangen werden.

Extinktion Emission
1- - - Dox-PAH- Dox-PAH-
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Abbildung 6.25: Darstellung charakteristischer Extinktions- und Emissions-Spektren von

Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP, wobei PAH die dufierste Schicht der Multisysteme bildet.

In Abbildung 6.26 sind Ergebnisse der Fluoreszenz-Analyse der
Doxorubicin-(PAH / PAA)-beschichteten Nanopartikel visualisiert, wobei Polyarcylsdure die
aulerste adsorbierte Schicht bildet. Hier kommt es, bedingt durch die entstandene
Saure-Amid-Bindung, ebenfalls zu einer Verschiebung des Spektrums zu hdheren
Wellenlangen hin. Diese Verschiebung ist sowohl in den Extinktions- als auch in den
Emissions-Spektren der Wirkstoff-beladenen MnZn-MNP zu sehen. Die maximale Extinktion
liegt bei einer Wellenlange von 500 nm und das Emissionsmaximum bei 600 nm. Es kann

eindeutig die Autofluoreszenz des Doxorubicins nachgewiesen werden.
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Abbildung 6.26: Ergebnisse der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung von
Doxorubicin-funktionalisierten Partikeln, deren Anbindung an die auRerste PAA-Schicht durch Bildung
einer Saure-Amid-Verknupfung erfolgt. Dargestellt sind die Extinktions- sowie die
Emissions-Spektren von verschiedenen Schichten.
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Die Abbildung 6.27 und Abbildung 6.28 prasentieren aufgenommene
Zetapotential-Messungen der Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP als Funktion des
pH-Werts. Anhand dieser Messungen kann zum Einen der isoelektrische Punkt bestimmt
und zum Anderen eine qualitative Aussage Uber die erfolgte Funktionalisierung der Partikel
getroffen werden. Hierzu erfolgt eine 5-fache Bestimmung des Zetapotentials mit
anschlieRender arithmetischer Mittlung.

Die Anbindung des Doxorubicins an beschichtete MnZn-MNP hat eine Veranderung des
Zetapotentials zur Folge. Dies liegt einerseits in der Anbindung des Doxorubicins an die
Carboxyl-Gruppe, wodurch diese ihr negatives Potential verliert, und andererseits an der
Abschirmung von Potentialen, die auf Grund des Wirkstoffs zustande kommt. Insgesamt
bedeutet das, dass sich das Zetapotential nach der Doxorubicin-Funktionalisierung
verringert. Diese Verringerung spiegelt sich auch in allen Messergebnissen wider, die in

Tabelle 6.5 zusammengefasst sind.

Tabelle 6.5: Tabellarische Zusammenfassung der ermittelten Zetapotentiale sowie die
entsprechenden isoelektrischen Punkte der Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP. Die

Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP sind blau hervorgehoben.

funktionalisierte Zetapotential isoelektrischer Punkt
Nanopartikel [mV] [pH-Wert]
PAH-MnZn-MNP +41,4+1,.2 -
Dox-PAH-MnZn-MNP +6,7 £ 4,1 8,51
(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP +28,3+0,9 -
Dox-(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP +10,5+0,9 7,27
PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP +30,2+1,0 -
Dox-PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP +239+7,7 6,75
(PAH / PAA)-MnZn-MNP -37,0+£1,0 -
Dox-(PAH / PAA)-MnZn-MNP -11,6+1,2 3,1
(PAH / PAA),-MnZn-MNP -38,7+0,8 -
Dox-(PAH / PAA),-MnZn-MNP -18,6 £2,9 3,87
(PAH / PAA);-MnZn-MNP -35,1+0,7 -
Dox-(PAH / PAA);-MnZn-MNP -9,2+0,8 5,84

Die Bestimmung des isoelektrischen Punkts von Doxorubicin-funktionalisierten Partikeln, mit
PAH als auferster Schicht, sind in Abbildung 6.27 graphisch dargestellt. Anhand dieser

Messung ist zu erkennen, dass die Schichtanzahl einen Einfluss auf den isoelektrischen
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Punkt ausubt. Je groRer die Anzahl der Schichten ist, desto mehr verschiebt sich der
isoelektrische Punkt zu niedrigerem pH-Wert hin.

So fallt der pH-Wert des isoelektrischen Punkts in der Reihenfolge Dox-PAH-MnZn-MNP >
Dox-(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP > Dox-PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP von 8,51 auf 6,32
ab. Dieser Effekt kann hochstwahrscheinlich auf die entstandene Pufferkapazitat der
(PAH / PAA)-Multischichtsysteme zuriickgefiihrt werden.

Um die Stabilitat dieser Partikelsuspension bei dem physiologischen pH-Wert zu
gewahrleisten kommen somit nur Doxorubicin-funktionalisierte MnZn-MNP in Frage, deren
Schichtanzahl gréRer als eins ist. Eine mogliche Alternative fur die nur mit einer Lage an

PAH-beschichteten MnZn-MNP ware eine anschlieRende Verkapselung.
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Abbildung 6.27: Auftragung des isoelektrischen Punkts von Doxorubicin-funktionalisierten
MnZn-MNP als Funktion des pH-Werts. Die Anbindung von Doxorubicin erfolgt an die aulRerste
PAH-Schicht. Der pH-Wert des isoelektrischen Punkts sinkt mit wachsender Schichtanzahl.

Hingegen zeigt Abbildung 6.28 die Analyse des isoelektrischen Punkts der
Dox-(PAH / PAA)-funktionalisierte MnZn-MNP, deren auflerste adsorbierte Schicht aus PAA
aufgebaut ist. Hier liegt der isoelektrische Punkt flr die zweite Schicht bei einem pH-Wert
von 3,1. Fir die vierte Schicht liegt der Punkt bei 4,00 und fir die sechste Schicht schlielich
bei 5,97. Anhand der Ergebnisse wird ersichtlich, dass der pH-Wert des isoelektrischen
Punkts mit steigender Schichtanzahl ansteigt. Eine Ursache dafir sind die hinzukommenden

Schichten an PAA und die damit verbundene Erhdhung der Pufferkapazitat.
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Abbildung 6.28: Auftragung des isoelektrischen Punkts von Doxorubicin-funktionalisierten
MnZn-MNP als Funktion des pH-Werts. Die Anbindung des Doxorubicins erfolgt an die aulRerste
PAA-Schicht der Multischichtsysteme. Der pH-Wert des isoelektrischen Punkts steigt mit wachsender
Schichtanzahl.

Abbildung 6.29 und 6.30 visualisiert Doxorubicin-funktionalisierte MnZn-MNP, die sich in der
Schichtanzahl sowie in dem &uferen Polyelektrolyten unterscheiden. Diese Aufnahmen
stehen reprasentativ fur alle anderen Schichten. Aus diesen TEM-Aufnahmen ist ersichtlich,
dass sich weder die Morphologie noch das Aggregationsverhalten der Partikel nach
Funktionalisierung andert. In  Abbildung 6.30 links ist die Schicht der
Dox-(PAH / PAA)s-funktionalisierte MnZn-MNP klar erkennbar. Diese Schichtdicke betragt
6 nm.

50 nm

Abbildung 6.29: TEM-Aufnahmen von Dox-(PAH / PAA / PAH)-beschichteten MnZn-MNP. Es kann
weder eine Anderung in der Morphologie noch im Aggregationsgrad

festgestellt werden.
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10 nm 20 nm

Abbildung 6.30: TEM-Aufnahmen von Dox-(PAH / PAA);-beschichteten MnZn-MNP dar. Es kann

weder eine Anderung in der Morphologie noch im Aggregationsgrad festgestellt werden.

6.2.2 BIOMEDIZINISCHE FUNKTONALISIERUNG VON
(PEI/ PSSA-cO0-MA)-BESCHICHTETEN NANOPARTIKELN

Nicht nur die Multischichtsysteme, bestehend aus Polyallylamin und Polyarcylsadure, bieten
sehr gute Vorraussetzungen fur die Anwendung als Drug-Delivery Systeme, sondern auch
(PEI'/ PSSa-co-MA)-Schichtsysteme. Fir die Untersuchungen wird die 4. bzw. die 5. Schicht
mit Doxorubicin funktionalisiert und anschlieend charakterisiert. Die 4. und die 5. Schicht
unterscheiden sich im Polyelektrolyten, der jeweils die aulierste Schicht bildet. So bildet bei
der 4. Schicht das Polyanion PSSa-co-MA die aulierste Schicht. Wohingegen das Polykation
PEIl die aulerste Schicht bei dem 5-fach geschichteten Multischichtsystem darstellt.
Einerseits soll durch die Variation der endstandigen Polymere die Moglichkeit aufgezeigt
werden, dass verschiedene funktionelle Gruppen des Wirkstoffs an die verschiedenen
Schichten gebunden werden kénnen, dadurch besteht die Moglichkeit mehrere Wirkstoffe in
das System mit einzubauen. Andererseits soll der Protonenschwamm-Effekt von PEI genutzt
werden. Ein Unterschied zu dem bereits beschriebenen Schichtsystemen (siehe Kapitel
6.2.1), liegt in der Verwendung des Polyanions. PSSa-co-MA weist eine teilweise Versalzung
der Carboxyl-Gruppen auf, wodurch eine geringere Konzentration an Doxorubicin gebunden
werden kann, im Vergleich zu PAA. Durch diesen Effekt entsteht ein Konzentrationsgradient
bei dem Schichtsystem, der vor allem flr eine kontrollierte Abgabe einen Vorteil darstellt. Die

GroRenverteilungskurven Doxorubicin-funktionalisierter (PEI / PSSa-co-MA)-beschichteter
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MnZn-MNP sind in Abbildung 6.31 graphisch wiedergegeben. Die zugehdrigen berechneten

Werte sind in Tabelle 6.6 zusammengefasst.

—o— PEI-(PEI/PSSa-co-MA),-MnZn-MNP

—o— Dox-PEI-(PEI/PSSa-co-MA),-MnZn-MNRF
(PEI/PSSa-co-MA),-MnZn-MNP

—o— Dox-(PEI/PSSa-co-MA) -MnZn-MNP
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Abbildung 6.31: Grolkenverteilungskurven von (PEI / PSSa-co-MA)-beschichteten MnZn-MNP, mit
und ohne Doxorubicin Funktionalisierung. In allen Fallen ist eine Anderung des hydrodynamischen

Durchmessers der Partikel zu verzeichnen.

Bei beiden mit Doxorubicin-funktionalisierten Schichtsystemen ist eine Anderung des
hydrodynamischen Durchmessers zu verzeichnen. Bei den Doxorubicin-funktionalisierten
Partikeln, deren dulRerste Schicht vom Polyanion PSSa-co-MA gebildet wird, vergréfert sich
der Durchmesser von 145 nm auf 149 nm. Diese Vergrof3erung beruht auf der Anbindung
des Doxorubicins an die Schicht. Allerdings verringert sich der Durchmesser der
funktionalisierten Partikel, bei denen das Polykation die duRerste Schicht bildet, von 144 nm
auf 139 nm. Derselbe Effekt kann fir die (PAH/PAA)-Multischichtsysteme beobachtet
werden (siehe Kapitel 6.2.2). Auch hier kénnte in der Anderung des pH-Werts eine magliche
Ursache fir die Verkleinerung des hydrodynamischen Durchmessers liegen. Bei PEIl handelt
es sich um einen Polyelektrolyten, der aber auf Grund der hohen Ladungsdichte und der
tertiaren Amino-Gruppen als starker Polyelektrolyt angesehen wird. Das verwendete PEI hat
eine Molmasse um die 1800 g-mol™ und zeigt bedingt durch die geringen Molekiilmassen ein
Verhalten auf, welches zwischen einem schwachen und einem starken Polyelektrolyten liegt.
Dies lasst den Rickschluss zu, dass die Ladungsdichte von PEI in Abhangigkeit des
pH-Werts verandert, welches wiederum eine Anderung der Schichtdicke zur Folge hat. Die
Ladungsdichte nimmt in Anwesenheit von Doxorubicin zu, folglich nimmt die Schichtdicke ab

und damit auch der hydrodynamische Durchmesser.
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Tabelle 6.6: Zusammenfassung der DLS-Messergebnisse und der Polydispersitait o von

(PEI / PSSa-co-MA)-Systemen sowie der Systeme mit Doxorubicin-Funktionalisierung (blau

hervorgehoben).
" Nanopartikel & Standardfohler | o Standardehler
PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 144,06 + 2,74 1,77 £ 0,02
Dox PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 139,03 £ 3,49 1,89 + 0,03
(PEI / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 144,56 + 1,73 1,68 + 0,01
Dox-(PEl / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 148,84 + 2,30 1,69 + 0,01

Zur Charakterisierung der Anbindung des Doxorubicins an PEI bzw. PSSa-co-MA wird die
FT-IR-Spektroskopie angewandt. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 6.32
dargestellt. Bei der Anbindung des Wirkstoffs an PEI reagiert die Keto-Gruppe des
Doxorubicins mit der primaren Amino-Gruppe von PEI unter Bildung einer sekundaren
Amin-Bindung. Hingegen reagiert bei der Anbindung von Doxorubicin an PSSa-co-MA die
primare Amino-Gruppe des Doxorubicins mit der freien Carboxyl-Gruppe der PSSa-co-MA

unter Ausbildung einer Saure-Amid-Bindung.
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Abbildung 6.32: FT-IR-Spektren von Doxorubicin-funktionalisierten und
(PEI / PSSa-co-MA)-beschichteten MnZn-MNP. Dargestellt sind die Spektren der 4. und 5. Schicht
sowie deren Funktionalisierung mit Doxorubicin. Beide Spektren von funktionalisierten MnZn-MNP

beweisen die erfolgreiche Bindung des Doxorubicins an das entsprechende Polymer.

Die  charakteristischen = Schwingungen des  sekundaren Amins sowie  der
Saure-Amid-Bindung werden bereits bei den Doxorubicin-funktionalisierten
(PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP eingehend beschrieben (siehe Kapitel 6.2.2).
Dementsprechend kann ebenfalls von einer erfolgreichen Anbindung des Wirkstoffs an die
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verschiedenen Polyelektrolyte ausgegangen werden. Beide Spektren der funktionalisierten
Partikel weisen die signifikanten Absorptionsbande der entsprechenden Bindungen auf. Vor
allem bei den Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP, deren &ullerste Schicht von
PSSa-co-MA gebildet wird, ist die cis- bzw. trans-Isomerie der Saure-Amid-Bindung zu
erkennen.

Abbildung 6.33 reprasentiert die UV / Vis-Analyse der beiden Doxorubicin-funktionalisierten
Partikelsuspensionen. Die linke Abbildung zeigt die Ergebnisse der UV / Vis-Analyse von
Doxorubicin funktionalisierten PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-beschichteten MnZn-MNP. Trotz des
starken Untergrunds, der durch die Partikel verursacht wird, sind die charakteristischen
Absorptionsmaxima des Doxorubicins zu erkennen. Eine ahnliche Aussage kann uber die
Spektren von Dox-(PEl / PSSa-co-MA),-Systemen getroffen werden, welche in der rechten
Abbildung dargestellt sind. Allerdings sind in diesem Fall die Absorptionsmaxima weniger
stark ausgebildet, welches auf die geringe Konzentration an Doxorubicin zurlickgeflihrt
werden kann. Nichtsdestotrotz kann in beiden Partikelsuspensionen Doxorubicin

nachgewiesen werden.
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Abbildung 6.33: UV / Vis-Spektren von Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP, mit den
charakteristischen Absorptionsmaxima von Doxorubicin (markiert durch Pfeile). Links: Dox-PEI-
(PEI / PSSa-co-MA),-beschichtete MnZn-MNP; Rechts: Dox-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierte
MnZn-MNP.

Die 3 automatisch wiederholten Messungen dienen ebenfalls zur Uberprifung der Stabilitat
der Suspension. Wie anhand der Spektren ersichtlich ist, handelt es
sich  sowohl bei  Dox-PEI-(PEI/PSSa-co-MA),-beschichteten als  auch  bei
Dox-(PEI / PSSa-co-MA),-beschichteten MnZn-MNP um Suspensionen, deren Stabilitat tGber
einen langeren Zeitraum hin gewahrleistet werden kann.

In Tabelle 6.7 sind die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung an Doxorubicin
zusammengefasst. Die Dox-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierten MnZn-MNP weisen eine
geringere Konzentration an gebundenem Doxorubicin auf als die

Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierte =~ MnZn-MNP. Die Bestimmung an
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Doxorubicinkonzentration erfolgt unter Zuhilfenahme des Lambert-Beer'schen-Gesetzes und

anschlieRender linearen Anpassung (siehe Abbildung 4.46 und Abbildung 4.47).

Tabelle 6.7: Zusammenfassung der Konzentrationsbestimmung von Doxorubicin, welche an
(PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsysteme gebunden ist.

eingesetzte Konzentration | Konzentration an

funktionalisierte Konzentration im gebundenem
Nanopartikel an Dox Dialysewasser Dox

[ pmol-mL'1] [pmol-mL'1] [pmol-mL'1]

Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),
MnZn-MNP 1,84 0,546 1,294
Dox-(PEI / PSSa-co-MA),

MnZn-MNP 1,84 0,987 0,853

Abbildung 6.34 zeigt

MnZn-MNP. Bei den Partikeln, deren aulRerste Schicht das Polyanion bildet, ist eine starkere

Extinktions- sowie Emissions-Spektren der funktionalisierten
Verschiebung des Emissions-Spektrums zu héheren Wellenlangen zu beobachten, welche
auf Grund der gebildeten Saure-Amid-Bindung entsteht. Diese Verschiebung macht sich
beide
funktionalisierten MnZn-MNP liegt die maximale Extinktion bei 500 nm. Allerdings emittieren
Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-beschichtete MnZn-MNP maximal bei 590 nm, wohingegen
Dox-(PEI / PSSa-co-MA),-Systeme ein 595 nm haben. Alle

aufgenommenen Spekiren dieser funktionalisierten Multischichtsysteme weisen eindeutig die

sowohl im Extinktions- als auch im Emissions-Spektrum bemerkbar. Fur

Extinktionsmaxium bei

Autofluoreszenz des Wirkstoffs auf. Somit kann von einer erfolgreichen Beladung der

Partikel mit Doxorubicin ausgegangen werden.
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Abbildung 6.34: Darstellung von Extinktions- und Emissions-Spektren mit

Doxorubicin-funktionalisierten 4- und 5-fach beschichteten (PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen.
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Die Bestimmung des isoelektrischen Punkts der Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP
ist in Abbildung 6.35 dargestellt. So weisen Doxorubicin-funktionalisierte Partikel, mit
PSSa-co-MA als auRerster Schicht, einen isoelektrischen Punkt bei einem pH-Wert von 3,82
auf. Bei den Dox-PEI-(PEI/PSSa-co-MA),-funktionalisierten MnZn-MNP liegt der
isoelektrische Punkt mit einem pH-Wert von 5,05 etwas hdher. Beide funktionalisierten
Partikel weisen einen isoelektrischen Punkt unter dem physiologischen pH-Wert des Blutes

auf und kdnnen somit fir medizinische Anwendung in Betracht gezogen werden.
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Abbildung 6.35: Darstellung des isoelektrischen Punkts der mit Doxorubicin-funktionalisierten 4- und
5-fach beschichteten (PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen.

Die Messungen der Zetapotentiale weisen ebenfalls auf die erfolgreiche Beschichtung der
Partikel mit dem Wirkstoff hin. Bei Dox-(PEl/ PSSa-co-MA),-Systemen &andert sich das
Potential von -17,9mV +0,2 mV auf +9,2mV+05mV und bei
Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierten MnZn-MNP sinkt das Potential nach der
Funktionalisierung mit Doxorubicin von +25,9 mV + 1,9 mV auf +5,2 mV + 0,8 mV. In beiden
Fallen ist eine eindeutige Anderung des Zetapotentials nach der Funktionalisierung mit dem
Wirkstoff zu verzeichnen.

Um die Beschaffenheit der Wirkstoff-funktionalisierten MnZn-MNP zu charakterisieren, wird
die Elektronenmikroskopie zu Hilfe genommen. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 6.36
dargestellt. Die linke TEM-Aufnahme visualisiert eine Funktionalisierung der
PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-Multischichtsysteme, wahrend die rechte Aufnahme Partikel der
Dox-(PEI / PSSa-co-MA),-Systeme prasentiert. Es ist ersichtlich, dass sich weder die
Morphologie noch das Aggregationsverhalten der Partikel durch die Funktionalisierung

andert.
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Abbildung 6.36: TEM-Aufnahmen von Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP.
Links: Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierte MnZn-MNP;
Rechts: Dox-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierte MnZn-MNP. Anderungen in der Morphologie und

im Aggregationsgrad sind nicht feststellbar.
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6.2.3 CHARAKTERISIERUNG VON DOXORUBICIN-FUNKTIONALISIERTEN
LBL-BESCHICHTETEN NANOPARTIKELN MITTELS FCS

Die Ergebnisse der FCS-Messungen von Doxorubicin-(PAH/PAA)-Multischichtsystem-
funktionalisierten MnZn-MNP sind in Abbildung 6.37 und Abbildung 6.38 zusammengefasst.
Der Ubersicht halber sind die Messergebnisse fur die ersten drei Schichten von
funktionalisierten (PAH/PAA)-Multischichtsystemen in Abbildung 6.37 und die fur die 4. bis 6.
Schicht in Abbildung 6.38 dargestellt. Tabelle 6.8 fasst die ermittelten Diffusionszeiten und
Durchmesser der in Abbildung 6.37 bis Abbildung 6.39 gezeigten Graphen zusammen.
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Abbildung 6.37: Darstellung der FCS-Messergebnisse von Doxorubicin-funktionalisierten
(PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP. Aufgetragen sind jeweils die FCS-Messergebnisse der 1., 2.
und 3. Schicht der Multischichtsysteme.

