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1 Einleitung

1 Einleitung

Seit den 80er Jahren wird auf dem Gebiet der Nanotechnologie mit grofsem Interesse
geforscht. 12341 Anfangs waren die Synthesen verschiedenartiger Nanopartikel mit
Verwendung unterschiedlichster Materialien sowie die daraus folgenden
Eigenschaften von enormer Bedeutung. Die kleinen Partikel im Grofienbereich von
1-100 nm wiesen im Vergleich zu Festkorpern aus dem jeweiligen Material andere
neuartige optische und elektrische Eigenschaften auf.

Mit fortschreitenden Forschungs- und Entwicklungsergebnissen gewann die
Anwendungsvielfalt der Nanopartikel an Interesse.

Heutzutage sind diese Teilchen unter anderem in den Bereichen der Solarindustrie,
Kosmetik, Nahrungsmittelindustrie, Automobilindustrie, Pharmaindustrie und der
Medizin unverzichtbar. !

Gerade bei Verwendung von lumineszierenden Halbleiternanopartikeln im
biologischen Milieu miissen alle Voraussetzungen fiir eine nicht-toxische aber doch
zielrelevante und effiziente Anwendung gegeben sein. Nach heutigem Forschungs-
und Wissensstand bedarf es entsprechend in diesem Bereich noch weiterer Studien.
Zum einen miissen milde Reaktions-, Konjugations- und Reinigungsmethoden
entwickelt und untersucht werden, die keine zytotoxischen Spuren hinterlassen.6”4°!
Zum anderen miissen bestimmte biologische Stabilititsmerkmale der Partikel unter
diversen chemischen und biologischen Einfliissen, wie Temperaturgradienten,
Reagenzien, pH-Werte und Kultivierungsmedien von Zellen hinsichtlich des
Einsatzes in humanen Bereichen untersucht und bewertet werden. Gleichzeitig sollen
dabei die Nanopartikel keine erheblichen Veranderungen ihrer Eigenschaften
erleiden. Dies bedeutet insbesondere keine Anderungen bei Quantenausbeute,
Lumineszenzeigenschaften allgemein und Photostabilitat der Partikel. Weiterhin
wird das schon oben angesprochene Ziel der Nicht-Toxizitdt dieser Teilchen verfolgt.
Ein anderer Aspekt ist die Anwendung von Halbleiternanopartikeln als Biomarker
fiir Markierungsversuche. Es gibt Hinweise, dass Nanopartikel gewisse Barrieren
wie die Haut, Schleimhadute, Blut-Plazenta-, Blut-Hirn- oder auch Blut-Prostata-
Schranke tiberwinden konnen. Dies kann zu gravierenden Folgen fiir die Gesundheit
fithren, weswegen weitere Studien hinsichtlich der Wirkung von Nanopartikeln auf
humane Zellen erforderlich sind. Gegenwartig haben es sich zahlreiche
Forschungsgruppen zur Aufgabe gemacht, diverse Nanopartikel-Systeme
herzustellen und fiir biologische und medizinische Anwendungen zu modifizieren.
(1011121314] Im Bereich der Bionanotechnologie werden unter anderem fluoreszierende
Halbleiternanopartikel so verandert, dass diese fiir den medizinischen Einsatz, wie
zum Beispiel zur Tumorbildgebung verwendet werden konnen. 0[5 Fiir
entsprechende Studien und Untersuchungen beziiglich der Wirkung von
Nanopartikeln in-vivo werden zundchst spezielle Modifikationen an den
Nanopartikeln durchgefiihrt. So werden ihre Grofse, Form und Oberfldache
dahingehend verdndert, dass sie die Voraussetzungen fiir den FEinsatz in
medizinischen oder biologischen Bereichen erfiillen. !




1 Einleitung

Mittlerweile gibt es eine Reihe an Anbietern, wie Ocean Nano Tech, life technologies™,
BioScience,  cytodiagnostics, die  speziell fiir Kopplungsreaktionen oder
Zellexperimenten diverse Nanopartikel zur Verfligung stellen. Neben den optimalen
physikalisch-chemisch-biologischen Eigenschaften des Label-Systems spielen die
wirtschaftlichen Gesichtspunkte eine herausragende Rolle, insbesondere das Preis-
Leistung-Verhaltnis.

In dieser Arbeit werden deshalb kommerziell erhéltliche Quantum Dots (QDs) von
life technologies™ wund Ocean Nano Tech mit denen von mir modifizierten
Nanopartikeln sowie spezielle Teilchensysteme aus dem Arbeitskreis Weller der
Universitat Hamburg und der CAN GmbH auf ihre Eigenschaften, Stabilitat und
Zellaufnahme-Verhalten untersucht und verglichen.




2 Theoretischer Hintergrund

2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Halbleiternanopartikel

Als Halbleiternanopartikel werden Teilchen, die aus den Atomen der jeweiligen
Gruppen des Periodensystems aufgebaut sind, verstanden. In der Literatur sind
mittlerweile zahlreiche Zusammensetzungen bekannt: II-VI (z.B. CdSe, CdS, CdTe,
ZnSe, ZnS), l1I-V (z.B. InP, InAs, GaAs) oder IV-VI (z.B. PbS, PbSe). 17

Durch Variation des Herstellungsverfahrens und Wahl geeigneter Materialien
konnen Partikel im Hinblick auf die Absorptions- und Emissionswellenlangen einen
grofien Bereich abdecken (400 nm bis 1350 nm).