Bei Betrachtung dieser Messergebnissen fallt auf, dass sich die Diffusionszeiten von
Doxorubicin-funktionalisierten (PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP, deren &ulerste
Schicht PAH bildet, trotz Zunahme der Schichtanzahl, kaum andert. Die Diffusionszeit liegt
fur Dox-PAH-funktionalisierte MnZn-MNP bei 200 ps fur Dox-(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP
bei 108 us und fir Dox-PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP bei 168 us. Diese Diffusionszeiten
lassen ebenfalls erkennen, dass es sich um Doxorubicin, gebundenen an PAH, handelt (vgl.
Kapitel 4.3.3). Auch die ermittelten Durchmesser liegen unterhalb der tatsachlichen GroRke
der magnetischen Partikel (sieche Tabelle 6.8). Die FCS stellt eine sehr empfindliche
Messmethode dar, die stark von der Umgebungstemperatur beeinflusst wird. Basierend auf
dieser Tatsache und dem Umstand, dass die Messungen an unterschiedlichen Tagen
durchgefiihrt werden mussten, wird davon ausgegangen, dass diese ermittelten

Diffusionszeiten nicht signifikant voneinander abweichen (siehe Tabelle 6.8).

183



6. DARSTELLUNG MULTIFUNKTIONALER NANOPARTIKEL MITTELS LbL-TECHNIK

In Abbildung 6.38 sind die FCS-Messergebnisse von Doxorubicin-funktionalisierten
MnZn-MNP, deren &ulerste Schicht PAA bildet dargestellt. Bei den ermittelten

Diffusionszeiten ist eine Zunahme der Diffusionszeit mit steigender Schichtanzahl erkennbar.
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Abbildung 6.38: Darstellung der FCS-Messergebnisse von Doxorubicin-funktionalisierten
(PAH/PAA)-beschichteten MnZn-MNP. Aufgetragen sind die FCS-Messergebnisse der 4., 5. und 6.
Schicht der Multischichtsysteme.

So nimmt die Diffusionszeit in der Reihenfolge der Probe Dox-(PAH/PAA)-MnZn-MNP <
Dox-(PAH/PAA),-MnZn-MNP < Dox-(PAH/PAA);-MnZn-MNP von 191 us Uber 289 us und
auf schliel3lich 504 us zu. Anhand dieser Diffusionszeiten lasst sich ein Trend mit steigender
Schichtanzahl erkennen, der sich auch in der Zunahme der ermittelten GroRe (siehe
Tabelle 6.8) widerspiegelt. Allerdings liegen die GroRen der funktionalisierten Partikel
signifikant unter den mittels XRD und TEM errechneten GréRen. Somit handelt es sich bei
den Werten wahrscheinlich ebenfalls um Doxorubicin, welches an PAA gebunden vorliegt.
Eine mogliche Erklarung liegt im resonanten Energietransfer (siehe Kapitel 4.3.3) begriindet,
der daflr sorgt, dass die Fluoreszenz von Doxorubicin, welche an die Partikel gebunden ist,
nicht detektiert wird. Auch hier fungieren die magnetischen Nanopartikel als Akzeptor und
Doxorubicin als Donor und der maximale Abstand zwischen Akzeptor und Donor, der erreicht
werden kann, liegt bei 6 nm.

Die Fluoreszenz, welche detektiert wird, ist die von Doxorubicin gebunden an das Polymer
PAA bzw. PAH, die einen genlgend groRen Abstand zu den MnZn-MNP aufweisen, dass
FRET nicht auftreten kann. Dieser Abstand kann zum Einen durch das starke
Verdinnungs-Verhaltnis zustande kommen. Dadurch kénnen die einzelnen Schichten
verstarkt mir dem Suspensionsmedium in Wechselwirkung treten, die Ladungsdichte nimmt

ab und dies hat zur Folge, dass der schwache Elektrolyt nicht so stark adsorbiert wird, somit
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Loops ausbildet und dadurch dickere Schichten entstehen. Ist an diese Schicht bzw. an
solch einen Loop Doxorubicin gebunden, so wird diese Fluoreszenz gemessen.

In Abbildung 6.39 sind die erhaltenen FCS-Graphen der 4. und 5. Schicht von
(PEI' / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen dargestellt. Die Diffusionszeit von
Dox-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierten MnZn-MNP  betragt 504 us, wohingegen
Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierte MnZn-MNP eine Diffusionszeit von 191 us
haben. Die Ursachen fir die Diffusionszeiten sowie die kleineren Durchmesser sind bei den
Doxorubicin-funktionalisierten (PAH / PAA)-Multisichtsystemen eingehend erklart worden
und kénnen ebenfalls auf dieses System Ubertragen werden. Tabelle 6.8 fasst die ermittelten
Diffusionszeiten sowie Durchmesser, der in Abbildung 6.37 bis Abbildung 6.39 gezeigten

FCS-Graphen, zusammen.
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Abbildung 6.39: Darstellung der FCS-Messergebnisse von Doxorubicin-(PEI / PSSa-co-MA),- und
Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-funktionalisierten MnZn-MNP.

Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass die FCS-Messergebnisse vom Polyelektrolyt,
der die duBerste Schicht bildet, beeinflusst werden. So ist im Falle von PAA eindeutig eine
Tendenz der Diffusionszeiten mit steigender Schichtanzahl zu sehen, wohingegen bei PAH
als aulerster Schicht diese Tendenz fehlt. Eine mogliche Erklarung dafiir kénnte die erhdhte
Ladungsdichte, basierend auf PAH und Doxorubicin, sein. Diese erhéhte Ladungsdichte
sowie die verstarkte Wechselwirkung der NH-Gruppen mit dem Suspensionsmedium Wasser
haben einen Einfluss auf die Fluoreszenz. Dieser Effekt ist ebenfalls bei
(PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen (siehe Abbildung 6.39) zu sehen.
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Tabelle 6.8: Zusammenfassung der ermittelten Diffusionszeiten von Doxorubicin-funktionalisierten
(PAH / PAA)- und (PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsystemen. Die Multischichtsysteme, bei denen die

Anbindung von Doxorubicin Uber Ausbildung einer

hervorgehoben.

Saure-Amid-Bindung erfolgt,

funktionalisierte

Diffusionszeit 7

ermittelte GroRe

Nanopartikel [ps] [A]
Dox-PAH-MnZn-MNP 200 13,93
Dox-(PAH / PAA)-MnZn-MNP 191 13,30
Dox-(PAH / PAA / PAH)-MnZn-MNP 108 7,52
Dox-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 289 20,12
Dox-PAH-(PAH / PAA),-MnZn-MNP 168 11,70
Dox-(PAH / PAA);-MnZn-MNP 504 35,09
Dox-(PEl / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 504 35,09
Dox-PEI-(PEI / PSSa-co-MA),-MnZn-MNP 191 13,30
Doxorubicin 54 3,76

sind blau

Des Weiteren Ubt die Temperatur einen starken Einfluss auf die Diffusionszeiten aus.

Dadurch dass die Messungen nicht in einer thermostatisierten Umgebung durchgefuhrt

werden, kann es auf Grund der vom Laser induzierten Erwarmung der magnetischen

Nanopartikel und damit der Probe kommen, die schnellere Diffusionszeiten zur Folge hat.

Zuséatzlich kann bei Doxorubicin der Photobleich-Effekt auftreten, der durch den Laser

ausgeldst wird und zur Zerstérung des Doxorubicins fuhrt.

Auf Grundlage der Ergebnisse kann nicht von vorne herein davon ausgegangen werden,

dass Doxorubicin nicht an die MnZn-MNP gebunden vorliegt, es kann allerdings keine

Aussage, auf Grund der auftretenden und beschriebenen Effekte, Uber die Bindungsstarke

zwischen Partikel und Polymer getroffen werden. Allerdings zeigen die Methoden wie

FT-IR-Spektroskopie und Zetapotential-Messungen eindeutig die erfolgreiche Adsorption des

jeweiligen Polymers.

186



6. DARSTELLUNG MULTIFUNKTIONALER NANOPARTIKEL MITTELS LbL-TECHNIK

6.3 ABSCHLIERENDE ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieses Kapitels werden verschiedene Polyelektrolyten mittels des
LbL-Verfahrens auf die Oberflache von magnetischen Nanopartikeln aufgebracht. Als
Polykationen werden dabei Polyallylamin (PAH) und Polyethylenimin (PEI) verwendet, als
Polyanionen kommen Polyarcylsdure (PAA) und Poly(4-styrolsulfonsaure-co-maleinsaure)
(PSSa-co-MA) zum Einsatz. Die maximale Schichtanzahl belauft sich bei allen untersuchten
Schichtsystemen auf 6. Zur Charakterisierung dieser Multischichtsysteme werden unter
anderem dynamische Lichtstreuung, FT-IR-Spektroskopie, Zetapotentialbestimmung und
Transmissionselektronenmikroskopie angewandt. Diese eingesetzten Methoden erlauben es,
bestimmte Schlussfolgerungen Uber die GréRenverteilung, den Aufbau der einzelnen
Schichten, die damit verbundene Oberflachenladung sowie Uber die Morphologie dieser
Systeme zu treffen.

Die dargelegten Ergebnisse zeigen, dass es sich bei der Herstellung von beschichteten
Nanopartikeln mittels der LbL-Deposition um einen sehr gut reproduzierbaren Prozess
handelt. Vor allem die (PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP liefern optimale Ergebnisse,
die einerseits in der relativ engen Gréflenverteilung und anderseits in der Stabilitat und dem
damit verbundenen geringen Aggregationsgrad begriindet liegen. Des Weiteren kann
anhand der aufgenommenen FT-IR-Spektren und den dazugehdrigen
Zetapotential-Messungen die Beschichtung mittels PAH oder PAA erfolgreich nachgewiesen
werden. Mit Hilfe von TEM-Aufnahmen werden sowohl die vorliegende Schichtdicke als auch
die Morphologie der beschichteten Partikel analysiert. Aullerdem (bt das
LbL-Verfahren keinen Einfluss auf die Kristallinitit der Nanopartikel aus. Die
Gitternetzebenen sind nach jeder Schicht eindeutig nachweisbar. Ein Nachteil dieses System
ist der pH-Wert. Es handelt sich bei beiden Polymeren um schwache Polyelektrolyte, deren
volle Ladungsdichte vom pH abhangt. Der pH-Bereich, in dem beide Polymere die volle
Ladungsdichte aufweisen, liegt zwischen 6 und 7,2. Allerdings ist dies auch der pH-Bereich,
der fir medizinische Anwendung eine wichtige Rolle spielt.

Ahnlich gute Ergebnisse liefern die Multischichtsysteme bestehend aus PAH und
PSSa-co-MA. Allerdings ist zum Einen die GroRenverteilung breiter als bei den
(PAH / PAA)-beschichteten MnZn-MNP und zum Anderen ist die Anderung des
Zetapotentials mit jeder neuen Schicht nur gering. Dies lasst darauf schliel3en, dass neben
elektrostatischen Wechselwirkungen noch sterische Effekte hinzukommen. Des Weiteren
bieten (PAH/PAA)-Schichtsysteme auf Grund des vorhandenen Abbaus im sauren
pH-Bereich einen weiteren Vorteil fur die Anwendung als Drug-Delivery System. Demzufolge
wird auf (PAH / PSSa-co-MA)-Systeme nicht ndher eingegangen.

Ebenfalls wird PEI als Polykation zum Aufbau von multifunktionalen Schichten naher

untersucht. Dieser Polyelektrolyt bietet auf Grund des Protonenschwamm-Effekts einen
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zusatzlichen Vorteil, der sich vor allem fir eine gezielte Wirkstofffreisetzung ausnutzen
lassen kann.

Zunachst werden Multischichtsysteme, bestehend aus PEI und PSSa-co-MA, eingehender
charakterisiert. Hier zeigt sich bereits durch die dynamische Lichtstreuung der Einfluss der
verzweigten Struktur von PEI. Bei Bildung der ersten Schicht steigt der Durchmesser um das
Dreifache an als im Vergleich zu den unbeschichteten MnZn-MNP an. Durch die Struktur des
PEIs kann es zu einem verstarkten Aggregationsgrad kommen. Dies wird mit Hilfe von
TEM-Aufnahmen nachgewiesen. Jedoch andert sich der Durchmesser mit jeder neu
hinzukommenden Schicht nur noch geringfligig, was auf keine weitere Anderung des
Aggregationsgrads schlielen lasst. Auch die Werte der Polydispersitat liegen in einem guten
Bereich. Der erfolgreiche Aufbau einer Multischichtstruktur wird Schicht flr Schicht sowonhl
mit FT-IR-Spektroskopie als auch mit Zetapotential-Messung nachgewiesen. Trotz des
vergrofRerten hydrodynamischen Durchmessers und des Aggregationsgrads weisen diese
Partikel eine gute Stabilitat auf, wodurch sie flir Drug-Delivery Systeme in Betracht gezogen
werden kdnnen.

Ferner werden ebenfalls auf PEI und PAA basierende Schichtsysteme untersucht. In diesem
Zusammenhang ist es nicht mdglich, eine stabile Partikelsuspension herzustellen. Obwohl
die Konzentration des eingesetzten Polyelektrolytens verringert wird, agglomerierten die
Partikel nach der 4. aufgebrachten Schicht so stark, dass nur noch eine zah-viskose
schwarze Masse ubrig blieb. Der Grund dafur kann einerseits in der verzweigten Struktur des
PEIs liegen und andererseits in der GroRe der magnetischen Nanopartikel. Dieses
Zusammenspiel und die Tatsache, dass es sich bei PAA um einen schwachen
Polyelektrolyten handelt, machen es zum jetzigen Zeitpunkt nicht maoglich stabile
Partikelsuspension mit mehr als 4 Schichten herzustellen.

Nachdem Multischichtsysteme, welche aus PAH und PAA aufgebaut sind, sich als
geeignetste von den untersuchten Schichtsystemen herauskristallisierten, werden die
Kern / Schale-Partikel mit dem Wirkstoff Doxorubicin modifiziert. Auf Grund der funktionellen
Gruppen der verwendeten Polyelektrolyten besteht so die Moglichkeit, den Wirkstoff tber
verschiedene Bindungen an die Polymere zu bringen. AuRerdem koénnen durch die
verschiedenen funktionellen Gruppen ebenfalls andere Biomolekile oder Wirkstoffe
angebunden werden.

Untersucht wird die Anbindung von Doxorubicin an jede einzelne Schicht, um so eine
Aussage Uber das Verhalten und die Stabilitdt der Partikelsuspensionen treffen zu kénnen.
Diese  Versuche liefern einen  wichtigen  Anhaltspunkt fir die spateren
Verkapselungsversuche. Als  Charakterisierungsmethoden  kommen  dynamische
Lichtstreuung, Zetapotential-Messungen, TEM, FT-IR-, UV/Vis- und Fluoreszenz-

Spektroskopie zum Einsatz. Alle verwendeten Methoden zeigen die erfolgreiche Anbindung
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des Doxorubicins an die verschiedenen Schichten. So kann mit Hilfe der
FT-IR-Spektroskopie die Anbindung zwischen Doxorubicin und PAH bzw. PAA anhand der
signifikanten Schwingungen bestatigt werden. UV /Vis- sowie Fluoreszenz-Aufnahmen
zeigen die charakteristischen Absorptionsmaxima von gebundenem Doxorubicin. Eine
Besonderheit ist bei den Ergebnissen der DLS-Messung zu verzeichnen. Der Durchmesser
der Partikel, deren aulerste Schicht aus PAA besteht, vergroRerte sich nach der
Funktionalisierung mit Doxorubicin. Hingegen verkleinert sich der Durchmesser bei
Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP, deren aulerste Schicht PAH bildet. Eine Ursache
kann die Anderung des pH-Werts sein und die erhdhte Ladungsdichte, die bedingt durch PEI
und Doxorubicin entsteht. Diese beiden Gegebenheiten sorgen dafir, dass die Schichtdicke
dinner wird. So weisen die Partikel mit PAH als aulierster Schicht einen héheren pH-Wert
auf als Partikel, die mit PAA beschichtet sind. AuRerdem vermindert die Funktionalisierung
mit dem Wirkstoff die Stabilitat der Partikelsuspension nicht. Diese Aussage kann auf Grund
der aufgenommen UV /Vis-Zyklen-Messung getroffen werden. Die Bestimmung des
isoelektrischen Punkts ergibt fur alle funktionalisierten Schichten, ausgenommen der Ersten,
einen Wert, der unter dem physiologischen pH-Wert des Blutes liegt. Des Weiteren wird
gezeigt, dass Doxorubicin nur an die auferste Schicht gebunden vorliegt. Wirde
Doxorubicin zusatzlich an andere Schichten binden, so missen sich die ermittelten
Konzentrationswerte stark voneinander unterscheiden. Dies ist nicht der Fall. Somit sind
diese funktionalisierten Systeme fur weitere Verkapselungsversuche sowie fur die
Anwendung als Drug-Delivery System sehr gut geeignet.

Auf  Grund des  strukturellen Begleiteffekts von PElI  werden  ebenfalls
(PEI' / PSSa-co-MA)-Multischichtsysteme untersucht. Dazu wird die 4. und die 5. Schicht mit
dem Wirkstoff modifiziert und anschlieRend charakterisiert. Die Schichtanzahl wird deshalb
gewahlt, um so einen Einblick in die Stabilitat der Partikelsuspensionen zu erhalten. Je mehr
Schichten umso hdher ist die Méglichkeit, dass die Stabilitat der Suspension verringert wird.
Des Weiteren ermoglichen PEI und PSSa-co-MA, dass der Wirkstoff auf zwei verschiedene
Wege an die Partikel gebunden werden kann. Auch hier werden die erfolgreiche
Funktionalisierung sowie die Stabilitat der Partikelsuspension nachgewiesen.

Um eine genaue Aussage uUber das Verhalten dieser Drug-Delivery Systeme machen zu
kénnen, muissen verschiedene biologische Zellversuche folgen. Nur so ist es mdglich,

herauszufinden, welches dieser Schichtsysteme das grofte Potential aufweist.
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7. FLUORESZENZ-MARKIERTE NANOPARTIKEL
ALS MULTIFUNKTIONALE NANOCARRIERS

71 UBERSICHT DER VERSCHIEDENEN BESCHICHTUNGSMOGLICHKEITEN
VON NANOPARTIKEL

Zur Detektion bestimmter Proteine, aufgenommener Wirkstoffe sowie deren Aufnahmeweg
oder zur Lokalisierung von diverser, intrazelluldr ablaufender Prozessen hat sich die
Fluoreszenz-Mikroskopie als eine der aufschlussreichsten Charakterisierungsmethoden
herauskristallisiert. Die Fluoreszenzmarkierung kann durch fluoreszierende Proteine oder
markierte Antikorper erreicht werden. Es kdnnen aber auch Fluoreszenzfarbstoffe wie
Fluorescein-5-IsoThioCyanat (FITC) oder 4’,6-DiAmidin-2’-Phenylindol (DAPI) genutzt
werden. Alle Fluorophore missen bestimmte Anforderungen erfiillen. So dirfen sie zum
Beispiel die physiko-chemischen Eigenschaften des Tragersystems nicht beeinflussen und
sollten kovalent an das Tragersystem gebunden sein. Wenn der Fluoreszenzfarbstoff nicht
kovalent an das System gebunden ist, besteht die Mdglichkeit, dass der Farbstoff bereits vor
der Aufnahme in die Zelle freigesetzt wird.
Viele Wirkstoffe zeigen keine eigene Fluoreszenz, wodurch eine Analyse der Aufnahme oder
des Aufnahmewegs in die Zellen schwierig ist. Durch die zusatzliche Anbindung eines
Markers an diese Wirkstoff-beladenen Tragersysteme kann dies umgangen werden. Eine
Alternative ist die Bindung von zwei verschiedenen Fluoreszenzmarkern an das gleiche
Tragersystem, wie z. B. FITC und Doxorubicin. Diese bieten die Moglichkeit einer genauen
Lokalisierung der Wirkstoff-beladenen Systeme in den Zellen. Die zu analysierenden Zellen
missen so die Fluoreszenz von Doxorubicin sowie die des FITCs aufweisen. Im Falle des
Doxorubicins weist der Zellkern, nach der Interkalation, eine rote Fluoreszenz auf,
wohingegen aulRerhalb des Zellkerns die grine Fluoreszenz des FITCs zu sehen sein muss.
So kann eine genaue Aussage getroffen werden, ob Wirkstoff-funktionalisierte Systeme in
die Zelle aufgenommen werden oder nur der Wirkstoff.
Bei den in der Arbeit verwendeten Fluoreszenzmarkern handelt es sich zum Einen um FITC,
dessen Extinktionsmaximum bei 492 nm liegt und das Emissionsmaximum bei 518 nm, und
zum Anderen um DAPI. Die charakteristischen Maxima fur DAPI liegen fur die Extinktion bei
350 nm und fur die Emission bei 461 nm. Beide Marker kommen vor allem in biologischen
Untersuchungen oft zum Einsatz. Weiterhin besteht die Moglichkeit, durch die Verwendung
dieser Fluoreszenzfarbstoffe ein groReres Einsatzgebiet abzudecken. Als Tragersystem
werden Mng sZn, .Fe,O, Nanopartikel verwendet.
Auf Grund der vielen Modifizierungsmaoglichkeiten der Nanopartikeloberflache kénnen auch
diverse Bisphosphonate sowie synthetische Aminosauren zur Beschichtung verwendet
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werden. Eingesetzt werden bei den Bisphosphonaten Alendronsaure und
1,1-Diphosphono-2,3-Dicarbonsdure (DPDC) (siehe Abbildung 2.3) und bei den
synthetischen Aminosauren 6-Aminohexansaure. Im Gegensatz zu Dextranen mussen diese
Stoffe zuvor nicht modifiziert werden und weisen eine bessere thermische Bestandigkeit auf.
Bedingt durch die vorhandenen funktionellen Gruppen ist die Anbindung unterschiedlichster
Verbindungen wie z. B. Wirkstoffe, Polymere, Biomolekule, Fluoreszenzmarker realisierbar.

Ein weiterer Vorteil ist deren Biokompatibilitat.

7.1.1 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG VON ALENDRONSAURE- ODER
1,1-DIPHOSPHONO-2,3-DICARBONSAURE-BESCHICHTETEN
NANOPARTIKELN

Auf Grund der thermischen Bestandigkeit erfolgt die Oberfachenmodifizierung der Partikel
mit Bisphosphonaten unmittelbar nach dem Fallungsprozess, d.h. ohne vorherige
Stabilisierung mit Citrat-lonen. Dadurch erfolgt die Bindung an die Partikel Uber die
vorhandenen Phosphorsaure-Gruppen. Die funktionelle Gruppe, an die der
Fluoreszenzmarker oder der Wirkstoff gebunden werden kann, ist im Falle der
Alendronsaure die primare Amino-Gruppe und bei DPDC die Carboxyl-Gruppen.

Beide beschichteten Partikeldispersionen weisen einen pH-Wert auf, der fir medizinische
Anwendungen erforderlich ist. Des Weiteren zeigen beide beschichteten Partikel ein
negatives Zetapotential. Tabelle 7.1 fasst pH-Werte, Konzentrationen und ermittelte

Zetapotentiale zusammen.

Tabelle 7.1: Zusammenfassung der pH-Wert-Bestimmung, der Konzentration sowie des

Zetapotentials der beiden Bisphosphonat-beschichteten Partikel.

funktionalisierte pH-Wert Konz_entratl_on
. . . der Dispersion
Nanopartikel der Dispersion -
[mg-mL"]
Alendronsaure-beschichtete MnZn-Ferrite 7,23-7,68 32
DPDC-beschichtete MnZn-Ferrite 7,12 33

Zur GroRenbestimmung der beschichteten MnZn-MNP werden Roéntgendiffraktometrie und
dynamische Lichtstreuung genutzt. Die Bestimmung der Kristallitgrofde erfolgt durch
Auswertung der XRD-Reflexe unter Anwendung der Scherrer-Theorie. In Abbildung 7.1 und
Abbildung 7.2 sind typische Diffraktogramme von beschichteten MnZn-Ferriten dargestellt.
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Zur ldentifizierung werden die gemessenen Diffraktogramme der Probe mit den
charakteristischen Reflexen von MngsZng.Fe,O, aus der Kristalldatenbank (Jacobsite
zincian, PDF 74-2402) verglichen. In den Diffraktogrammen sind die Reflexe der
Kristalldatenbank als blaue Linien gekennzeichnet. Die Bestimmung des volumengemittelten
Kristallitdurchmessers erfolgt mittels des Scherrer-Verfahrens durch Heranziehen der
signalintensivsten Reflexe (220), (311), (400), (422), (511), (440). Vorher werden die
Diffraktogramme mit Hilfe einer Basislinienkorrektur angepasst. Unter Verwendung einer
Lorentz-Anpassung (vgl. Gleichung 4-1) wird die FWHM der Reflexe bestimmt. Die
Abbildung 7.1 zeigt XRD-Messungen von Alendronsdure-beschichteten Partikeln. Die
beschichteten Nanopartikel liegen nanokristallin vor und das Vorhandensein von
Fremdphasen kann ausgeschlossen werden. Die Kristallitgrélte der Nanopartikel liegt bei

13,5nm =+ 1,3 nm.

15000

Alendronsaure-beschichtete MnZn-Ferrite
—— JCPDF 74-2402
Lorentz-Anpassung fiir jeden
einzelnen Peak
—-—- Lorentz-Anpassung fir das
gesamte Diffraktogramm

12500
10000

7500 i

counts

P ———————

5000 - {

2500 i \

= p————

0 -
10 20 30 40 50 60 70 80 90

2Theta [°]

Abbildung 7.1: Darstellung eines typischen Diffraktogramms von Alendronsaure-beschichteten
Partikeln mit den charakteristischen Reflexen. Die Lorentz-Anpassung ist griin bzw. rot markiert und

die Reflexe aus der Datenbank blau.

Tabelle 7.2: Zusammenfassung der Scherrer-Kalkulation fir die signalintensivsten Reflexe von

Alendronsaure-beschichteten Partikeln.

hkl 220 311 400 422 511 440
20 [°] 29,904 35,241 42,853 53,026 56,586 |62,155
FWHM [°] 0,723 1,614 0,705 1,551 0,779 1,066
Lo [nm] 12,8 59 13,0 6,4 12,9 9,7
Do [nm] 17,1 7,9 17,3 8,5 17,2 12,9
@ Dyo [nm]| 13,5+1,3
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Hingegen prasentiert Abbildung 7.2 die charakteristischen Reflexe von MnZn-MNP, welches
mit DPDC beschichtet wird. Anhand der aufgenommenen Diffraktogramme wird deutlich,
dass die Reflexe der beschichteten Partikel vollstdndig mit denen der Datenbank
Ubereinstimmen und kristallin vorliegen. Das Vorhanden sein von Fremdphasen kann
ebenfalls ausgeschlossen werden. Die volumengemittelte Kristallitgrél3e dieser Nanopartikel
belauft sich auf 176 nm + 1,1nm. Die entsprechende Scherrer-Kalkulation ist

zusammenfassend in Tabelle 7.3 dargestellt.

15000

—— DPDC-beschichtete MnZn-Ferrite

—— JCPDF 74-2402

12500 - Lorentz-Anpassung flr jeden
einzelnen Peak

—-—- Lorentz-Anpassung fir das

10000 - gesamte Diffraktogramm
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7500 +

5000 I

2500+ l

4 ! 1 ‘-
04 MMM
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Abbildung 7.2: Darstellung einer XRD-Messung von DPDC-beschichteten Partikeln mit den typischen
Reflexen. Die Lorentz-Anpassung ist ebenfalls griin bzw. rot markiert und die Reflexe aus der

Datenbank blau.

Tabelle 7.3: Zusammenfassung der Scherrer-Kalkulation die signalintensivsten Reflexe der
DPDC-beschichteten Partikel.

hkl 220 311 400 422 511 440
20 [°] 29,962 35,310 42,967 53,224 56,754 |62,326
FWHM [°] 0,589 0,636 0,989 0,672 0,710 0,987
Lo [nm] 15,5 14,6 9,6 14,7 14,1 10,5
Do [nm] 20,7 19,5 12,8 19,6 18,8 14,0
@ Dy [nm]| 176+1,3

Die Messung des hydrodynamischen Durchmessers erfolgt mit Hilfe der dynamischen
Lichtstreuung (DLS). Die Ergebnisse der GroRenverteilungskurven von

Bisphosphonat-beschichteten Nanopartikeln sind in Abbildung 7.3 wiedergegeben.
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Abbildung 7.3: Darstellung einer GroRenverteilungskurven von beschichteten Partikeln. Die
DPDC-beschichteten Partikel (Dxyaro = 166 nm) haben einen gréferen hydrodynamischen

Durchmesser als die mit Alendronséure beschichteten Partikel (Dpyq0 = 119 nm).

Die mit Alendronsaure beschichteten Partikel sind mit einem Durchmesser von 119 nm
kleiner als die mit DPDC-beschichteten MnZn-Ferriten, deren hydrodynamische
Durchmesser bei 166 nm liegt. Dieser Unterschied kann auf eine groRere Solvathille der
DPDC-beschichteten Partikeln zurtickzufiihren sein. Diese Solvathille kommt auf Grund der
Wechselwirkung der beiden Carboxyl-Gruppen mit dem Medium (Wasser) zustande. Die
Carboxyl-Gruppen von DPDC liegen deprotoniert vor (siehe FT-IR-Spektrum in
Abbildung 7.7) und nehmen deshalb den maximalen Abstand zu einander ein. Durch diesen
maximalen Abstand nimmt die Solvathille zu und damit auch der hydrodynamische
Durchmesser. Bei den Alendronsaure-beschichteten MnZn-Nanopartikeln findet hingegen
nur eine Wechselwirkung zwischen den freien primadren Amino-Gruppen und den
Hydroxyl-lonen statt.

Des Weiteren ist die Kristallitgrole der Alendronsaure-beschichteten Partikeln geringer,
welches ebenfalls einen Einfluss auf den hydrodynamischen Durchmesser ausibt. Eine
andere denkbare Erklarung fir den grofleren Durchmesser ist, dass nicht nur die
Phosphonat-Gruppen an die Partikel adsorbieren, sondern auch ein Teil der Carboxyl-
Gruppen. Dadurch stehen Aggregate, die einen groReren hydrodynamischen Durchmesser
aufweisen.

Beide Partikelsuspensionen weisen eine relativ enge Grolenverteilung und einen geringen
Aggregationsgrad auf. Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist in Tabelle 7.4

dargestellt.
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Tabelle 7.4: Zusammenfassung der Ergebnisse der GroéRenverteilungsberechnung fir die beiden

Bisphosphonat-beschichteten Partikel.

funktionalisierte Dhpydro [nm]
Nanopartikel * Standardfehler T ARG Gy
Alendronsaure-beschichtete MnZn-Ferrite 118,82 £ 0,77 1,62 £ 0,01
DPDC-beschichtete MnZn-Ferrite 166,16 + 0,65 1,40 £ 0,01

Ein EDX-Spektrum der mit Alendronsaure beschichteten Partikel kann in Abbildung 7.4
eingesehen werden und ein Spektrum von DPDC-beschichteten Partikeln befindet sich in

Abbildung 7.5. In beiden Spektren sind die charakteristischen Linien der Elemente Eisen,

Mangan, Phosphor und Zink nachzuweisen.

Skalierung =446 k Impulzse

ke¥

Abbildung 7.4: EDX-Analyse von Alendronsaure-beschichteten Partikeln zeigt die signifikanten

Signale der Elemente Eisen, Mangan, Phosphor und Zink.

Abbildung 7.5: EDX-Analyse von DPDC-beschichteten Partikeln mit den charakteristischen

Signalen der Elemente Eisen, Mangan, Phosphor und Zink.
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Um die erfolgreiche Beschichtung der Partikel mit dem entsprechenden Bisphosphonat zu
analysieren, wird FT-IR-Spektroskopie zu Hilfe genommen. Allerdings gestaltet sich die
Charakterisierung der Bisphosphonate etwas schwieriger als die der Dextran-Derivate, da
auf Grund der geringen Anzahl der funktionellen Gruppen auch eine geringere Anzahl an
Signalen zu erwarten ist. Abbildung 7.6 zeigt ein FT-IR-Spektrum von

Alendronsaure-beschichteten Partikeln.
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Abbildung 7.6: Darstellung eines FT-IR-Spektrums mit den charakteristischen Absorptionsbanden
von Alendronsaure-beschichteten Partikeln. Im Vergleich ist ein FT-IR-Spektrum der reinen

Alendronsaure aufgefihrt.

Die signifikanten Absorptionsbanden von Alendronsaure-beschichteten Partikeln liegen bei
1633 cm™, 1526 cm™, 1100 cm™, 1034 cm™ und 987 cm™". Die Bande bei 1633 cm™ kann der
P=0O  Valenzschwingung der Phosphonat-Gruppe  zugeordnet  werden. Die
N-H Deformationsschwingung der primaren Amino-Gruppe liegt bei einer Wellenzahl von
1526 cm™. Diese ist auf Grund der Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen der
Amino-Gruppe und Wasser zu hdheren Frequenzen verschoben. Die C-N Valenzschwingung
hat eine Absorptionsbande bei 1100 cm™.

Die Bindung der Phosphonat-Gruppe an die Partikel fiihrt zur Bildung einer Fe-O-P Bindung,
diese weist eine Absorptionsbande bei 1034 cm™ auf.'” Ebenfalls bei dieser Wellenzahl
liegt die P-O Valenzschwingung. Die Bande bei 987 cm™ kann der P-C-P Valenzschwingung
zugeordnet werden. Durch das Vorhanden sein dieser Absorptionsbanden kann von einer
erfolgreichen Beschichtung der Partikel mittels Alendronsdure ausgegangen werden. In
Abbildung 7.7 ist ein reprasentatives FT-IR-Spektrum von DPDC-beschichteten Partikeln
aufgezeigt. Die wichtigsten Signale der DPDC-beschichteten Partikel liegen bei 1560 cm™,

1391 cm™, 1061 cm™, 1000 cm™ and 846 cm™. So hat die asymmetrische Valenzschwingung
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der COO-Gruppe eine Absorptionsbande bei 1560 cm™. Der Peak bei 1391 cm™ ist eine
Kombination aus C-O Valenzschwingung und der O-H Deformationsschwingung. Die Fe-O-P
Schwingung erscheint bei der Wellenzahl 1061 cm™ und fallt mit der P-O Valenzschwingung
zusammen. Die Bande bei 1000 cm™ kann der P-C-P Valenzschwingung zugeordnet werden
und das Signal bei 846 cm™ der P-C Valenzschwingung. Somit kann von einer erfolgreichen
DPDC-Bindung an die Partikel ausgegangen werden.
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Abbildung 7.7: Darstellung eines FT-IR-Spektrums mit den kennzeichnenden Absorptionsbanden von

DPDC-beschichteten Partikeln im Vergleich zu einem FT-IR-Spektrum von nativer DPDC.

Zur Charakterisierung der Morphologie werden TEM-Aufnahmen angefertigt. Diese
Aufnahmen sind in Abbildung 7.8 und in Abbildung 7.9 visualisiert. Dabei zeigt Abbildung 7.8
TEM-Aufnahmen der mit Alendronsdure beschichteten Partikel. Diese liegen kristallin vor
und zeigen eine enge Grolenverteilung.

Abbildung 7.8: TEM-Aufnahmen von Alendronsaure-beschichteten Partikeln. Die Partikel zeigen
einen geringen Aggregationsgrad und eine enge GréRenverteilung.
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Abbildung 7.9 reprasentiert TEM-Aufnahmen von DPDC-beschichteten MnZn-Ferriten. Diese
Partikel zeigen einen etwas héheren Aggregationsgrad als die Alendronsaure-beschichteten

Partikel. Nichtsdestotrotz weisen die Partikel eine gute Kristallinitat auf.

20 nm

Abbildung 7.9: TEM-Aufnahmen von DPDC-beschichteten Partikeln. Ein leicht erhdhter

Aggregationsgrad und gute Polydispersitat zeichnen die Partikel aus.

7.1.2 SYNTHESE UND CHARAKTERISIERUNG VON
6-AMINOHEXANSAURE-BESCHICHTETEN NANOPARTIKELN

Eine weitere Verbindung, deren Anwendung neben Alendronsaure und DPDC noch naher
untersucht wird, stellt 6-Aminohexansaure dar. Hierbei handelt es sich um eine synthetische
Aminosaure, die somit als biokompatibel eingestuft werden kann. Die Stabilisierung der
Partikel erfolgt direkt mit 6-Aminohexansaure unmittelbar nach der Synthese. Die funktionelle
Gruppe, welche an die Partikel bindet, sind die Carboxyl-Gruppen. Zur Bindung des
Wirkstoffs an die beschichteten Partikel steht dementsprechend die primare Amino-Gruppe
zur Verfugung. Zur Charakterisierung der 6-Aminohexansaure-beschichteten Partikel werden
die bereits etablierten und bewahrten Methoden XRD, DLS, EDX, FT-IR und TEM zu Hilfe
genommen.

Die Dispersionen weisen bei einem pH-Wert von 8,27 und einer Konzentration von
32 mg«mL'1 sowie ein Zetapotential von -25,3 mV + 4,8 mV auf.

Abbildung 7.10 zeigt ein Diffraktogramm von 6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln.

Wie anhand des Diffraktogramms zu erkennen ist, stimmen die Reflexe der beschichteten
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MnZn-Ferrite mit denen der Kiristalldatenbank Uberein. Das Vorhandensein von
Fremdphasen kann ausgeschlossen werden und dartber hinaus liegen die Nanopartikel
kristallin vor. Zur Berechnung der KristallitgroRe mittels der Scherrer-Theorie werden die
signalintensivsten Reflexe (220), (311), (400), (422), (511) und (440) herangezogen.
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175004 MnZn-Ferrite
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Abbildung 7.10: Darstellung eines basislinienkorrigierten Diffraktogramms von
6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln mit den typischen Reflexen. Der Lorentz-Anpassung ist
grin (jeder einzelne Peak) bzw. rot (gesamte Diffraktogramm) aufgetragen und die Referenzreflexe

der Datenbank sind als blaue Linien dargestellt.

Die entsprechend ermittelten GréRen sind in Tabelle 7.5 zusammengefasst. Fur die
6-Aminohexansaure-beschichteten  Partikel ergibt sich eine KristallitgroRe von

durchschnittlich 16,2 nm + 1,2 nm.

Tabelle 7.5: Zusammenfassung der volumengemittelten KristallitgroRe (D,,) sowie der

Scherrer-Kalkulation fiir die signalintensivsten Reflexe der 6-Aminohexansaure-beschichteten Partikel.

hkl 220 311 400 422 511 440

20[°] 29,898 | 35216 | 42,781 | 53,044 | 56,563 (62,114

FWHMT?1| 0,683 | 0,591 1,293 | 0,863 | 0,755 | 0,863
Ly [nm] | 134 15,7 73 11,4 133 | 11,9

Do [nm] 17,9 20,9 9,7 15,2 17,7 15,9

@ Do [nm]|16,2 + 1,2
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Eine Grélkenverteilungskurve der beschichteten Partikel, die in Abbildung 7.11 graphisch
dargestellt ist, wird mittels DLS bestimmt. Die beschichteten MnZn-Ferrite weisen einen
hydrodynamischen Durchmesser von 116 nm und eine Polydispersitat von 1,60 auf und
zeigen nahezu den identischen Durchmesser wie die mit Alendronsdure beschichteten
Partikel.
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Abbildung 7.11: Darstellung einer GréRenverteilungskurve von 6-Aminohexansaure-beschichteten
Partikeln. Der hydrodynamische Durchmesser betragt 116 nm und

der Polydispersitatswert liegt bei 1,60.

Die Elementaranalyse von 6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln mittels EDX bestatigt
durch die charakteristischen Linien das Vorhandensein von Eisen, Mangan und Zink. (siehe
dazu Abbildung 7.12).

Skalierung = 3.15 k Impulse
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Abbildung 7.12: EDX-Analyse von 6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln mit den
charakteristischen Signalen der Elemente Eisen, Mangan und Zink.
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Die Uberpriifung, ob die 6-Aminohexanséure an die Nanopartikeloberflaiche adsorbiert, wird
durch FT-IR-Spektroskopie vorgenommen. Ein dazugehoériges Spektrum von beschichteten
Partikeln ist in Abbildung 7.13 veranschaulicht. Die signifikanten Absorptionsbanden liegen
bei den Wellenzahlen 3360 cm™, 2945 cm™, 1625 cm™, 1560 cm™, 1410 cm™, 1330 cm™,
1060 cm™ und 900 cm™".
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Abbildung 7.13: Darstellung eines FT-IR-Spektrums mit den kennzeichnenden Signalen von
6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln im Vergleich zu einem FT-IR-Spektrum

von reiner 6-Aminohexanséaure.

Die breite Absorptionsbande bei 3360 cm™ ist eine Kombination aus der O-H und N-H
Valenzschwingung, wohingegen die C-H Valenzschwingung ein schwaches Signal bei
2945 cm™ hat. Die Bande der deprotonierten Carboxyl-Gruppe erscheint bei 1625 cm™ sowie
bei 1411 cm™. Das erste Signal kommt auf Grund der asymmetrischen Valenzschwingung
zustande und ist von der Intensitdt her starker als das zweite Signal, welches
der symmetrischen Valenzschwingung zugeordnet werden kann. Die
N-H Deformationsschwingung der primaren Amino-Gruppe liegt bei 1560 cm™ und die
C-N Valenzschwingung dieser Gruppe kann der Bande bei 1060 cm™” zugeordnet werden.
Beide Signale bei 1330 cm™ und 900 cm™ sind Banden, die auf Grund von Kombination aus
C-H, C-O und N-H Schwingungen zustande kommen. Durch das Vorhandensein der
charakteristischen Schwingungen kann von einer gelungenen Beschichtung der Partikel mit
6-Aminohexansaure ausgegangen werden.

Die Morphologie der mit 6-Aminohexansaure beschichteten Partikel wird anhand von
TEM-Aufnahmen charakterisiert (vgl. Abbildung 7.14). Die beschichteten Partikel sind relativ
monodispers, neigen aber leicht zur Agglomeration.
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Abbildung 7.14: TEM-Aufnahmen von Partikeln, die mit 6-Aminohexansaure beschichtet sind. Der

Aggregationsgrad ist leicht erhdht, dafur weisen diese Partikel eine relativ enge GréRenverteilung auf.

7.1.3 KAPITELZUSAMMENFASSUNG

Die im Rahmen dieses Kapitels dargestellten Synthesen zur Beschichtung von Nanopartikeln
zeichnen sich ausnahmslos durch sehr gute Reproduzierbarkeit aus. Zur
Grolenbestimmung von beschichteten Nanopartikeln werden drei verschiedene Verfahren
eingesetzt. Diese Verfahren sind Rdntgendiffraktometrie (XRD), dynamische Lichtstreuung
(DLS) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

Die Bestimmung der KristallitgroRe der beschichteten Nanopartikel erfolgt mit XRD. Diese
Messungen zeigen, dass die XRD-Reflexe der beschichteten Partikel mit den Reflexen aus
der Literatur Ubereinstimmten. Die mit DPDC- bzw. mit 6-Aminohexansdure beschichteten
Partikel liegen mit 17,6 nm bzw. 16,2 nm etwa im gleichen GroéRenbereich, die mit
Alendronsdure beschichteten Partikel haben eine KristallitgroRe von 13,5 nm. Diese
GroRendifferenz kann aus der Fallungsmethode resultieren.

Im Anschluss an die XRD-Messungen wird mit Hilfe der DLS der hydrodynamische
Durchmesser der beschichteten Partikel bestimmt. Die mit DPDC-beschichteten
MnZn-Ferrite zeigen einen grolReren hydrodynamischen Durchmesser, als die mit
Alendronsdure oder 6-Aminohexansaure beschichteten Partikel. Bei letzteren liegt der
Durchmesser um die 117 nm, wohingegen der Durchmesser der DPDC-beschichteten
Partikeln 166 nm betragt. Eine mdgliche Ursache daflr kann in den vorhandenen Carboxyl-
Gruppen von DPDC liegen. Diese gehen mit dem Suspensionsmedium Wasser eine starkere

Wechselwirkung ein, wodurch eine grofiere Solvathille gebildet wird, als das es bei den
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primaren Amino-Gruppen der Fall ist. Eine andere denkbare Erklarung ist, dass nicht nur die
Phosphonat-Gruppen an die Partikel adsorbieren, sondern auch ein Teil der
Carboxyl-Gruppen. Dies klart den erhdohten Aggregationsgrad, der in den TEM-Aufnahmen
zu erkennen ist.

Die angefertigten TEM-Aufnahmen der beschichteten Partikel visualisieren in allen Fallen
Partikel, die gut dispergiert vorliegen. Bei DPDC- sowie bei
6-Aminohexansaure-beschichteten MnZn-Ferriten kann ein leicht erhéhter Aggregationsgrad
festgestellt werden. Die mit Alendronsaure beschichteten Partikel zeigen hingegen eine
relativ enge GroRenverteilung.

Die Beschichtung der Partikel wird mittels FT-IR-Spektroskopie charakterisiert. Bei
Bisphosphonat- sowie bei 6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln wird auf Grund der
charakteristischen Absorptionbande eine erfolgreiche Beschichtung der Partikel
angenommen. Bei den Partikeln mit Bisphosphonat wird die Fe-O-P Bindung im Spektrum
nachgewiesen. Somit konnen die beschichteten Partikel mit den ausgewahlten

Fluoreszenzmarkern funktionalisiert werden.
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7.2 MODIFIZIERUNG BESCHICHTETER NANOPARTIKEL MITTELS

FLUORESZENZMARKERN

7.2.1 FUNKTIONALISIERUNG VON BESCHICHTETEN NANOPARTIKELN MIT FITC

In der Fluoreszenz-Mikroskopie ist FITC einer der am haufigsten eingesetzten
Fluoreszenzmarker. Diese Tatsache wird vor allem auf die Mdglichkeit zur Verwendung
eines Argon-lonen-Lasers (Agx =488 nm) als Anregungsquelle zurtckgeflhrt. Das
Extinktionsmaximum von FITC liegt bei 494 nm und das entsprechende Emissionsmaximum
bei 518 nm.

Weitere Vorteile von FITC sind die hohe Detektionsempfindlichkeit und die Fahigkeit, mit
primaren und sekundaren Aminen zu reagieren. Somit kommen Alendronsaure und
6-Aminohexansaure-beschichtete Partikel fur die Anbindung an FITC in Frage. Am Beispiel
von Alendronsdure-beschichteten Partikeln ist in Abbildung 7.15 die Reaktion mit FITC
schematisch dargestellt. Die analoge Reaktion lauft bei 6-Aminohexansaure-beschichteten
Partikeln ab.

Alendronsaure-beschichtete FITC-Alendronsaure-beschichtete
MnZn-Ferrite MnZn-Ferrite

Abbildung 7.15: Schematische Darstellung der Anbindung von FITC an beschichtete MnZn-Ferrite.
Veranschaulicht ist diese Reaktion am Beispiel der Alendronsaure-beschichteten Partikeln. Dabei

entstehen O-(fluoresceinylthiocarbamoyl)-Alendronsaure-beschichtete Partikel.

Der pH-Wert von FITC-Alendronsaure-funktionalisierten Partikeldispersionen liegt bei 7,40
und der der FITC-6-Aminohexansaure-funktionalisierten Partikeln bei 6,08. Somit liegen
beide pH-Werte in einem fur medizinische Anwendungen optimalen Bereich. In allen Fallen
wird eine Partikelkonzentration von 30 mg-mL™ verwendet.

Durch die Anbindung von FITC an beschichtete MnZn-Ferritpartikel kommt es zu einer
Anderung des hydrodynamischen Durchmessers. Diese Anderung beruht auf einer
Vergroferung der Solvathllle. Zur Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers der
funktionalisierten Partikel werden DLS-Messungen durchgefiihrt. In Tabelle 7.6 sind die
DLS-Ergebnisse zusammengefasst, die in Abbildung 7.16 dargestellt sind.
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Abbildung 7.16: Darstellung der Grofienverteilungskurven von FITC-markierten Nanopartikeln. Fir
beide funktionalisierten Partikel ist eine Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers nach der

Anbindung von FITC zu verzeichnen.

Wie aus den DLS-Ergebnissen (vgl. Tabelle 7.6) hervorgeht, nimmt der hydrodynamische
Durchmesser nach FITC-Markierung zu. So andert sich der Durchmesser von
Alendronsaure-beschichteten Partikeln von 119 nm auf 154 nm vor und nach der FITC
Markierung. Bei den 6-Aminohexansdure-beschichteten MnZn-Ferriten ist eine signifikante
Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers nach der Fluoreszenzmarkierung zu
beobachten. Hier steigt der Durchmesser von 117 nm flir rein beschichtete Partikel auf
171 nm fir FITC-markierte Partikel an. Beide Messkurven (siehe Abbildung 7.16) zeigen
eine relativ enge GroRenverteilung, der Wert fir die Polydispersitat liegt mit 1,50 in einem

sehr guten Bereich.

Tabelle 7.6: Vergleich der DLS-Messergebnisse von FITC-markierten Partikeln und von unmarkierten
Partikeln.

R s SOl o | o Stancartehior
Alendronséaure-beschichtete MnZn-Ferrite 118,82 £ 0,77 1,62 + 0,01
FITC-Alendronséaure-beschichtete MnZn-Ferrite 154,04 £ 0,81 1,47 £ 0,01
6-Aminohexansaure-beschichtete MnZn-Ferrite 116,53 £ 0,69 1,60 £ 0,01
FITC-6-Aminohexansaure-beschichtete MnZn-Ferrite 170,99 £ 1,58 1,52 + 0,01

Mit Hilfe der FT-IR-Spektroskopie wird die Anbindung FITC an die beschichteten Partikel
analysiert. Die dazugehdrigen Ergebnisse sind in Abbildung 7.17 und 7.18 graphisch
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visualisiert. Anhand dieser Ergebnisse kann in allen Fallen von einer erfolgreichen
Fluoreszenzmarkierung ausgegangen werden. Die in Abbildung 7.17 dargestellten Spektren
stammen von ausgewahlten Untersuchungen von FITC-Alendronsdure-funktionalisierten
MnZn-Ferriten. Durch Vergleich der Spektren von Alendronsdure-beschichteten Partikeln
und zusatzlich mit FITC-markierten ist eindeutig erkennbar, dass die Anbindung von FITC an
die Partikel erfolgreich verlaufen ist. Im Folgenden sollen die charakteristischen
Schwingungen, die von der entstandenen NH-CS-NH-Bindung resultieren, im Detail erldutert
werden. Die verbleibenden Schwingungen kénnen in Kapitel 9.4 des Anhangs nachgelesen
werden.

Die Absorptionsbanden bei 1630 cm™, 1590 cm™, 1485 cm™ und 1460 cm™ sind auf Grund
der C=C Valenzschwingung des aromatischen Systems von FITC zurickzufiihren. Die
N-H Valenzschwingung liegt bei 1530 cm™. Die asymmetrische sowie die symmetrische
N-C-N Valenzschwingung haben jeweils Absorptionsbanden bei 1315cm™ und bei
1205 cm™. Bei der Wellenzahl 2035 cm™ erscheint in der Regel die asymmetrische
N-C-S Valenzschwingung, allerdings kann bedingt durch die Breite des Peaks und die
einzelnen Waschschritten davon ausgegangen werden, dass es sich bei dieser Bande um
die Valenzschwingung der protonierten NH-CS-NH Bindung handelt. Protonierte sekundare
Amine haben eine Absorptionsbande zwischen 2200 cm™ und 1800 cm™. Die symmetrische

Valenzschwingung dieser Bindung ist bei 1390 cm™ vorzufinden.
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Abbildung 7.17: Darstellung eines FT-IR-Spektrums von Alendronsaure-beschichteten
MnZn-Ferriten, die mit FITC markiert sind. Die Fluoreszenzmarkierung der beschichteten Partikel kann
anhand der auftretenden Absorptionsbanden bestatigt werden. Zum Vergleich ist ebenfalls das

Spektrum von nativem FITC aufgetragen.
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Durch Vergleich der jeweiligen Spektren sowie durch die Anwesenheit der charakteristischen
Absorptionsbanden  kann von einer erfolgreichen Bindung von FITC an
Alendronsadure-beschichtete Partikel ausgegangen werden.

Abbildung 7.18 visualisiert die FT-IR-spektroskopischen Analyseergebnisse von
FITC-6-Aminohexansaure-funktionalisierten MnZn-Ferriten. Anhand der ausgewahlten
FT-IR-Spektren von 6-Aminohexansaure-beschichteten MnZn-Ferriten und von FITC kann
von einer erfolgreichen Anbindung ausgegangen werden. Das Spektrum der
6-Aminohexansaure-beschichteten Partikel unterscheidet sich eindeutig von dem der
FITC-funktionalisierten MnZn-Ferrite. Im FT-IR-Spektrum von FITC-6-Aminohexansaure-
beschichteten MnZn-Ferriten sind deutlich die signifikanten Banden des aromatischen
Systems von FITC wiederzufinden. Des Weiteren ist die Absorptionsbande, die durch die
Isothiocyanat-Gruppe  hervorgerufen  wird, ganzlich aus dem Spektrum der
FITC-funktionalisierten Partikel verschwunden. Die intensiven Signale bei 1653 cm™ und bei
1579 cm™ stellen Kombinationen aus diversen Schwingungen dar. So ist die
Absorptionsbande bei 1653 cm™ der asymmetrischen COO™ Valenzschwingung und der
C=C Valenzschwingung der Aromaten zuzuordnen. Die Bande bei 1579 cm™ basiert auf der

N-H Valenzschwingung und der C=C Schwingung des Aromatens.
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Abbildung 7.18: FT-IR-Spektrum von FITC-markierten Nanopartikeln, die mit
6-Aminohexansaure-beschichtet sind. Die erfolgreiche Markierung mittels FITC kann nachgewiesen

werden. Als Vergleich dienen die Spektren von 6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln und FITC.

In Abbildung 7.19 und Abbildung 7.20 sind UV / Vis-spektroskopischen Untersuchungen der
FITC-markierten Nanopartikel wiedergegeben. Auch hier wird die Stabilitat mittels
automatisch aufeinanderfolgender Messungen Uberprift. Die Zeit zwischen jeder Messung
betragt eine Stunde. Die in Abbildung 7.19 dargestellten Spektren zeigen
FITC-Alendronsaure-funktionalisierten Partikel mit dem signifikanten Extinktionsmaximum
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von FITC bei 493 nm. Die Zyklenmessungen beweisen, dass es sich um gut dispergierte und

stabile Partikelsuspensionen handelt.

1,2
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Abbildung 7.19: UV / Vis-Spektren von FITC-Alendronsaure-beschichteten MnZn-Ferriten zeigen die
Extinktion von FITC bei 493 nm (siehe Pfeil). Es handelt sich hierbei um 3 hintereinander folgende

Messungen. Die Zeitspanne zwischen jeder Messung betragt eine Stunde.

In  Abbildung 7.20 sind UV /Vis-Spekiren von 6-Aminohexansaure-beschichteten
Nanopartikeln, die mit FITC markiert sind, aufgezeigt. Das charakteristische
Extinktionsmaxium von FITC kann bei der Wellenlange 493 nm eindeutig nachgewiesen
werden. Allerdings ist eine leichte Verminderung der Stabilitat der Partikelsuspension zu
verzeichnen. Dies macht sich vor allem im Wellenlangenbereich von 200 nm bis 250 nm
bemerkbar. Hier weichen die nacheinander aufgenommenen Spektiren geringfligig
voneinander ab. Dieser Trend ist im restlichen Spektrum nicht zu verzeichnen und geht
wahrscheinlich auf das Sedimentieren vereinzelter Aggregate zurlick, die auch anhand von

TEM-Aufnahmen in Abbildung 7.26 nachgewiesen werden.
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Extinktion

Abbildung 7.20: UV / Vis-Spektren von FITC-6-Aminohexansaure-funktionalisierten
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MnZn-Nanopartikeln zeigen die Extinktion von FITC bei 493 nm (siehe Pfeil). Die Zeitspanne zwischen

jeder Messung betragt eine Stunde.

Auf Grund der zusatzlich auftretenden Absorption und Streuung der Partikel ist eine

eindeutige Bestimmung der Konzentration an FITC in der Suspension nicht méglich. Deshalb

wird die Konzentration an FITC in dem dazugehdrigen Dialysewasser bestimmt und von der

eingesetzten Konzentration abgezogen, um so Ruckschlusse auf die Konzentration an

gebundenem FITC in der Suspension zu erhalten. Ausgehend von einer Stammldésung der

Konzentration 2,57 umol-mL'1, werden verschiedene Verdinnungen angesetzt, die mittels
UV / Vis-Spektroskopie (siehe Abbildung 7.21) analysiert werden. Jede Messung wird

dreimal wiederholt. AnschlieRend wird der Mittelwert aus den drei Intensitaten bei 485 nm

gebildet und gegen die zugehdrige Konzentration aufgetragen (siehe Abbildung 7.22).

Extinktion

Abbildung 7.21: UV / Vis-Spektren angesetzten Verdiinnung von FITC im Bereich von

445 nm-500 nm. Mit steigender Konzentration nimmt auch die Intensitat bei 485 nm zu.
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Abbildung 7.22: Graphische Darstellung der Kalibiergerade, erhalten aus den

Intensitaten bei 485 nm.

Die berechnete Konzentration an FITC bei den FITC-Alendronsaure-beschichteten
MnZn-Ferriten belauft sich auf 1,83 umol-mL'1 und die der FITC-6-Aminohexansaure-
beschichteten Partikel auf 2,06 pmol-mL™".

Abbildung 7.23 zeigt entsprechende Fluoreszenzspektren der FITC-funktionalisierten
Partikel. In allen Spektren sind eindeutig die Extinktions- und Emissionsmaxima von FITC
wiederzufinden. Das Maximum der Extinktion liegt bei der Wellenzahl 493 nm und das

dazugehorige Emissionsmaximum bei 518 nm.
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Abbildung 7.23: Extinktions- und Emissions-Spektren von FITC-Alendronsaure-funktionalisierten
Partikeln und von FITC-6-Aminohexansaure-funktionalisierten Partikeln. In allen Spektren sind die

charakteristischen Maxima (Agx / Agm = 493 nm / 518 nm) von FITC wiederzufinden.
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Eine Aussage uber die Fluoreszenzmarkierung der beschichteten Partikel kann ebenfalls
durch die Zetapotential-Messungen getroffen werden. Hierzu erfolgt eine 5-fache
Bestimmung des Potentials mit anschlielender arithmetischer Mittlung. Auf Grund des
positiven Charakters von FITC und der Tatsache, dass durch die Bindung von FITC an die
Partikel ein Teil der Ladungen kompensiert wird, kommt es zur Anderung des Potentials.

So weisen zum Beispiel die Alendronsaure-beschichteten Partikel vor der Funktionalisierung
ein Zetapotential von -32,6 mV auf, nach der FITC Markierung liegt das Potential bei
-29,4 mV. Derselbe Effekt ist auch bei den FITC-6-Aminohexansaure-beschichteten Partikeln
zu sehen. Hier andert sich das Zetapotential von -25,3 mV auf -2,4 mV fir FITC-markierte
Partikel. Wie zu erkennen ist, &andert sich das Zetapotential bei den mit
6-Aminohexansaure beschichteten Partikeln am Starksten. Eine mogliche Erklarung hierfir
kann die Tatsache sein, dass mehr FITC an die Partikel gebunden ist. Dies wird auch durch

die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung und der DLS-Messungen unterstrichen.

Tabelle 7.7: Zusammenfassung der Zetapotential-Messungen und des isoelektrischen Punkts von

FITC-markierten Partikeln. Zum Vergleich sind die Zetapotentiale der rein beschichteten Partikel mit

dargestellt.
funktionalisierte Zetapotential £ | isoelektrischer Punkt
Nanopartikel [mV] [pH-Wert]
Alendronséaure-beschichtete MnZn-Ferrite -32,6£2,6 -
FITC-Alendronsaure-beschichtete MnZn-Ferrite -29,4+£0,7 4,25
6-Aminohexanséaure-beschichtete MnZn-Ferrite -25,3+4,8 -
FITC-6-Aminohexansaure-beschichtete MnZn-Ferrite -24+0,7 4,75

Die Bestimmung des isoelektrischen Punkts der FITC-funktionalisierten Partikel ist in
Abbildung 7.24 dargestellt. Der isoelektrische Punkt der FITC-Alendronsaure-beschichteten
MnZn-Ferrite liegt bei einem pH-Wert von 4,25 und der von
FITC-6-Aminohexansaure-funktionalisierten Partikeln bei 4,75. Somit weisen beide
fluoreszenzmarkierten Partikeldispersionen einen isoelektrischen Punkt auf, der unter dem

physiologischen pH-Wert des Blutes liegt.
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Abbildung 7.24: Bestimmung des isoelektrischen Punkts von FITC-markierten Partikeln. Beide

Punkte liegen unter dem pH-Wert, der fir medizinische Anwendungen erforderlich ist.

Mittels transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmen wird die Morphologie der
funktionalisierten Partikel eingehender charakterisiert. Die Ergebnisse dieser Aufnahmen
sind in Abbildung 7.25 und in Abbildung 7.26 visualisiert. Die in Abbildung 7.25 dargestellten
TEM-Aufnahmen zeigen FITC-Alendronsaure-funktionalisierte Partikel. Diese
funktionalisierten Partikel weisen eine relative monodisperse Grof3enverteilung mit einem
geringen Aggregationsgrad auf.

Abbildung 7.25: TEM-Aufnahmen von FITC-funktionalisierten Partikeln, die mit Alendronsaure

beschichtet sind. Die funktionalisierten Partikel liegen relativ monodispers vor.

Abbildung 7.26 zeigt FITC-funktionalisierte Partikel, die mit 6-Aminohexansaure beschichtet

sind. Anhand dieser Aufnahmen ist, im Vergleich zu den vorher gezeigten TEM-Aufnahmen
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in Abbildung 7.25, ein leicht erhdhter Aggregationsgrad festzustellen, der sich aber auch bei

den Ergebnissen der dynamischen Lichtstreuung abzeichnete.

Abbildung 7.26: TEM-Aufnahmen von FITC-6-Aminohexansaure-funktionalisierten Partikeln weisen

einen relativ enge Grolenverteilung auf, aber einen leicht erhdhten Aggregationsgrad.

Die anschlielfenden FCS-Messungen sind in Abbildung 7.27 graphisch dargestellt. Die

Diffusionszeit der mit FITC-Alendronsdure beschichteten Partikel betragt 436 us (GroRe
30,36 A) und der FITC-6-Aminohexansaure-funktionalisierten Partikel 414 us (GroéRe

28,82 A). Die Kontrolle von reinem FITC ergibt eine Diffusionszeit von 225 us (GroRe

15,66 A). Wie zu erkennen ist, weichen die Diffusionszeiten und die ermittelte GréRe nicht

signifikant von der Diffusionszeit von FITC ab. Eine detaillierte Beschreibung der

auftretenden Effekte ist in Kapiteln 4.3.3 und 6.2.3 wiedergegeben.
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Abbildung 7.27: FCS-Messergebnisse der FITC-funktionalisierten Partikel. Beide Fluoreszenz-

markierten Nanopartikel weisen ahnliche Diffusionszeiten auf.
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7.2.2 FUNKTIONALISIERUNG VON BESCHICHTETEN NANOPARTIKELN MIT DAPI

Der zweite Fluoreszenzmarker, der naher betrachtet  werden soll, ist
4' 6-diamidin-2-phenylindol (DAPI). In wassriger Lésung liegt das Extinktionsmaxium bei
350 nm und das Emissionsmaxium bei 458 nm. Hingegen andern sich die Maxima wenn
DAPI zum Beispiel an der DNA gebunden vorliegt. In diesem Fall liegt die maximale
Extinktion bei 358 nm und die maximale Emission bei 461 nm.I"® Ein Vorteil von DAPI ist die
Méglichkeit, gleichzeitig andere Fluoreszenzfarbstoffe an dasselbe Praparat zu binden, ohne
dabei eine Uberschneidung der Maxima zu erhalten.

Die funktionellen Gruppen, die die Anbindung von DAPI an beschichtete Partikel ermoglicht,
sind die primaren Amino-Gruppen. Dementsprechend eignen sich vor allem die
DPDC-beschichteten Partikel flr die Funktionalisierung mit DAPI. In Abbildung 7.28 ist die
Anbindungsreaktion von DAPI an DPDC-beschichtete MnZn-Ferrite in Gegenwart von EDC
und NHS schematisch wiedergegeben. Durch die Reaktion der primaren Amino-Gruppe mit
der Carboxyl-Gruppe von DPDC entsteht eine Saure-Amid-Bindung. Die Konzentration der
DAPI-markierten Partikeldispersionen liegt bei 27 mg-mL™ und der pH-Wert bei 6,37.

EDC; NHS O0OH
DPDC-beschichtete DAPI-DPDC-funktionalisierte
MnZn-Ferrite MnZ n-Ferrite

Abbildung 7.28: Schematische Darstellung der Reaktion von DAPI mit DPDC-beschichteten Partikeln
in Gegenwart der Kupplungsreagenzien EDC und NHS.

Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung sind in Abbildung 7.29 dargestellt. Dabei
belauft sich der hydrodynamische Durchmesser DAPI-markierter Partikel auf 145 nm bei
einer Polydispersitdt von 1,61. Durch Vergleich mit den DLS-Ergebnissen von
DPDC-beschichteten Partikeln (Dpyao=166 nm) fallt auf, dass der Durchmesser von
DAPI-markierten Partikeln gesunken ist. Eine Erklarung dafir ist die Zunahme der
Ladungsdichte, die auf Grund der Anbindung von DAPI an DPDC entsteht. Anhand des
FT-IR-Spektrums (siehe Abbildung 7.30) wird deutlicht, dass die Carboxyl-Gruppen
deprotoniert vorliegen. Dadurch erhdht sich die Ladungsdichte und die Gruppen nehmen den
maximalen Abstand ein. Durch diesen maximalen Abstand nimmt die GréRRe der Solvathille
zu und der hydrodynamische Durchmesser steigt. Bindet DAPI an diese Gruppen, andert

sich die Ladungsdichte und der maximale Abstand der freien Carboxyl-Gruppen. Demzufolge
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nimmt die GroRe der Solvathille ab und der hydrodynamische Durchmesser sinkt. Des
Weiteren liegen die primaren und sekundaren Amino-Gruppen von DAPI protoniert vor, d. h.
DAPI selbst weist eine hohe Ladungsdichte auf, wodurch die Ladungen der
Carboxyl-Gruppen kompensiert werden. Dies hat ebenfalls einen Einfluss auf die

Ladungsdichte und damit auf den Durchmesser der Partikel.

11
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Abbildung 7.29: Darstellung einer GréRenverteilungskurve von DAPI-markierten Partikeln. Der

hydrodynamische Durchmesser liegt bei 145 nm und die Polydispersitat bei 1,61.

Abbildung 7.30 fasst die Ergebnisse der FT-IR-spektroskopischen Analyse der
DAPI-markierten Partikel zusammen. Der Vergleich des Spektrums von DAPI-markierten
Partikeln mit dem von DPDC-beschichteten Partikeln zeigt die erfolgreiche Anbindung von
DAPI an DPDC. Die Absorptionsbanden bei 2635 cm™, 2470 cm™ und 2120 cm™ deuten auf
Valenzschwingungen hin, die durch protonierte primare und sekundare Amine sowie durch
protonierte Imine hervorgerufen werden. Auf Grund der Tatsache, dass sowohl primare und
sekundare Amino-Gruppen als auch Saure-Amid-Bindungen vorhanden sind, stellen manche
Banden eine Kombination der Schwingungen dieser Gruppen dar. So liegen die
asymmetrische und symmetrische N-H Deformationsschwingungen der primaren
Amino-Gruppe bei 1650 cm™ und 1550 cm™. Die N-H Deformationsschwingung hat nur ein
Signal, welches bei 1650 cm™ liegt. In diesem Bereich sind aber auch die
N-H Deformationsschwingung und die C-N Valenzschwingung der Saure-Amid-Bindung. Die
Schulter des intensiven Peaks bei 1650 cm™ resultiert aus der C=0 Valenzschwingung der
Saure-Amid-Bindung. Ebenfalls in dem Spektrum vertreten sind die Schwingungen der
Fe-O-P Bindung, die bei 1060 cm™ liegen und die der P-C Bindung bei 1000 cm™. Es kann
also von einer erfolgreichen Anbindung von DAPI an die Carboxyl-Gruppe von DPDC

ausgegangen werden. Auf Grund der Tatsache, dass die Fe-O-P Schwingung im Spektrum
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weiterhin nachgewiesen wird, kann die Adsorption von DPDC an Partikel angenommen

werden.
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Abbildung 7.30: FT-IR-Spektrum von DAPI-DPDC-funktionalisierten Partikeln. Aus dem Spektrum
geht die erfolgreiche Markierung mittels DAPI vor. Als Vergleich dienen die Spektren von
DPDC-beschichteten Partikeln und DAPI.

Bei denen in Abbildung 7.31 dargestellten Spektren handelt es sich um UV / Vis-Analysen
der DAPI-markierten Partikel. Das Extinktionsmaximum von gebundenem DAPI liegt bei
365 nm. Die Konzentration an DAPI wird anhand des Dialysewassers bestimmt und
anschlieRend von der eingesetzten Konzentration (2,855 umol-mL™) abgezogen. Hierbei
ergibt sich eine Konzentration an DAPI, welches an die DPDC-beschichteten Partikel

gebunden ist, von 2,070 pmol-mL"™".
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Abbildung 7.31: UV / Vis-Spektren von DAPI-markierten MnZn-Ferriten, die mit DPDC-beschichtet
sind, zeigen die Extinktion von DAPI bei 365 nm (siehe Pfeil).
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Die Stabilitat der Partikel wird mit Hilfe von drei automatisch aufeinander folgenden
Messungen untersucht. Es kann von einer optimal dispergierten und stabilen Suspension
ausgegangen werden, da die nacheinander aufgenommen Kurven nicht voneinander
abweichen.

Die Ergebnisse der fluoreszenzspektroskopischen Analyse von DAPI-markierten Partikeln
Abbildung 7.32
DAPI-funktionalisierten MnZn-Ferriten liegt bei 360 nm und ein Emissionsmaximum bei
458 nm.
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Abbildung 7.32: Extinktions- und Emissions-Spektrum von DAPI-DPDC-markierten MnZn-Ferriten.

Die Spektren weisen die charakteristischen Maxima ( gy / Agm = 360 nm / 458 nm) von DAPI auf.

Die Bestimmung des Zetapotentials von DAPI-markierten Partikeln liefert ein Potential von
-34,6 mV £+ 1,8 mV. Hingegen weisen die DPDC-beschichteten Partikel ein Zetapotential von
-41,0 mV = 0,3 mV. auf. Die Anderung des Potentials nach der Funktionalisierung mit dem
Fluoreszenzmarker kann dadurch erklart werden, dass die vorhandene negative
Ladungsdichte durch die Bindung von DAPI an die deprotonierten Carboxyl-Gruppen
verringert wird. Zusatzlich Gben die protonierten Amino-Gruppen des Fluoreszenzfarbstoffs
einen Einfluss auf die negative Oberflachenladung aus, wodurch das Zetapotential ebenfalls
verandert wird.

Die Bestimmung des isoelektrischen Punkts der modifizierten Partikel, die graphisch in
Abbildung 7.33 wiedergegeben ist, zeigt einen Wechsel der Oberflachenladung bei einem
pH-Wert von 3,06. Dieser niedrige pH-Wert kann auf die vorhandenen Carboxyl-Gruppen

zurtckgefuhrt werden.
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Abbildung 7.33: Bestimmung des isoelektrischen Punkts von DAPI-markierten Partikeln. Der Punkt
liegt bei 3,06 und somit unter dem physiologischen pH-Wert, der fir medizinische

Anwendungen erforderlich sind.

Die Struktur sowie die Beschaffenheit von DAPI-DPDC-funktionalisierten MnZn-Ferriten
werden mittels TEM charakterisiert. Entsprechende Aufnahmen sind in Abbildung 7.34
dargestellt und zeigen eine relativ enge GroRenverteilung. Allerdings weisen die
modifizierten Partikel einen erhdhten Aggregationsgrad auf, der sich anhand der Werte fur
die Polydispersitat voraussagen lie®. Der Aggregationsgrad ist erhdht, aber die Stabilitat der

Partikelsuspension hat sich nicht geandert.

Abbildung 7.34: TEM-Aufnahmen von DAPI-DPDC-modifizierten MnZn-Ferriten weisen

einen relativ enge GroRenverteilung auf.
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7.2.3 KAPITELZUSAMMENFASSUNG

In Kapitel 7.2 wird die Fluoreszenzmarkierung von beschichteten Nanopartikeln dargestellt.
Dies wird erfolgreich mit den Fluoreszenzmarkern FITC und DAPI umgesetzt. Die
angewandten Synthesen liefern sowohl sehr gute als auch reproduzierbare Ergebnisse.

So zeigt zum Beispiel die Charakterisierung der Partikel mittels DLS, dass der
hydrodynamische Durchmesser von Alendronsaure- und 6-Aminohexansaure-beschichteten
Partikeln nach der Funktionalisierung mit FITC angestiegen ist. Hingegen verkleinert sich der
hydrodynamische Durchmesser von DAPI-DPDC-funktionalisierten MnZn-Ferriten. Eine
mogliche Ursache kann in der unterschiedlich vorliegenden Ladungsdichte liegen, die einen
Einfluss auf die Grolke der Solvathllle der Nanopartikel hat. So weisen die
DPDC-beschichteten Partikel auf Grund der beiden deprotonierten Carboxyl-Gruppen vor
der Funktionalisierung eine hdhere Ladungsdichte auf, als die mit Alendronsdure oder
6-Aminohexansaure beschichteten Partikel. Nach der Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs
an DPDC-beschichtete MnZn-Ferrite andert sich die Ladungsdichte und das Ausmal der
Solvathiille nimmt ab. Durch die Anderung der SolvathiillegroRe verkleinert sich auch der
hydrodynamische Durchmesser der Partikel.

Die Funktionalisierung der Partikel wird ebenfalls durch die Anderung des Zetapotentials
nachgewiesen. Bei allen gemessenen Potentialen ist eine Abnahme der Oberflachenladung
der Partikel nach der Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff zu verzeichnen. So andert
sich das Zetapotential von DPDC-beschichteten Partikeln von -41,0mV vor der
Funktionalisierung auf -34,6 mV nach der DAPI-Funktionalisierung Dieser Trend setzt sich
auch bei den FITC-markierten Nanopartikeln fort. Hier andert sich das Zetapotential der
Alendronsaure-beschichteten Partikel von -32,6 mV auf -29,4 mV und das Potential der
6-Aminohexansaure-beschichteten Partikel von -25,3 mV auf -2,4 mV. Eine Messung des
isoelektrischen Punktes ergibt fur alle Messungen einen pH-Wert, der unter dem Wert liegt,
der fur medizinische Anwendungen relevant ist. Die DAPI-DPDC-modifizierten MnZn-Ferrite
weisen hierbei einen pH-Wert von 3,06 auf. Der pH-Wert von FITC-6-Aminohexansaure-
funktionalisierten Partikeln liegt mit 4,75 etwas hoher als der von
FITC-Alendronsaure-beschichteten Partikeln, der bei 4,25 ist.

Weiterhin wird die erfolgreiche Anbindung der Fluoreszenzfarbstoffe an die beschichteten
Nanopartikel in allen aufgenommen FT-IR-Spektren nachgewiesen. Es werden sowohl die
Absorptionsbanden der Farbstoffe und der Oberflachenbeschichtung der Partikel, als auch
die charakteristischen Banden der neu entstandenen Bindungen identifiziert. Die
anschlieBenden UV /Vis- und Fluoreszenz-Analysen zeigen die charakteristischen
Extinktions- und Emissionsmaxima der entsprechenden Fluoreszenzmarker. Anhand von

UV / Vis-Messungen wird mit Hilfe von nacheinander aufgenommenen Spektren die Stabilitat
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der Partikelsuspensionen aufgezeigt. Die Wartezeit zwischen jeder neuen Messung
derselben Partikelsuspension betragt eine Stunde.

Die  Bestimmung der Diffusionszeit mittels FCS ergibt fur die mit
FITC-Alendronsaure-beschichteten MNP einen Wert von 436 us und fir die mit
FITC-6-Aminohexansaure funktionalisierten Partikel einen Wert von 414 us. Beide Zeiten
unterscheiden sich kaum, wodurch keine eindeutige Aussage uber die Bindungsstarke
getroffen werden kann. Die Diffusionszeiten von FITC-markierten Partikeln sind um das
zweifache langsamer als die von ungebundenem FITC (225 us). Allerdings musste die
erwartete Diffusionszeit von gebundenem FITC um das 10-fache gréRer. Auf Grund der
Reinigungsschritte kann davon ausgegangen werden, dass kein ungebundenes FITC mehr
in Lésung ist. Somit handelt es sich bei den gemessenen Diffusionszeiten, um FITC, welches
gebunden an das entsprechende Beschichtungsmaterial vorliegt (siehe Kapitel 4.3.3 und
6.2.3). Eine Bestimmung der Diffusionszeit mittels FCS ist von DAPI-funktionalisierten
Partikeln nicht mdglich, da kein geeigneter Bandpassfilter vorhanden ist. Allerdings wird
anhand der FT-IR-Spektren die Fe-O-P Bindung eindeutig nachgewiesen und basierend auf
diesen Messergebnissen kann von einer erfolgreichen Bindung von DPDC auf die

Nanopartikeloberflache ausgegangen werden.
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8. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Charakterisierung von verschiedenen Drug-Delivery
Systemen. Dies kann mit Hilfe von diversen Verfahren erfolgreich umgesetzt werden. Als
Transportsysteme fur die Wirkstoffe werden Ferrofluide der Zusammensetzung
Mn gZno .Fe,O, eingesetzt. Diese magnetischen Nanopartikel werden durch Fallung der
korrespondierenden Metallchloride in Natronlauge hergestellt. Die anschlielende
Protonierung der Partikeloberflache erfolgt mit Nitrat-lonen. Fur die Oberflachenstabilisierung
der Partikel werden jedoch Citrat-lonen verwendet, um ein Ferrofluid zu erhalten, welches

bei einem pH-Wert von 7 stabil ist.

Ausgehend von Citrat-stabilisierten Ferrofluiden werden verschiedene
Oberflachenbeschichtungen durchgefuhrt. Fir die Beschichtung der magnetischen
Nanopartikel wird zuerst ein Biopolysaccharid, das Dextran verwendet. Bevor allerdings
Dextran zur Oberflachenbeschichtung herangezogen werden kann, muss durch Einfihrung
bestimmter funktioneller Gruppen die Mdglichkeit geboten werden, den Wirkstoff kovalent an
das modifizierte Dextran und damit auch an die Partikel binden zu kdénnen. Aus diesem
Grund wird Dextran durch Einfihrung diverser funktioneller Gruppen aktiviert. So werden
beispielsweise mit PAD und CMD Dextran-Derivate synthetisiert, welche die Anbindung
eines Wirkstoffs (iber eine primare Amino-Gruppe ermdglichen. Allerdings existieren auch
Wirkstoffe oder Biomolekile, die Uber keine freien Amino-Gruppen verfliigen. Um diese
Stoffe ebenfalls an Dextran binden zu kénnen, wird, ausgehend vom CMD, eine primare
Amino-Gruppe mittels Ethylendiamin bzw. Hydrazin eingefuhrt. So kdnnen Wirkstoffe bzw.
Biomolekile mit vorhandener Keto- oder Carboxyl-Gruppen an diese Dextran-Derivate
anbinden. Alle dargestellten Dextran-Derivate koénnen mit Hilfe der in Kapitel 4.2
beschriebenen Synthesen reproduzierbar hergestellt werden. Nach der erfolgten Synthese

der Dextran-Derivate werden diese zur Beschichtung der MnZn-Ferrofluide verwendet.

Da es fur medizinische Anwendungen notwendig ist, stabile Partikelsuspensionen zu
verwenden, werden diverse Langzeitstabilitdtsuntersuchungen von MnZn-Ferrofluiden und
CMD-beschichteten MnZn-MNP durchgefiuhrt. Die Stabilitdt von Ferrofluid-Suspensionen
wird vor allem vom Agglomerationsverhalten der Partikel bestimmt, d. h. je groRer die
Agglomeratenbildung ist, desto instabiler wird die Partikelsuspension. Das Entstehen und
Wachstum solcher Agglomerate kann mit Hilfe der DLS analysiert werden. Fir diesen Zweck
werden MnZn-MNP und CMD-MnZn-MNP derselben Herstellungs-Charge (ber einen
Zeitraum von 6 Monaten mittels DLS uUberprift. Dabei stellt sich heraus, dass die Stabilitat
der Partikelsuspension tber 3 Monate hinweg gewahrleistet werden kann. Die Ursache flr
die Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers der CMD-beschichteten MnZn-MNP
liegt an dem Biopolymer selbst. Dieses wird im wassrigen Medium nach einer langeren Zeit
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abgebaut, wodurch die stabile Struktur verloren geht. Dieser Abbau geschieht auf Kosten der
Partikelsuspensionsstabilitdt, wodurch verstarkt Agglomerate gebildet werden. Deshalb soll
nach Ablauf von 3 Monaten die CMD-beschichteten MnZn-MNP neu synthetisiert werden,
um den Aggregationsgrad so gering wie mdglich zu halten und die damit verbundene
Emboliegefahr im Korper, hervorgerufen durch eine mdogliche Agglomeratenbildung der
Partikel.

Nach erfolgreicher Beschichtung der MnZn-MNP mit den hergestellten Dextran-Derivaten
und einer nachgewiesenen Suspensionsstabilitdt Uber einen Zeitraum von 3 Monaten wird
die Anbindung des Wirkstoffs an die beschichteten MnZn-MNP naher betrachtet. Der
Wirkstoff, der Wahl fir diese Arbeit, ist Doxorubicin. Auf Grund der Autofluoreszenz ist der
Einsatz von Doxorubicin in der Forschung weit verbreitet. In der Medizin hingegen wird
Doxorubicin vor allem bei Brustkrebspatienten eingesetzt. Die erfolgreiche Anbindung des
Doxorubicins an beschichtete MnZn-MNP wird bei allen Dextran-Derivaten realisiert. Dabei
erfolgt die Anbindung von Doxorubicin entweder durch die primare Amino-Gruppe oder durch
die vorhandene Keto-Gruppe (vgl. Abbildung 2.8). Als Charakterisierungsmethoden dienen
unter anderem FT-IR- und Raman-Spektroskopie, mit deren Hilfe die signifikanten
Schwingungen, hervorgerufen durch entstandene Anbindung des Doxorubicins an das
entsprechende Dextran-Derivat, nachgewiesen werden koénnen (vgl. Kapitel 4.3). Durch die
Anbindung des Doxorubicins an Hy-CMD-beschichtete MnZn-MNP entsteht eine
Hydrazon-Bindung. Diese Hydrazon-Bindung ist pH-sensitiv und wird in einem pH-Bereich
von 4 bis 5 gespalten. Da in den Endosomen der Zellen ein saurer pH-Wert vorliegt, kann
diese Tatsache ausgenutzt werden, um eine Abspaltung des Wirkstoffs in der Zelle zu
realisieren. Aus diesem Grund werden verschiedene Versuche durchgefuhrt, um die
Bindungsspaltung der Dox-Hy-CMD-MnZn-MNP zu Uberprifen. Schlussfolgernd wird
festgestellt, dass die Partikelsuspension bei einem pH-Wert von 7,2 sehr stabil ist und es zu
keiner Abspaltung von Doxorubicin innerhalb von 24 Stunden kommt. Die Abspaltung des
Doxorubicins von Dox-Hy-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP, die einen pH-Wert von 5,0
aufweist, erfolgt innerhalb von 10 Stunden nach Ansauern. Zur Konzentrationsbestimmung
des abgespaltenen Doxorubicins wird UV / Vis-Spektroskopie eingesetzt. So kann die
vollstandige Abspaltung von Doxorubicin von den funktionalisierten Partikeln nachgemessen
werden.

Das Einsatzgebiet der Doxorubicin-funktionalisierten Partikel stellt die T-Zell-vermittelte
Krebstherapie dar. Diese Therapie beruht darauf, dass T-Zellen als biokompatible
,Drug-Carrier® eingesetzt werden. Dabei spielt der natirliche zytotoxische T-Zell-Effekt eine
entscheidende Rolle. Der Einsatz des bispezifischen Antikérpers (bsAb) HEA125xOKT3
fordert zusatzlich die Bindung der T-Zellen an die verwendete Brustkrebszelllinie MCF-7.

Durch Bindung dieses bispezifischen Antikérpers an die T-Zellen erfolgt die Ausschittung
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der zytotoxischen Granulen in Richtung der Krebszelle und dies wiederum flihrt zum Zelltod
der Krebszelle. Fir die Beladung von T-Zellen werden Doxorubicin-PAD- bzw.
Dox-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP verwendet und mit Hilfe diverser Verfahren naher

untersucht.

Die Aufnahme der Doxorubicin-PAD- / -CMD-funktionalisierten MnZn-MNP in T-Zellen wird
erfolgreich mit bildgebender Verfahren gezeigt. So zeigen verschiedene TEM-Aufnahmen
von fixierten T-Zellen, die mit Doxorubicin-PAD-funktionalisierten MnZn-MNP beladenen
sind, die Aufnahme dergleichen in Form von endozytotischen Vesikeln. Im Falle der
Dox-CMD-funktionalisierten MnZn-MNP erfolgt die Aufnahme wahrscheinlich ebenfalls Gber
die Endozytose, allerdings liegen die funktionalisierten Partikel ohne erkennbare Struktur im
Zellcytosol vor. Die Uberlebensrate der Doxorubicin-beladenen T-Zellen wird mit
MTT-Assays analysiert. Diese zeigen, dass nach 24 Stunden ca. 50 % der mit
Dox-CMD-MnZn-MNP inkubierten T-Zellen, Uberleben. Somit ergibt sich ein Zeitfenster von
24 Stunden, in dem die beladenen T-Zellen ihren Wirkungsort erreicht haben missen. Mit
Hilfe von SRB-Assay wird im Anschluss die Uberlebensrate von MCF-7-Zellen untersucht.
Die T-Zellen, inkubiert mit Dox-CMD-funktionalisierten Nanopartikeln, senkten die
Uberlebensrate der Krebszellen erheblich. Nach 48 Stunden sind bereits 93 % der
MCF-7-Zellen abgestorben. Anhand dieser Ergebnisse kann von einer guten

chemotherapeutischen Wirkung der Partikel ausgegangen werden.

Abschlieend Iasst sich sagen, dass Doxorubicin-funktionalisierte MnZn-MNP ein grol3es
Potential flr die zuklnftige Behandlung von Krebs aufweisen. Jedoch missen noch
Versuche zur Optimierung der funktionalisierten Partikel durchgefuhrt werden, um die
Monodispersitat der magnetischen Nanopartikel zu verbessern. Des Weiteren muss die
Uberlebensrate der T-Zellen gesteigert werden, damit diese auch (ber einen langeren
Zeitraum hinweg die Krebszellen bekampfen kdnnen, ohne vorher die zytotoxische Wirkung
des Doxorubicins zu verlieren. Durch Steigerung der Uberlebensrate besteht die Mdglichkeit,
die Wirkstoffdosis und unerwtinschte Nebenwirkungen zu reduzieren. Des Weiteren missen
diverse Assays mit den Dox-Hy- bzw. -Ed-CMD-funktionalisierte MnZn-MNP durchgefuhrt
werden, um einerseits deren Einfluss auf die Uberlebensrate der T-Zellen festzustellen und

um andererseits die Mortalitat der MCF-7-Zellen zu Uberprifen.

Um die kontrollierte Freisetzung des Wirkstoffs aus den T-Zellen weiter zu verbessern,
kénnen die ferromagnetischen Eigenschaften der MnZn-MNP genutzt werden. Die
Nanopartikel kdnnen mittels eines Magnetens an einem bestimmten Ort im Koérper fixiert
werden und durch Hochfrequenzfelder (HF) erwarmt werden. Der dadurch ausgeloste
Hyperthermie-Effekt kann die Wirkung des Chemotherapeutikums erhéhen und so die

Effizienz der medikamentésen Behandlung verbessern. Zusatzlich kénnen dadurch
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Nebenwirkungen weiter reduziert werden. Die ersten Versuche zu einer kontrollierten

Freisetzung des Wirkstoffs mittels HF sind bereits im Gange.

Eine weitere Mdglichkeit zur Steigerung der Effektivitat von beladenen T-Zellen stellt die
Verkapselung von Doxorubicin-funktionalisierten  Partikeln dar. Hierbei soll das
Verkapselungsmaterial so gewahlt sein, dass die Abgabe des Wirkstoffs kontinuierlich tber
einen langeren Zeitraum hin erfolgt. Dazu liefert das LbL-Verfahren einen gute

Ansatzmaoglichkeit.

Die Layer-by-Layer-Technik wird zum Aufbau eines Multischichtsystems auf der
Partikeloberflache angewandt. Zum Einsatz kommen ausgewahlte Polymere wie
Polyarcylsaure, Poly(4-Styrolsulfonsaure-co-Maleinsaure), Polyethylenimin und
Polyallylamin. Die maximale Schichtanzahl belauft sich in den ersten Versuchen auf 6.
Hierbei kristallisiert sich das Multischichtsystem, bestehend aus PAH und PAA, als optimales
Drug-Delivery System heraus. Des Weiteren bieten PAH und PAA den Vorteil, im sauren pH-
Bereich abgebaut zu werden, wodurch eine kontrollierte Freisetzung des Wirkstoffs appliziert
werden kann. Ein weiteres Schichtsystem, bestehend aus PEI und PSSa-co-MA, wird auf
Grund des Protonenschwamm-Effekts von PEI als Drug-Delivery System ausgewahlt. Mittels
des LbL-Verfahrens ist somit méglich ein Multischichtsystem, bestehend aus 6 Schichten
diverser Polymere auf die Partikeloberflache zu adsorbieren. Dieses Verfahren stellt einen
reproduzierbaren Syntheseprozess dar, der es erlaubt, durch Anderung von Polymeren
deren Eigenschaften so zu nutzen, dass verschiedene Drug-Delivery Systeme hergestellt
werden koénnen. Durch die Mdglichkeit, die auflere Schicht und damit die funktionellen
Gruppen zu variieren, kdénnen diverse Wirkstoffe oder Biomoleklle in das gleiche
Multischichtsystem eingebaut werden. Anschlieend wird die Anbindung von Doxorubicin an
die beiden vielversprechendsten Multischichtsysteme charakterisiert. Hierbei kann auf
Grundlage der eingesetzten Analysemethoden die erfolgreiche Anbindung des Doxorubicins
an die verschiedenen Schichten sowie Polymere nachgewiesen werden. Bei den
verwendeten Synthesen zur Doxorubicin-Funktionalisierung der Multischichtsysteme auf
Partikeloberflachen handelt es sich ausnahmslos um reproduzierbare Prozesse. Die
funktionalisierten Partikelsuspensionen zeigen bei einem pH-Wert von um die 6,5 eine sehr
gute Stabilitat auf und neigen kaum zur Bildung von Agglomeraten. Somit sind die ersten
Versuche abgeschlossen und die Drug-Delivery Systeme koénnen in die zweite Phase
Uibergehen, d. h. die Uberpriifung der Aufnahme und Wirkungsweise der Partikel auf T-Zellen
und nicht zuletzt auf Krebszellen. WeiterfiUhrende Versuche richten sich somit nach den

Ergebnissen der Zelltests.

Eine Ansatzmoglichkeit ist hierbei der Einbau von Wirkstoffen in die einzelnen Schichten. Als
Schichtmaterial bietet sich in dem Fall die Polymere PAH und PAA an. Durch die

funktionellen Gruppen, die das Doxorubicin aufweist, und die zusatzlich vorhandene
224



8. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Autofluoreszenz, kann dieser Wirkstoff auch weiterhin verwendet werden. Alternativ konnten
auch zwei Wirkstoffe, Biomolekule oder Antikorper in die Schichten mit eingebaut werden.
Weiterhin  besteht die Mdglichkeit, Fluoreszenzfarbstoffe zusammen mit nicht
fluoreszierenden Wirkstoffen in die Schichten einzubauen. So kann die Aufnahme der
funktionalisierten Partikel mittels Fluoreszenz-Mikroskopie weiterhin charakterisiert werden.
Die LbL-Technik liefert auf diese Weise eine Reihe von Moglichkeiten, unterschiedliche
Drug-Delivery Systeme herzustellen. Weiterhin soll der Protonenschwamme-Effekt, der durch
die hohe Ladungsdichte von PEI in den Zellen hervorgerufen wird, naher untersucht werden.
Dazu kénnen die Doxorubicin-funktionalisierten MnZn-MNP mit dem Polymer PEI verkapselt
werden, um anschlieRend den Effekt auf Krebszellen zu untersuchen. Durch die Kombination
aus LbL-Technik, magnetischen Nanopartikeln und Immunzellen entsteht eine neue Art von
Drug-Delivery Systemen. Diese Systeme weisen gleichzeitig, durch die T-Zellen, eine hohe
Affinitat zu Krebszellen auf und implizieren durch die Verkapselung mit den entsprechenden
Polymeren eine kontrollierte Wirkstofffreisetzung. Dadurch kann die Dosis, bei
gleichbleibender zytotoxischer Wirkung, verringert und die Nebeneffekte minimiert werden.
Der Ferromagnetismus der Nanopartikel kann zusatzlich genutzt werden, um eine
magnetisch gesteuerte  Wirkstoffpositionierung von in  Immunzellen befindlichen

funktionalisierten Nanopartikeln an Krebszellen oder Tumoren zu erzielen.

Eine andere Ansatzmoglichkeit stellen die Partikel dar, die mit ausgewahlten
Bisphosphonaten und synthetischen Aminosauren beschichtet werden. Als Bisphosphonate
kommen Alendronsaure und 1,1 Diphosphonatpropan-2,3-Dicarbonsaure zum Einsatz und
bei den synthetisch hergestellten Aminosauren wird 6-Aminohexansaure verwendet. Die
Synthese der beschichteten magnetischen Nanopartikel erfolgt in Gegenwart der
entsprechenden Substanz. Dies kann deshalb durchgefuhrt werden, da die verwendeten
Oberflachenbeschichtungsmaterialien im Gegensatz zum Dextran thermisch stabil sind. Die
beschichteten Partikel kdnnen alle erfolgreich und reproduzierbar hergestellt werden.
Allerdings  zeigt sich, dass diese synthetisierten Partikel, verglichen  mit
Dextran-Derivat-beschichteten MnZn-MNP, einen gréRReren hydrodynamischen Durchmesser
und einen erhéhten Aggregationsgrad aufweisen. Eine mogliche Ursache dafir kann die
negative Oberflachenladung sein, die die Nanopartikel direkt nach der Fallung im alkalischen
Medium aufweisen. Durch die anschlieBende Stabilisierung mit Saure wird somit die
Agglomeratbildung geférdert. Deshalb ist es fir weitere Versuche sinnvoll, denselben
Syntheseweg einzuschlagen, wie bei Dextran-Derivat-beschichteten MnZn-MNP, d. h.
ausgehend von Citrat-stabilisierten MnZn-MNP werden diese mit den entsprechenden
Bisphosphonaten oder Aminosauren beschichtet. Dadurch wird die Stabilitdt der Suspension
verbessert und der Aggregationsgrad verringert. Diese beschichteten Partikel werden im

Anschluss erfolgreich mit Fluoreszenzfarbstoffen wie FITC bzw. DAPI markiert. Die
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Fluoreszenz-markierten MnZn-Ferrite werden zur Synthese von multifunktionalen
magnetischen Nanocarriers verwendet. Dazu werden beispielsweise FITC-markierten
Partikel, die mit 6-Aminohexansaure beschichtet sind, zusammen mit einem Wirkstoff
(Idarubicin) in einer Polymermatrix verkapselt. AnschlieBend wird die Aufnahme dieser
Polymerpartikel in Krebszellen mit und ohne Einfluss eines dulieren Magnetfeldes in einem
definierten Zeitraum untersucht.'®" 82 Hierbei kann gezeigt werden, dass die zytotoxische
Wirkung der verkapselten Partikel auf Krebszellen mit duRerem Magnetfeld erhéht werden
kénnen. Diese Transportsysteme stellen somit einen vielversprechenden Ansatz flr

Drug-Delivery Systeme dar.

Bedingt durch die starke Bindungsaffinitdt der Bisphosphonate an das Hydroxylapatit in
Knochen, liegt das Potential von Bisphosphonat-beschichteten Partikeln vor allem in der
Therapie von Knochenkrebs. Alendronsaure wird beispielsweise in der Medizin als Wirkstoff
zum Knochenaufbau eingesetzt. Zur naheren Charakterisierung der Bindungsaffinitat an die
Knochen kénnten diese Fluoreszenz-markierten Bisphosphonat-beschichteten MnZn-Ferrite
verwendet werden. AnschlieBend besteht die Mdoglichkeit, zusatzlich zu den
Fluoreszenzmarkern einen Wirkstoff mit an die beschichteten Partikel zu binden. So ist
beispielsweise Herceptin (Trastuzumab), ein monoklonaler Antikorper, der bei Knochenkrebs
eingesetzt wird, ein moglicher Kandidat. Da dieser keine eigene Fluoreszenz aufweist, ware
eine Charakterisierung mittels Fluoreszenz-Mikroskopie nur durch den Einsatz von FITC
oder DAPI denkbar.

Des Weiteren kann durch FCS-Messungen nicht gezeigt, welche der verschiedenen mit
Doxorubicin- bzw. FITC-funktionalisierten Beschichtungsmaterialien, seien es Dextran-
Derivate, Polyelektrolyten oder Bisphosphonate, starker an die MnZn-MNP binden. Auf
Grund des  auftretenden Forster-Resonanzenergietransfers kommt  es  zur
Fluoreszenzléschung sowohl von Doxorubicin als auch von FITC. Dieser Transfer basiert auf
dem geringen Abstand zwischen magnetischen Nanopartikeln (Akzeptor) und
Fluoreszenzfarbstoffen (Donor) und tritt vor allem in einem Abstandsbereich zwischen
Akzeptor und Donor von 1 nm bis 10 nm auf. Durch diesen Effekt ist es nicht moéglich die
Fluoreszenz von Doxorubicin bzw. FITC zu detektieren, welches an beschichtete Partikel
gebunden vorliegt. Es wird somit die Fluoreszenz gemessen, bei der Doxorubicin an das
entsprechende Beschichtungsmaterial, bei dem der Abstand zwischen Doxorubicin bzw.
FITC und MnZn-MNP mehr als 10 nm betragt, gebunden ist. Dieser Abstand kann auf Grund
des starken Verdiinnungs-Verhaltnisses mit dem Suspensionsmedium Wasser entstanden
sein. Dadurch tritt eine verstarke Wechselwirkung zwischen Wasser und
Beschichtungsmaterial auf, die zu einer VergréRerung des selbigen fiuhrt. Ebenfalls (ibt die
Temperatur einen Einfluss auf die Diffusionsgeschwindigkeit aus, d. h. je hoher die

Temperatur ist, desto schneller ist die Diffusion. Es kann somit keine Aussage uber die
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einzelnen Bindungen zwischen Beschichtungsmaterial und Eisen getroffen werden.
Allerdings impliziert das nicht, dass die funktionalisierten Beschichtungsmaterialien nicht an
die Partikel gebunden vorliegen. Auf Grund der Reinigungsschritte wird die Anwesenheit von
freiem, ungebundenem Wirkstoff bzw. Marker ausgeschlossen. Da die Messungen bei keiner
konstanten Temperatur durchgefihrt werden und die Probe auf Grund des Lasers und der
magnetischen Partikel erhitzt wird, bietet es sich an, die nachfolgenden Messungen in einer

thermostatisierten Apparatur durchzuftihren.

Es ist noch ein weiter Weg bis Drug-Delivery Systeme in der Krebstherapie zum Einsatz
kommen koénnen. Dennoch weisen alle vorgestellten Drug-Delivery Systeme, welche die
physiko-chemischen Eigenschaften der magnetischen Nanopartikel mit der therapeutischen
Aktivitat des Wirkstoffs verbinden, hohe Potentiale auf, die letztendlich fir medizinische

Anwendungen noch weiter entwickelt und optimiert werden mussen.
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9.1 APPARATIVER TEIL

9.1.1 RAMAN-SPEKTROMETER

Die Raman-Spektren wurden mit einem Multiramsystem Nummer 4 der Firma Bruker Optics
aufgenommen (vgl. Abbildung 9.1). Da die Fluoreszenz, die vor allem bei organischen
Substanzen infolge der Anregung im UV - oder sichtbaren Bereich zu beobachten ist, die
vergleichsweise schwachen Raman-Bandenintensitdten Gberdecken wuirde, wird zur
Anregung der Raman-Streustrahlung ein Laser verwendet, der im nahen infraroten Bereich
emittiert. Als Anregungslaser dient ein Neodym dotierter Yttrium-Aluminium-Granat Laser
(Nd:YAG), der polarisiertes, monochromatisches Licht der Wellenlange 1064 nm emittiert
und eine maximale Ausgangsleistung von bis zu 1000 mW liefert. In Abbildung 9.2 ist der

schematische Aufbau des Raman-Spektrometers dargestellt.

Abbildung 9.1: Bild des Multiramsystems von Bruker Optics mit gedffnetem Probenraumdeckel.

Nachdem der Laserstrahl in den Probenraum gelenkt wird, findet Streuung und
gegebenenfalls Transmission statt. Die gestreute Strahlung wird Uber einen Rayleight-Filter
(dominierende Rayleight-Streustrahlung und Anti-Stokes werden herausgefiltert) in ein
RockSolid®Interferometer (Messfrequenz 2,2 kHz bis 50 kHz) gelenkt. Die Detektion der
Streustrahlung erfolgt mit Hilfe eines hochempfindlichen Germanium-Detektors (Messbereich
1073,4 nm bis 1755,4 nm), der mit fliissigem Stickstoff gekiihlt wird."*® Bei der Verwendung
eines Nd:YAG-Lasers kann es auf Grund der starken Bestrahlung und Absorption im
NIR-Bereich zur Erwarmung der Probe kommen, wodurch die Probe selbst zerstort oder die

Messung durch Schwarzkérperstrahlung stark beeinflusst wird. Die Charakterisierung
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beschichteter, magnetischer Nanopartikel mittels Raman-Spektroskopie gestalte sich somit

sehr schwierig.
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Abbildung 9.2: Schematische Darstellung des Multirams mit dazugehdrigem Lichtweg des

NIR-Lasers (rote Linie) und des Streulichts (blaue Linie).["*

9.1.2 FT-IR-SPEKTROMETER

Die in der Arbeit dargestellten FT-IR-Spektren wurden mit Hilfe eines Spectrum 1000 der
Firma Perkin Elmer aufgenommen (siehe Abbildung 9.3). Dazu wird die flissige Probe auf
einer ZnSe-Platte (H-ATR Prisma) im Stickstoffstrom getrocknet. Zur Vermessung der Probe
wird ein Infrarotbereich von 3800 cm™ bis 750 cm™ gewahlt. Als Strahlenquelle dient eine
glihende Wolframwendel, die elektromagnetische Strahlungen im Bereich von
4500 cm™ bis 400 cm™ emittiert. Der Strahlenverlauf ist in Abbildung 9.3 rechts dargestellt.

Abbildung 9.3: Bild des verwendeten FT-IR-Spektrometers im geschlossenen (links) und im
[146]

geodffneten Zustand (rechts), die gestrichelte rote Linie simuliert den Strahlengang.
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Tabelle 9.1: Zusammenfassung der Daten des verwendeten FT-IR-Spektrometers.

Model Spectrum 1000
Hersteller Perkin Elmer
Serien Nummer 45778
Software Version 215
Detektor DTGS
Strahlenquelle MIR (mid-infrared)
Strahlenteiler KBr
OPD-Geschwindigkeit 0,3cm-s”
Messbereich 4500-400 cm”™

9.1.3 UV / VIS-SPEKTROMETER

Die ersten UV / Vis-Spektren wurden mit einem UV 500 Visible Spektrometer der Firma
Unicam (s. Abbildung 9.4) bei RT aufgenommen. Es handelt sich bei diesem Gerat um ein
Zweistrahlphotometer. Als Referenzprobe dient destilliertes Wasser. Bei diesem
Zweistrahlgerat wird die Absorption des Loésungsmittels und der Kivette durch eine
Referenzprobe herausgemittelt. Als Lichtquelle dienen eine Wolframlampe (Wellenlange >
325 nm) und eine Deuteriumlampe (Wellenldnge < 325 nm). Die aus der Probe und der
Referenz austretenden Lichtstrahlen werden durch einen Photomultiplier verstarkt und
detektiert. Bei dem zweiten UV / Vis-Spektrometer handelt es sich um ein Cary 50 UV / Vis
der Firma Varian. Im Gegensatz zu dem Spektrometer der Firma Unicam ist dieses Gerat ein
Einstrahlphotometer. Das Varian Cary® 50 besitzt eine Xenon-Blitzlampe als Lichtquelle und
wird direkt Uber einen Computer mit der Cary Win UV-Software gesteuert. Ein Vergleich der

beiden verwendeten Spektrometer befindet sich in Tabelle 9.2.

Abbildung 9.4: Graphische Darstellung der verwendeten UV / Vis-Spektrometer;

links: UV / Vis-Spektrometer der Firma Unicam, rechts: der Firma Varian.
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Tabelle 9.2: Zusammenfassung der Daten von den beiden verwendeten UV / Vis-Spektrometern.

ARS) Unicam Varian
Spektrometer
Modus Absorbance Absorbance
Start A 200 nm 200 nm
Stopp A 600 nm 600 nm
Bandbreite 0,5nm 1,5 nm
Geschsvflfn“c'“gkeit 60-600 nm-min"’ 600 nm-min”
Datenintervall 0,5 nm 1,0 nm
Lichtquelle D, / W-Lampe Xenon-Blitzlampe
Zyklen 1 bzw. 3 1 bzw. 3
. Ze'iF gden 3 min 3 min
jeweiligen Zyklen
9.1.4 FLUORECENCE ACTIVATET CELL SoORTER (FACS)

FLUORESZENZMIKROSKOP

Bei dem Gerat handelt es sich um den FACS Calibur Durchflusszytometer der Firma BD
Biosciences (KIST, siehe Abbildung 9.5 und 9.6). Die Auswertungen werden mit dem
dazugehdrigen Programm Cell Quest Pro durchgeflihrt. Im Kanal FL2-H (Aex: 488 nm, Aem:
585+ 21 nm) wird die Autofluoreszenz des Doxorubicins gemessen. Die genaue

Probenvorbereitung befindet sich im Anhang Kapitel 7.2.1.

Abbildung 9.5: links: Bild des verwendeten Durchflusszytometers der Firma BD Biosciences (KIST);

rechts: Bild des Olympus I1X 71 Fluoreszenzmikroskops (KIST).
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Abbildung 9.6: Schematischer Aufbau des in der Arbeit verwendeten Durchflusszytometers, mit den
Detektoren FH1 (griines Licht ), FH2 (gelbes Licht) und FH3 (rotes Licht).

Der Argonlaser dient als Anregungsquelle.

Zur Visualisierung der T-Zellen, inkubiert mit Doxorubicin-funktionalisierten Partikeln, kam
das Olympus IX 71 Fluoreszenzmikroskop zum Einsatz (vgl. Abbildung 9.5; rechts). Die
Doxorubicin-Autofluoreszenz  wird mit einem Filter WG (Aex: 510 nm-550 nm;
Aem: > 590 nm) aufgenommen.

Ein Teil der Fluoreszenzaufnahmen wurden in Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. K. Pachmann am Institut fur Innere Medizin Il der Friedrich-Schiller-Universitat in
Jena durchgefuhrt. Bei diesem Fluoreszenzmikroskop handelte es sich um ein Zeiss
Axioplan 2 imaging 100-fach (HB050,,c / HAL100). Die Bilder werden mit einer AxioCam

HR. Kamera aufgenommen und mit dem Programm Axiovision ausgewertet.

9.1.5 FLUORESZENZSPEKTROMETER

Alle Anregungs- und Emissionsspektren wurden mit dem Fluoreszenzspektrometer FP-6500
der Firma Jasco an der Universitdt des Saarlandes im Arbeitskreis von Prof. Dr. G. Jung
vermessen. Folgende Gerateparameter wurden fir die Aufnahme der Spektren verwendet,

die je nach Detektionsintensitat variieren konnen:
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Tabelle 9.3: Tabellarische Darstellung der Gerateparameter.

Auflésung 1nm
Anregungsbandbreite 3 nm
Emissionsbandbreite 3 nm

Scan-Geschwindigkeit | 1000 nm-min”

Detektorantwort 02s

9.1.6 FLUORESZENZ-KORRELATIONS-SPEKTROSKOPIE (FCS)

Die FCS-Messungen wurden mit einer fertigen konfokalen Apparatur im Arbeitskreis von
Prof. Dr. G. Jung durchgefiihrt (siehe Abbildung 9.7). Bei dem Laser (Picarro, Soliton)
handelt es sich um einen frequenzverdoppelnden Diodenlaser mit der Emissionswellenlange
von A =488 nm und einem Strahlendurchmesser von 0,7 nm. Des Weiteren besteht der
Aufbau aus einem invertierten Mikroskop Axiovert 200 der Firma Zeiss und aus zwei
Avalanche-Fotodioden (APD) SPCM-14-AQR der Firma Perkin Elmer Optoelectronics. Die
Laser werden direkt in das Mikroskop geleitet und mittels eines dichroitischen Spiegels 495
DRLP von der Firma Omega in ein Wasserimmersionsobjektiv (63 x, NA (numerische
Apparatur) 1,2WI) der Firma Zeiss gefuhrt. Der dichroitische Spiegel reflektiert das
Laserlicht (488 nm) und lasst alle Wellenlangen > 495 nm passieren. Das Objektiv fokussiert
den Laser in einen beugungslimitierten Punkt oberhalb eines dicken korrigierten Deckglases
(0,17 £ 0,01 nm). Die Fluoreszenz wird mit demselben Objektiv gesammelt, durch den
dichroitischen Spiegel geleitet und auf eine 50 um Lochblende fokussiert. Nachdem das Licht
durch einen Bandpassfilter (HQ 525 / 50, AHF Analysetechnik) geleitet wird, splittet ein Teiler
den Strahl in zwei gleiche Strahlengange. Die zwei APDs detektieren die Photonensignale.

Die gemessenen Daten werden mittels eines Korrelators (FLEX 02D, Correlator.com) in die

Intensitatsautokorrelationsfunktion Gberfihrt.
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Abbildung 9.7: Schematischer Aufbau des verwendeten Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometers.

9.1.7 DYNAMISCHE LICHTSTREUUNG (DLS)

Die Lichtstreumessungen wurden mit Hilfe eines Goniometersystem ALV-5000E
Spektrometers durchgefiihrt (siehe Abbildung 9.7).

Als monochromatische koharente Lichtquelle dient ein frequenzverdoppelnder Neodym
YAG-Laser (A = 532 nm) mit einem senkrecht polarisierten Strahl. Ein Teil des Primarstrahls
wird mit Hilfe eines halbdurchlassigen Spiegels geteilt und auf eine Photodiode projiziert.
Dies detektiert mogliche Intensitatsschwankungen des Lichtstrahls. Der andere Teil des
Strahls wird Uber ein Linsen- und Spiegel-System auf eine Probe mit geeigneter
Konzentration geleitet. Diese Probe befindet sich in einer zylindrischen Quarzglaskivette.
Um unerwilnschte Reflexionen des Lichtstrahls beim Eintritt in die Probe zu vermeiden, ist
die Kilvette von einem racemischen Gemisch aus cis-/ trans-Decalin umgeben. Dieses
Gemisch weist nahezu den identischen Brechungsindex wie die Quarzkivette auf und dient
ebenfalls zur Temperierung. Die Temperaturparameter werden Uber ein Thermostat reguliert.
Die Detektion des Streulichts erfolgt durch zwei Photomulitpler, die durch ein
schrittgesteuertes Goniometersystem (ALV 125) zwischen den Winkeln von 20° und 155°
variiert werden kdnnen. Die Proben werden alle bei einem Winkel von 90° vermessen. Zur
Minimierung des Untergrunds werden nur Signale gezahlt, die beide Detektoren gleichzeitig

erfassen konnen. Die eingehenden Signale wertet ein Mulitau-Korrelator ALV-5000E aus und
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leitet diese an einen angeschlossenen Computer weiter. Die Pseudo-Kreuzkorrelation dient

zur Unterdriickung des elektronischen Rauschens der beiden Detektoren.

Abbildung 9.9: Bild der DLS-Apparatur mit angeschaltetem Neodym YAG-Laser.

9.1.8 RONTGENDIFFRAKTOMETRIE (XRD)

Die Phasenanalyse der synthetisierten magnetischen Nanopartikel erfolgt mit Hilfe der
Rontgendiffraktometrie. Bei dem Diffraktometer handelt es sich um einen X'Pert Pro MPD
(Cu K12 Strahlung, Ak.s = 1,5406 A, Ax.2 = 1,5444 A) der Firma PANalytical B. V. (siehe
Abbildung  9.10) mit  Bragg-Brentano-Geometrie und  X'Celerator  Detektor

(,Real-Time-Multiple-Strip“-Detektor). Die Messungen werden im step-scan-mode
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durchgefiihrt. Gemessen wird mit einer Scan-Zeit von 1 min 11 s und einer Step-Gréf3e von

0,02626° (vgl. Tabelle 9.4). Die Steuerung des Gerates sowie die Aufzeichnung der

generierten Daten erfolgt durch die Software X'Pert Data Collector. Die kalzinierten und

gemorserten Proben werden auf entsprechenden Probentragern arretiert und aufgebracht.

Abbildung 9.10: Graphische Darstellung des verwendeten Pulverdiffraktometers.

Tabelle 9.4: Zusammenfassung der Messparameter.

Model X'Pert Pro MPD
Hersteller PANalytical B. V.
Messbereich 2 Theta [°] 10-90
Spannung [kV] 45
Stromstéarke [mA] 40
Schrittweite [°] 0,02626
Scan-Zeit [s] 1min11s
Messzeit [h] 4
Blendensystem Programmiert auf 3 mm
Filter Nickel
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9.1.9 ZETAPOTENTIAL-MESSUNG

Mit Hilfe des Zetasizers 3000 HS, der Firma Malvern Instruments (siehe Abbildung 9.11)
wurden die Zetapotential-Messungen durchgefihrt. Es handelt sich hierbei um eine
heterodyne Lichtstreuelektrophorese-Messanordnung. Durch den an den Pumpkreislauf
angeschlossenen Titrator kann der pH-Wert der Suspension durch Zugabe &aquivalenter
Mengen an Natronlauge bzw. Salzsdure nach Belieben eingestellt werden. Dies hat den

Vorteil einer automatischen pH-Wert abhangigen Messung des Zetapotentials.

Abbildung 9.11: links: Bild des verwendeten Zetasizers; rechts: graphische Darstellung der Messzelle

mit den Durchflusselektroden.

9.1.10 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE (TEM) UND
ENERGIEDISPERSIVE RONTGENSPEKTROSKOPIE (EDX)

In einem Elektronenmikroskop werden, im Gegensatz zu einem herkémmlichen
Lichtmikroskop, hochenergetische Elektronen benutzt, um ein Objekt bildhaft
wiederzugeben. Hierzu werden die Materialwelleneigenschaften von Elektronen zur
Erzeugung eines Durchlichtelektronenbildes einer Probe genutzt.

Mit Hilfe der energiedispersiven Rontgenspektroskopie (engl. Energy Eispersive X-ray
Spectroscopy) wird die Elementarzusammensetzung einer Probe ermittelt. Diese Methode
wird haufig mit anderen elektronenmikroskopischen Untersuchungen (hier: TEM) gekoppelt.
Durch einen auftreffenden Réntgenstrahl werden die Atome in der Probe angeregt, wodurch
ein Elektron aus einer der inneren Schalen herausgeschlagen wird. Der entstandene
Zustand ist instabil und wird sofort durch ein energiereicheres Elektron aus einem hdéheren
Orbital aufgefiillt. Bei diesem Ubergang wird ein elementspezifisches Réntgenquant

freigesetzt. Je nachdem, aus welcher Schale das Elektron nachrickt, koénnen
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unterschiedliche Réntgenquanten (KB, Ka. und La) emittiert werden. Die Intensitat der Linie
hangt von der Konzentration des Elementes innerhalb der Probe ab.

Die in dieser Arbeit vorgestellten TEM- sowie die EDX-Aufnahmen wurden am Institut far
Neue Materialien (INM) in Saarbriicken angefertigt. Bei dem verwendeten Mikroskop handelt
es sich um ein Jeol JEM 2010 und als EDX Detektor dient der Link ISIS Oxford (siehe
Abbildung 9.12). Hierfir werden die in Wasser dispergierten Proben auf ein mit Graphit
bedampftes Kupfernetz (& =3 mm) aufgebracht und durch Verdampfen des

Dispersionsmittels wird die Probenhaftung auf der Trageroberflache realisiert.

Abbildung 9.12: Bild des Jeol JEM 2010 Mikroskops mit gekoppeltem
EDX Detektor Link ISIS Oxford.

9.1.11 VIBRATING SAMPLE MAGNETOMETER (VSM)

Mittels eines Vibrating Sample Magnetometers der Firma Lakeshore wurden an der
Universitat des Saarlandes im Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Birringer die magnetischen
Eigenschaften der MnZn-MNP charakterisiert. Das Magnetometer besitzt ein konventionelles
Helmholtz-Spulenpaar mit einem externen Magnetfeld von -2 T bis 2 T. Das Messgerat wird
von einem Computer Uber einen Lakeshore-VSM Controller 735 gesteuert. Zur Messung des
externen statischen Magnetfeldes wird ein Lakeshore-Gaulmeter 450 verwendet. Der

verbaute Schwinger wurde von EG Park bezogen, der Magnet von Drusch.
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9.1.12 PH-MESSUNG UND DIALYSE

Die pH-Messungen wurden direktpotentiometrisch mit einem Lab 860 der Firma Schott
Instruments sowie mit einer protonenselektiven Glaselektrode durchgefihrt.

Die Dialyse dient zur Abtrennung von niedermolekularen Teilchen, wie z. B. Salzen,
ungebundenen Fluoreszenzmarkern oder Wirkstoffen. Die Trennung erfolgt durch Diffusion
der zu entfernenden Teilchen aus der Dispersion durch eine semipermeable Membran in das
reine Dispersionsmedium (hier: Wasser). Die Membran wird dabei so gewahlt, dass die zu
reinigende Probe im Dialyseschlauch zurlckgehalten wird. Dialysiert wurde gegen
destilliertes Wasser mit Dialyseschlauchen der TrenngroRle MWCO 12 bis14 kDa der Firma

Medicell International Ltd. Das Wasser wurde taglich erneuert.
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9.2 VERWENDETE CHEMIKALIEN

Molare Masse

Chemikalie Formel [g-mol'1] CAS-Nr. Reinheit Hersteller
G'Ams'gﬁfr‘gxa”' CeH1sNO, 131,17 60-32-2 99 + % Acros
Dextran [(CeH1605)r] 60'00%20'000 9004-54-0 high fraction Acros
Natriumperiodat NalO,4 213,89 7790-28-5 99,8 + % Acros
':u':é’l‘:;‘r’:é C.HsNO; 115,09 6066-82-6 98 + % Acros
Natriumhydroxid NaOH 40 1310-73-2 299 %; p.a. Carl Roth
Zinkchlorid ZnCl, 136,28 7646-85-7 297 %, p.a. Carl Roth
Dextran from 15.000-25.000
Leuconostoc spp. [(CGH’IOOS)n] Da 9004-54-0 / Fluka
Eisen(lll)-Nitrat Fe(NO3)3 a1 puriss. p.a.,
Nonahydrat 9 H,0 404 7782-61-8 > 98 % Fluka
Fluorescein 5(6)- | - 1 No,s 389,38 27072-45-3 | ~90 % (HPLC) Fluka
isothiocyanat
Mangan(ll)-Chlorid ] .24, 0
Totrahydrat MnCl,-4H,0 197,91 13446-34-9 > 99 % (KT) Fluka
1,1 Diphosphono- MCS (Micro
propan CsHgO4oP2 288,04 / / Carrier Systems
2,3-dicarbonsaure GmbH)
Eisen(ll)-Chlorid | £ooy ap,0 198,83 13478-10-9 > 99% Merk
Tetrahydrat
E'Sﬁg)((';'%;,%?;”d FeCly6H,0 270,3 10025-77-1 99 % Riedel-de Haén
Natriumcitrat CeHsNas 04 ) o . ) i
(tribasisch Dihydrat) 2 H,0 294 .1 6132-043 =99 % Riedel-de Haén
4’ 6-Diamidin-2-
phenylindol CieH1sNs-2HCI 350,24 28718-90-3 | 295 % (HPLC) | Sigma-Aldrich
Dihydrochlorid
H[;ﬁ?éléﬁ?‘é'ﬁ y C”'_"ﬁ%\foﬂ 579,98 25316-40-9 | >98% (TLC) | Sigma-Aldrich
Ethylendiamin ) o . ,
dihychochiorid CyHeNy-2HCI 133,02 333-18-6 98 % Sigma-Aldrich
EDC Hydrochlorid | CgH7N3-HCI 297,18 22572-40-3 98 + % Sigma-Aldrich
Nfg‘fhr;‘g%g”' NaBH;CN 62,84 25895-60-7 95 % Sigma-Aldrich
F;‘;'é’ﬁggfjﬂ)” [(CaHoN),] ~15.000 71550-12-4 Pulver Sigma-Aldrich
Poly(acrylsaure) [(C3H40,).] ~ 1800 9003-104 Pulver Sigma-Aldrich
o/ i
Poly(ethylenimin) | [(CoHsN),] ~ 1800 9002-986 | 2° Gfl""o %N | sigma-Aldrich
2
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Molare Masse

Chemikalie Formel A CAS-Nr. Reinheit Hersteller
[g-mol ]
Poly
(4—sEyroIsquon— [CoH;03SR],[C4 25 Gew -% _ .
saure-co- H,O.R.)y, ~20.000 68037-40-1 : Sigma-Aldrich
e - in H,O
maleinsaure)- R=H or Na
Natrium-salzlésung
Alendronsaure C4H43NO;P, 249,1 66376-36-1 >98 % TCI Europe
Salpetersaure 65 % HNO; 63,01 7697-37-2 reinst VWR
Salzsaure 37 % HCI 36,46 7647-01-0 zur Analyse VWR
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9.3 SYNTHESEVORSCHRIFTEN

9.3.1 HERSTELLUNG VON BIOMEDIZINISCH FUNKTIONALISIERTEN MNZN-MNP

Synthese von MngsZn,.Fe,0,

Es werden 10,81 g (0,04 mol) FeCl3-6H,O in 40 mL dest. Wasser geldst und auf 70°C
erwarmt. In einem Kolben werden 3,16 g (0,016 mol) MnCl,-4 H,O und 0,55 g (0,004 mol)
ZnCl, in 2 mL HClco,,. und 8,8 mL dest. Wasser (Milli-Q Wasser, 18,4 MQcm'1) gelost und auf
70°C gebracht. In einem separaten Becherglas werden 200 mL einer 0,2525 mol /L
Natronhydroxid-Lésung auf 90°C erhitzt. Kurz vor dem Fallungsprozess werden die beiden
Metall-Precursor-Losungen vereinigt und unter starkem Ruhren zur Natronhydroxid-Losung
gegeben. Im Anschluss wird 90 min bei 90°C gerihrt. Die ausgefallenen Partikel werden mit
Hilfe eines Permanentmagnetens sedimentiert und mehrmals mit dest. Wasser gewaschen,
bis ein pH von 10 erreicht wird. Die anschlieBende Stabilisierung der Nanopartikel mit NO3™-
lonen erfolgt durch die Zugabe von 60 mL 2 M Salpetersaure. Diese Suspension rihrt 6 min
bei Raumtemperatur (RT). AnschlieBend erfolgt die Zugabe von 8,482 g (0,021 mol)
Fe(NO3);-9H,0 geldst in 60 mL dest. Wasser und 1,584 g (0,008 mol) MnCl,-4H,O sowie
0,277 g (0,002 mol) ZnCl, geldst in 8,5 mL dest. Wasser. Kurz vor der Zugabe zu der
Suspension werden die beiden Metall-Precusor-Losungen vereint. Diese Suspension wird
30 min bei 80°C geruhrt und anschlielfend unter Rihren auf RT abgekinhlt.

Mit einem Permanentmagneten wird das Produkt sedimentiert und in 200 mL dest. Wasser
aufgenommen. Zum Austausch Nitrat-lonen durch Citrat-lonen erfolgt eine 7-tagige Dialyse
gegen 0,01 M Natriumcitrat-Lésung. Zur Reinigung des Produkts wird 7 Tage eine Dialyse
gegen dest. Wasser durchgefiihrt. Das Ferrofluid wird im Rotationsverdampfer auf ein
Volumen von 60 mL bis 80 mL eingeengt. I’

Das synthetisierte Ferrofluid liegt in einem pH-Bereich von 6,5 bis 7,2 und hat einen

Feststoffgehalt zwischen 4,5 % und 5,5 % bezogen auf 10 mL.

Synthese von Carboxymethyl-Dextran (CMD)

In 425 mL Iso-Propanol werden 20 g (0,12 mol) Dextran (15-20 kDa) gel6ést und mit 75 mL
Natronlauge (14,3 M) versetzt. Diese Ldsung rihrt 60 min bei RT. Es folgt die Zugabe von
29,2 g (0,31 mol) Chloressigsaure. Diese Mischung wird 1,5 Stunden bei 60°C weitergerthrt.
Nach Abkuhlung auf RT und Abdekantieren des Ldsemittels wird 150 mL Methanol
zugegeben. Nachdem diese Mischung 15 min bei RT ridhrt, wird das Uberschissige
Methanol abdekantiert. Der Ruckstand wird in 150 mL dest. Wasser aufgenommen und
mittels 1 molarer HCI wird die Lésung auf einen pH-Wert von 1,3 eingestellt. Es folgt die

viertdgige Dialyse gegen dest. Wasser und die anschlieRende Gefriertrocknung des
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Produkts. Durch analoge Wiederholung der Synthese wird ein hoherer Substitutionsgrad
(DS) des CMDs erhalten.

Ausbeute: 1) 24,4 g (95 %, Literatur!®® 25,8 g; 100 %), Substitutionsgrad: 0,80
2) 22,19 (86 %, Literatur'®® 25,8 g; 100 %), Substitutionsgrad: 1,25

Die Bestimmung des Substitutionsgrads von CMD erfolgt mittels Rulcktitration. Dazu wird
eine entsprechende Menge an CMD in 1 M Natronlauge gelést und gegen eine 1M

HCI-Ldésung zurcktitriert. Als Indikator fungiert Phenolphthalein.

Synthese von Polyaldehyd-Dextran (PAD)

7,50 g (~ 0,11 mmol) Dextran (60-90 kDa) werden in 100 mL dest. Wasser geldst und mit
3,250 g (0,015 mol) Natriumperiodat versetzt. Unter No-Atmosphare und Lichtausschluss
wird diese Losung 24 Stunden bei RT untergerthrt. Die Reinigung des Produkts erfolgt
mittels einer 3-tdgigen Dialyse gegen dest. Wasser. Das gereinigte Produkt wird
anschlieRend gefriergetrocknet. Durch Wiederholung der Synthese wird ein hoherer

Umsetzungsgrad von PAD erlangt.
Ausbeute: 5,90 g bis 7,00 g

Synthese von Ethylendiamin-Carboxymethyl-Dextran (Ed-CMD)

2,50g CMD (DS =1,25) werden in 25 mL dest. Wasser gelost und mit 1,00 g EDC-HCI
sowie einer Spatelspitze NHS versetzt. Die Zugabe von EDC erfolgt Uber eine Stunde.
Danach wird die Mischung 30 min im Ultraschallbad inkubiert (zum besseren Lésen von
EDC). Nach vollstandiger Auflosung werden 35 mL einer 2 M Ethylendiamin-Losung
hinzugegeben. Mittels einer 0,1 M NaOH-Lésung wird der pH auf 4,8 eingestellt. Unter
Lichtausschluss wird diese Lésung 24 Stunden bei RT gerihrt. Anschlieliend erfolgt eine
3-tagige Dialyse gegen dest. Wasser. Das Produkt wird durch Gefriertrocknung

aufgearbeitet.
Ausbeute: 2,745 g (weilder Feststoff)

Synthese von Hydrazin-Carboxymethyl-Dextran (Hy-CMD)
2,500 g CMD (DS = 1,25) werden in 25 mL dest. Wasser gel6ést und mit 0,750 g EDC-HCL
sowie einer Spatelspitze NHS versetzt. Die Zugabe von EDC erfolgt tiber eine Stunde. Nach

vollstandiger Auflosung werden 2 mL Hydrazin hinzugegeben und die L&sung unter
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Lichtausschluss 24 Stunden bei RT gerihrt. AnschlielRend erfolgt eine 3-tagige Dialyse

gegen dest. Wasser. Das Produkt wird durch Gefriertrocknung aufgearbeitet.

Ausbeute: 2,950 g (weilder Feststoff)

Synthese von Dextran-Derivat-beschichteten Nanopartikeln

500 mg des jeweiligen Dextran-Derivates werden in 9 mL dest. Wasser geldst und zu der
aquivalenten Menge an Ferrofluid gegeben. Diese so erhaltene Suspension wird 20 min im
Ultraschallbad inkubiert und anschlielend 24 Stunden bei 45°C unter Lichtausschluss

weitergerlUhrt. Es folgt eine 3-tagige Dialyse (Dialysewasser: 200 mL) gegen dest. Wasser.

PAD-beschichtete MnZn-MNP: pH-Wert ~ 6,80; 39 mg / mL
CMD-beschichtete MnZn-MNP: pH-Wert ~ 5,80; 36 mg / mL
Ed-CMD-beschichtete MnZn-MNP: pH-Wert~ 6,4; 32 mg / mL
Hy-CMD-beschichtete MnZn-MNP: pH-Wert ~ 4,80; 33 mg/ mL

Synthese von Doxorubicin-funktionalisierten Nanopartikeln (PAD-, Hy-CMD-,
Ed-CMD-beschichtete MnZn-MNP; Amin-Bindung)

2mL der Dextran-Derivat-beschichteten MnZn-MNP werden mit 2mg (3,45 umol)
Doxorubicin versetzt. Zu dieser Suspension werden 1-2 Tropfen Essigsaure gegeben und
24 Stunden bei 37°C unter Lichtausschluss gertihrt (Hy-CMD nur bis hier). Anschlielend
werden die gebildeten Imine mittels 2 mg (31,83 umol) NaBH3;CN 24 Stunden bei 37°C unter
Lichtausschluss zu den entsprechenden Aminen reduziert. Die Reinigung des Produkts
erfolgt mittels einer 2-tdgigen Dialyse gegen dest. Wasser bei 4°C. Die funktionalisierten

Partikel werden bei 4°C gelagert.

Synthese von Doxorubicin-CMD-funktionalisierten Nanopartikeln
(Saure-Amid-Bindung)

2mL CMD-NP (36 mg-mL™") werden mit 70,05 mg (0,365 mmol) ECD-HCL und einigen
Kornchen NHS versetzt und 5 Stunden bei RT unter Lichtausschluss gerihrt. AnschlieRend
werden 70,05 mg (0,365 mmol) ECD-HCL und einige Koérnchen NHS hinzugegeben.
Hinterher werden 2 mg (3,45 umol) Doxorubicin zugegeben und 24 Stunden bei RT unter
Lichtausschluss gerihrt. Die Reinigung des Produkts erfolgt mittels einer 2-tdgigen Dialyse
gegen dest. Wasser bei 4°C. Die funktionalisierten Partikel werden bis zur

Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.
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9.3.2 BELADUNGEN VON T-ZELLEN MIT DOXORUBICIN-FUNKTIONALISIERTEN
NANOPARTIKELN

Vorbereitung der T-Zellen

Die T-Zellen werden aus Buffy Coat mit RosetteSep® Human T Cell Enrichment Cocktail,
StemCell Technologies isoliert und mit MACS T-Cell Activation / Expansion Kit human,
Miltenyi Biotec (1:3) aktiviert. AnschlieBend werden die Zellen mit dem Medium
(RPMI 1640 + 10 % FKS + 1 % Pen / Strep) bei 37°C und 5 % CO, fir mindestens 3 Tage
kultiviert.

Beladung von T-Zellen mit Doxorubicin-funktionalisierten Nanopartikeln

Die T-Zellen werden mit dem Medium [RPMI 1640 (Gibco BRL; Eggenstein) + 10 % FKS
(Gibco BRL; Eggenstein + 1 % Pen / Strep] gewaschen (300 xg; 8 min; RT) und auf eine
Zellkonzentration von 2,5-10° Zellen-mL™" eingestellt. Die mit Doxorubicin-funktionalisierten
Partikel werden mit der 25fachen Menge an RPMI 1640 versetzt (Endkonzentrationen von
0,1 ug-mL" bis 30 ugmL™'; 3-facher Ansatz) und auf Eis gesetzt. 0,5mL der
T-Zellsuspension werden mit jeweils 20 yL an Partikel-Lésung versetzt und vorsichtig
vorgetext. Die Inkubation findet mittels Rotator bei 04 / 08, 37°C und 60 min oder auf einem

Drehrad im Kiihlraum bei 4°C 60 min statt. Durch Eis wird die Inkubation gestoppt.

Probenvorbereitung fiir FACS-Messungen

Die Proben werden gewaschen (400 xg; 8 min bei RT) und im FACS-Puffer (PBS; 5 % FKS;
0,1 % Natriumazid) aufgenommen. Die Autofluoreszenz von Doxorubicin wird in Kanal
FL2-H (ex.: 488 nm; em.: 585 + 21 nm) gemessen. Die Auswertung erfolgt mit Cell Quest
Pro; BD.

Probenvorbereitung fiir Fluorszenz-mikroskopischen Aufnahmen mit Olympus IX 71
Die Zellen werden in 4%-igem (w/v) Paraformaldehyd / PBS 10 min bei RT fixiert und in
Mounting Medium Mowiol (enthalt 1 ug-mL" DAPI fiir Kernfarbung) eingebettet. Die
Autofluoreszenz  von  Doxorubicin  wird mit dem Fiter WG aufgenommen
(ex.: 510 nm bis 550 nm; em.: > 590 nm).

Probenvorbereitung fiir Fluorszenz-mikroskopischen Aufnahmen mit Zeiss Axioplan 2
imaging 100-fach (HB050,c / HAL100)

1 mL Serum wird mit 9 mL Erythrocyte-Lysis-Puffer (Gibco BRL; Eggenstein) versetzt und
10 min bei RT lysiert. Die Lésung wird 10 min bei RT und 1200 U-min™ zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Zentrifugat in 500 uL Medium (RPMI 1640 ohne Phenolrot
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+10 % FKS) aufgenommen. Die Lésung wird mit 2,5 uL EpCAm (Anti-HEA) und 1,0 uL
CD-45-PE versetzt und anschlieRend 15 min im Kuhlschrank inkubiert. 3,75 uL an
Dox-funktionalisierten MnZn-MNP werden zu der Zellsuspension gegeben und Uber Nacht

auf einem Magneten bei 37°C inkubiert.

9.3.3 HERSTELLUNG VON MULTIFUNKTIONALEN MNZN-MNP MITTELS
LBL-TECHNIK

Synthese von Multischichtsystemen

9 mL eines Citrat-stabilisierten Ferrofluids werden langsam zu einer Losung aus 50 mg des
Polykations, gelost in 9 mL dest. Wasser, getropft. Vorher wird die Polymer-Lésung 20 min
im Ultraschallbad inkubiert. Die Lésung wird 12 Stunden bei RT unter Lichtausschluss
weitergerlhrt. Es folgt eine 2-tatige Dialyse gegen dest. Wasser.

AnschlieBend werden 9 mL von Polykation-beschichteten MnZn-MNP langsam zu einer
Lésung bestehend aus 25 mg Polyanion, geldst in 9 mL dest. Wasser, getropft. Vorher wird
die Polyanion-Lésung 20 min im Ultraschallbad inkubiert. Danach wird die Lésung 2 Stunden
bei RT unter Lichtausschluss gerlhrt. Es folgt eine 2-tatige Dialyse gegen dest. Wasser.

Die einzelnen Syntheseschritte werden so oft wiederholt, bis die gewiinschte Anzahl an

Schichten erreicht wird.

Synthese von Doxorubicin-funktionalisierten Nanopartikeln > Amin-Bindung

2 mL von PAH oder PEI-beschichteten MnZn-MNP-Suspensionen (30 mg-mL™") werden mit
2mg (3,45 umol) Doxorubicin versetzt. Zu dieser Suspension werden 1-2 Tropfen
Essigsaure gegeben und 24 Stunden bei 37°C unter Lichtausschluss gerlhrt. Die gebildeten
Imine werden mittels 2mg (31,83 umol) NaBH;CN 24 Stunden bei 37°C unter
Lichtausschluss zu den entsprechenden Aminen reduziert. Die Reinigung des Produkts
erfolgt durch eine 2-tdgige Dialyse gegen dest. Wasser bei 4°C. Die beschichteten Partikel

werden bei 4°C aufbewahrt.

Synthese von Doxorubicin-funktionalisierten Nanopartikeln - Saure-Amid-Bindung

2 mL von PAA oder PSSa-co-MA-beschichteten Partikelsuspensionen (30 mg-mL™") werden
mit 70,05 mg (0,365 mmol) ECD-HCL und einer Spatelspitze NHS versetzt und 5 Stunden
bei RT unter Lichtausschluss gerihrt. Nach Ablauf der Zeit werden weitere 70,05 mg
(0,365 mmol) ECD-HCL sowie eine Spatelspitze NHS hinzugegeben. Es folgt die Zugabe

von 2 mg (3,45 umol) Doxorubicin und das Weiterrihren der Suspension 24 Stunden bei RT
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unter Lichtausschluss. Die Reinigung des Produkts erfolgt mittels einer 2-tagigen Dialyse

gegen dest. Wasser bei 4°C. Die LbL-beschichteten Partikel werden bei 4°C aufbewahrt.

9.3.4 HERSTELLUNG VON FLUORESZENZ-MARKIERTEN NANOPARTIKELN

Synthese von beschichteten MngsZn,,Fe,0, Nanopartikeln
Es werden 0,04 mol FeCl;-6H,O in 40 mL dest. Wasser geldst und auf 70°C erwarmt. In
einem anderen Kolben werden 0,016 mol MnCl,-4H,O und 0,004 mol ZnCl, in 2 mL HCl.,.
und 8,8 mL dest. Wasser geldst und auf 70°C gebracht. In einem separaten Becherglas wird
eine 200 mL Natronhydroxid-Losung (0,2525 mol) auf 90°C erhitzt. Kurz vor dem
Fallungsprozess werden die Metall-Ldsungen vereinigt, unter starkem RUhren zur
Natronhydroxid-Lésung gegeben und 60 min bei 30°C gerthrt (abkihlen auf RT). Die
ausgefallenen Partikel werden mit Hilfe eines Permanentmagnetens sedimentiert und 3-mal
mit 200 mL dest. Wasser gewaschen, bis ein pH-Wert von 10 erreicht wird. Danach werden
die Partikel erneut in etwa 200 mL Wasser aufgenommen. Zur Suspension werden unter
starkem Ruhren 0,250 g Stabilisator gegeben und fir 90 min auf 90°C erhitzt. AnschlieRend
folgt eine 3-tagige Dialyse gegen dest. Wasser.
In beiden Fallen fungieren folgende Verbindungen als Stabilisatoren der Partikeln:
-Phosphonate: 1) Alendronsaure

2) 1,1 Diphosphonopropan 2,3-dicarbonsaure

-synth. Aminosaure: 6-Aminohexansaure

Modifizierung von beschichteten Partikeln mit DAPI

3 mL der beschichteten Partikel werden mit 70,05 mg (0,365 mmol) ECD-HCL und ein paar
Kdrnchen NHS versetzt und 5 Stunden bei RT im Dunkeln gerGhrt. Nach Ablauf der Zeit
werden noch einmal 70,05 mg (0,365 mmol) ECD-HCL und eine Spatelspitze NHS
hinzugegeben AnschlieRend werden 2 mg (n = 5,71 umol) DAPI, geldst in 0,5 mL Ethanol,
zugegeben und 24 Stunden bei RT im Dunkeln gerihrt. Die Reinigung des Produkts erfolgt
mittels einer 2-tagigen Dialyse gegen dest. Wasser bei 4°C. Die funktionalisierten Partikel

werden im Kihlschrank aufbewahrt.

Modifizierung von beschichteten Partikeln mit FITC

FITC wird in Ethanol geldst (Endkonzentration 2mg-mL™") und zu 3 mL der Probelésung
gegeben. Diese Partikelsuspension wird 16 Stunden bei 45°C im Dunkeln gerihrt. Die
Reinigung der Suspension erfolgt mittels einer 2-tdgigen Dialyse gegen dest. Wasser unter

Lichtausschluss und bei 4°C. Die funktionalisierten Partikel werden bei 4°C aufbewahrt.
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94 TABELLARISCHE ZUSAMMENFASSUNG DER  VERSCHIEDENEN
SCHWINGUNGSARTEN
Wellenzahl Gruppe Schwinaunasart IR/ Raman Literatur
[cm'1] PP gung Intensitat [cm'1]
Valenzschwingung Hydroxyl- &
3500-3100 | O-H | Carboxyl-Gruppen sowie von H--O-H | m-s/w 3550-3230
(Wasserstoffbriicken)
Valenzschwingung v. sekundaren
3340/3320| N-H Aminen, Aufspaltung bei m-s / m-w 3350 /3200
cis / trans-lsomerie
Valenzschwingung von protonierten
3200 N-H prim. Aminen -NH3", in verdiinnten m/w 3350-3100
Lésung zwei Banden
3120 C-H Valenzschv_vingung v. aromatischen m/s 3105-3000
=CH-Gruppen
) asymmetrische Valenzschwingung v. ) ) )
3020 C-H CHa-Gruppen (Ar-O-CHs) w-m / m-s 3030-2950
2900-2700 | N-H Valenzschwmgu_ng V. prot+on|erten s/m 3000-2700
sek. Aminen -NH,
) asymmetrische Valenzschwingung v. _ ) )
2950 C-H CHa-Gruppen (Ar-O-CH,) w-m / m-s 2975-2935
2915 C-H asymmetrische Valenzschwingung v. m-s / m-s 2940-2915
CH,-Gruppen
2870 C-H symmetrische Valenzschwingung v. m/ m-s 2870-2840
CH,-Gruppen
) symmetrische Valenzschwingung v. _
2835 C-H CHa-Gruppen (Ar-O-CHa) m/m 2860-2815
Wechselwirkung zwischen
2760 C-H fundamentalen Schwingungen und w-m/ - 2980-2700
Methyl-Gruppen
2710 C-H Oberton der Deformationsschwingung S 2980-2700
v. Methyl-Gruppen
Valenzschwingung von protonierten
2700-2330 N-H Iminen -C=NH"-, eine oder mehrer s/m 2700-2330
Banden
2200-1800 | N-H | Valenzschwingungv.protonierten | ., 2700-2330
tertidaren Aminen -NH"-
. A asy. Valenzschwingung v. )
2100-1990 | N-C-S Isothiocyanat (breite Bande) s/m 2100-1990
1730 | c=0 Valenzsehwingung v. s/ w-m 1700-1665
Carboxyl-Gruppen
1695-1540 | coO" asymmetn_sche Valenzschwingung v. m/w 1695-1540
deprotonierten Carboxyl-Gruppen
1600 c=C Valenzschwingung v. C=C-Gruppen/ variable / m 1620-1590
Aromaten
- N-H Biegeschwingung von Iminen m/w 1590-1500
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Wellenzahl . IR/Raman |, . [15] -1
[cm'1] Gruppe Schwingungsart Intensitit Literatur™ [cm™]
Deformationschwingung v.
1520 N-H | ssure-Amiden (-CO-NH-) trans-Form s/w 1570-1515
1550 | N-H Deformationsschwingung v. m-s/m | 1580 - 1490
Biegeschwingung von v.
1445 N-H | Ssure-Amiden (-CO-NH-) cis-Form | ™/W 1450-1440
asymmetrische
1445 C-H Deformationsschwingung v. m / m-w 1485-1440
CH3-Gruppe (Ar-O-CH3)
Kombination aus versch.
) C-H Deformationsschwingungen, wie Kipp-, wim 1430-715
Torsions- und Pendelschwingung v.
CH,-Gruppen
- | symmetrische Valenzschwingung v. _
1420 Co0 deprotonierten Carboxyl-Gruppen m/w 1440-1335
Valenzschwingung v.
1340 | CN | Saure-Amiden (-CO-NH-) cis-Form | WM /S 1350-1310
Deformationsschwingung v.
1340 C-H sekundéren Alkoholen w/m 1350-1290
Kombination: OH in-plane
- C-H Deformationsschwingung & m-s / m -w 1310-1250
CH-Kippschwingung v. sek. Alkoholen
Valenzschwingung v.
1270 C-0 Carboxyl-Gruppen m-s / w-s 1320-1210
Valenzschwingung v.
1260 C-N' | Ssure-Amiden (-CO-NH-) trans-Form | W™ I's 1305-1200
1133 c-0 Valenzschw’lor\}ggﬂglg.nsekundaren s/ m-s 1150-1075
1100 C-0-C asym. Valenzschwingung s/m 1110-1090
1090 Cc-C Valenzschwingung w/ m-s 1090-1005
1070 C-H | 'n-plane Dejo;\r:‘:rﬂ‘;’;jsc“w'”gung m/s 1290-990
990 C-C-0 |Valenzschwingungen v. sek Alkoholen m/s 1000-800
.~ | out-of-plane Deformationsschwingung ) )
917 O-H---O v. Carbonsauren m-s/m 955-915
- | Scherschwingung v. deprotonierten
850 COO Carboxyl-Gruppen m/- 860-615
out-of-plane Deformationsschwingung
660 N-H v. CONH-Gruppen (trans-Form) m/m 770-620
_ out-of-plane Biegeschwingung v.
620 0=C-N- CONH-Gruppen m-s/m 695-550
- | Pendelschwingung v. deprotonierten
) CO0 Carboxyl-Gruppen m/- 700-450
out-of-plane Deformationsschwingung
540 C-0 CONH- oder COOH-n m-w / m-w 680-480
450 C-C=0 Deformationsschwingung 500-450
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9.5 ZUSATZLICHE ABBILDUNGEN

9.5.1 TEM-AUFNAHMEN VON DEXTRAN-DERIVAT-MNZN-MNP (KAPITEL 4.3)

PAD-beschichtete MnZn-MNP

d

Hy-CMD-beschichtete MnZn-MNP

250



. ANHANG

9.6 WEITERE FT-IR-ABBILDUNGEN zU KAPITEL 6.1

(PAH / PAA)-Multischichtsysteme

100

100
90 90
80 80
704 _ 70+
T ] ]
= 604 = 60
5 S
% 50 2 50
L J = i
£ 40 @ 40
§ . .
20 —— NP + PAH + PAA 204 NP + PAH
1 —— NP + PAH + PAA + PAH + PAA b —— NP + PAH + PAA + PAH
10+ —— NP + PAH + PAA + PAH + PAA + PAH +PAA 10+ —— NP + PAH + PAA + PAH + PAA + PAH
i ——PAArein 1 —— PAH rein
O T T T T T T T T T T T T T T T O T T T T T T T T T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
Wellenzahl [cm'1] Wellenzahl [cm'1]
(PAH / PSSa-co-MA)-Multischichtsysteme
100 100
90 90
80 80
70 70
= 604 £ 601
S ] S .
‘w50 ‘% 50
£ 404 £ 40
S .1 g .1
= 307 F 304
20+ —— NP +PAH 20+ —— NP + PAH + PSS
- —— NP + PAH + PSS + PAH ~ 1 —— NP + PAH + PSS + PAH + PSS
104 —— NP + PAH + PSS + PAH + PSS +PAH 10 —— NP + PAH + PSS + PAH + PSS +PAH +PSS
O T T T T T T P'A\IH r§'|_n T T T T T O T T T PISS-QO-MA-&LD T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

Wellenzahl [cm'1]

(PEI / PSSa-co-MA)-Multischichtsysteme

Wellenzahl [cm'1]
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110

30

Transmission [%]

——NP + PEI +PSS

—— NP + PEI +PSS + PEI + PSS
—— NP + PEI +PSS + PEI + PSS
—— PSSa-co-MA rein

201
10

+ PEI + PSS

. . . T . . . T . .
3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900
Wellenzahl [cm™]

100
90+
80+
70+
60
50
404 \
301 \
20+

Transmission[%)]

NP + PEI
¥ NP + PEI +PSS + PEI
v NP + PEI +PSS + PEI
—— PEl rein

104 PSS

T T T T T T T T T T
3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900

Wellenzahl [cm™]

9.6.1 ZUSATZINFORMATIONEN zU (PEI / PAA)-MULTISCHICHTSYSTEMEN

DLS-Messergebnis
11
104 —o— NP + PEI
] D_ =190 nm
0,94 hydro
0.8 NP + PEI + PAA
£ o7] Dhydm= 205 nm
E 46l —o— NP + PEIl + PAA + PEI
g ] D, o= 220 nm
o 0,54 ydro
2 04] ——NP
£ D, ,.=43nm
L 039 Y
0.2 |
0,1 |
0,0 t T =T l" T — <
0 100 200 300 400 500 600 700 800
DHydm[nm]
FT-IR-Abbildungen
100
90
80
70
& 60 S
5 5
3 %7 2
5 40 £
é 40 é
T —— NP +PEI - —— NP +PEI
20 —— NP + PEl +PAA 40 —— NP + PEl +PAA
—— PEl rein —— NP + PEI +PAA +PEI
101 ——PAATein 301
20

T T T T
2400 2000 1600 1200

Wellenzahl [cm™']

T T T
3600 3200 2800

Zetapotential-Bestimmung

T
800

T T T T
2400 2000 1600 1200

Wellenzahl [cm™]

T T T
3600 3200 2800 800
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9.7

[1]
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[5]

[6]
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[8]

[9]
[10]
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[13]

80

60+

(37,0 mv)

40- ) (34,8mV)

204

Zetapotential [mV]
o

204
-40-

60" (-56,3 mV) (-43.6 mV)

-80 T T T

1 2
Anzahl der Layer
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