Wahlweise konnen annahernd kugelférmige Quantum Dots (QDs), stabchenférmige
Teilchen (Quantum Rods, QRs) oder auch komplexe Formen von Nanopartikeln
erhalten werden (sieche Abb. 1). Die Nanopartikel sind auf Grund ihrer
groflenabhdngigen, optischen und photoelektronischen Eigenschaften von
besonderem Interesse unter anderem fiir biologische wund medizinische
Anwendungen. [8]

Shapes of
Nanocrystals

complex
% I shapes B

Abbildung 1: Ubersicht zu den verschiedenen Partikelformen je nach Wahl der Materialien und
Syntheseverfahren 7]

rods & wires

Das wohl meist untersuchteste Halbleiternanopartikel-System besteht aus einem
CdSe-Kern und ein bis zwei umschlieflenden Schalen. Diese verleihen dem System
eine deutlich verbesserte Stabilitdt und bestehen meist aus CdS und ZnS.

Da solche Partikelsysteme ausgezeichnete Photostabilitit zeigen und durch
verschiedene Kopplungsstrategien zuganglich fiir eine Vielzahl spezifischer
Biokonjugationen sind, stellen sie in Bildgebungsverfahren gute Alternativen zu den
bisher verwendeten organischen Farbstoffen dar. Dazu miissen die QDs nach der




2 Theoretischer Hintergrund

Synthese mit entsprechenden biokompatiblen Liganden modifiziert und durch
Anwendung spezifischer Konjugationsmethoden auf ein entsprechendes Targeting
abgestimmt werden. 19201 Die Loslichkeit der hydrophoben Nanopartikel in
wissrigen Medien wird durch Wahl geeigneter Stabilisatoren beeinflusst. Dabei
dienen organische Molekiile, die sich an der Oberflache der Teilchen anlagern und
eine Verbindung zwischen fester (QD) und fliissiger (Losemittel) Phase bilden.
Beispiele fiir solche Ligandenmolekiile mit Thiol- oder Amin-Funktionalitdten sind
Dihydroliponsadure 12!, Mercaptocarbonsauren [HS-(CH2)»-COOH, n=1-15] 22232425261
sowie mehrzdhnige Liganden. Weiterhin dienen zahlreiche Polymere mit
Polyethylenoxid (PEO)-, Polyethylenimin (PEI)-, oder Polyisopren (PI)-Einheiten als
Stabilisatormolekiile. 111272829301 Djese konnen mit einer Vielzahl an terminalen
funktionellen Gruppen (wie -Aldehyd, -Alken, -Alkin, -Amin, -Azid, -Boronsaure-
ester, -Carbonsdure, -Epoxid, -Halogen, -Hydroxy, Pentafluorophenylester, -Thiol,
etc.) versehen sein.

Durch die Art der verwendeten Liganden zur Oberflachenmodifizierung werden die
cadmiumhaltigen Nanopartikel entsprechend abgeschirmt und konnen eventuelle
Zytotoxizitat verringern.

In dieser Arbeit sind wahlweise spharische CdSe/ZnS- und CdSe/CdS/ZnS-Partikel
sowie stabchenformige CdSe/CdS-Teilchen mit unterschiedlichen Polymer-Liganden
modifiziert und unter anderem hinsichtlich ihrer Toxizitat untersucht worden (siehe
Kapitel 4.11).

2.2 Synthese

Nanopartikel sind prinzipiell durch zwei unterschiedliche Synthesestrategien
darstellbar.

Zum einen konnen sie durch konventionelle Verkleinerungsmethoden, in
sogenannten top-down-Verfahren, hergestellt werden. Hier werden makroskopische
Festkorper mechanisch (z.B. durch Mahlprozesse) oder chemisch (z.B. durch
Atzmethoden) zerkleinert. Dabei werden QDs mit einer breiten Grofienverteilung,
erheblichen Agglomerationen sowie Verunreinigungen erhalten. Es lassen sich mit
dieser Methode kaum Partikel, die kleiner als 50 nm sind, herstellen.

Anders sieht es bei der sogenannten bottom-up-Methode aus. Hierbei erfolgt der
Aufbau von Nanopartikel aus Salzen und anderen geeigneten Vorstufen. Der
Partikel wird Atom fiir Atom bzw. Ion fiir Ion aufgebaut. Mit diesem
,Vergrofserungsverfahren” ist es moglich, die Darstellung von sehr kleinen
Nanopartikeln, etwa 2 nm bis mehrere 100 nm zu steuern. Neben der Kontrolle der
Partikelgrofie sind weitere Vorteile, wie eine monodisperse Groflenverteilung, die
Unterdriickung von Agglomerationsprozessen und die gezielte Kontrolle der
Oberflachenfunktionalisierung von grofser Bedeutung. >
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Mittels sogenannter Precursor-Losungen, bestehend aus den gewiinschten
Ausgangsverbindungen (im Falle von CdSe: Cadmiumacetat oder Cadmiumoxid
gelost in Tri-n-octylphosphin (TOP)- und Selen gelost in TOP), kann die Nukleation
bei geeigneten Temperaturen (um die 300 °C) gesteuert werden. Um moglichst
einheitliche und kristalline Nanopartikel zu erhalten, wird nach der hot-injection-
Methode die Temperatur schnellstmoglich verringert. B Durch die Dauer der bei der
niedrigeren Temperatur anschliefenden Wachstumsphase ldsst sich die Grofse der
Partikel erfolgreich steuern. Eine Absittigung der reaktiven Oberflachen erfolgt
wihrend dieser Reaktion mit organischen Stabilisatormolekiilen, meist langkettige
Alkylverbindungen (hier: Tetradecylphosphonsdure (TDPA), Hexadecylamin
(HDA), Tri-n-octylphosphinoxid (TOPO)). Durch entsprechende Wahl von
geeigneten Stabilisatoren und Temperaturen ist auch eine Formkontrolle der
Nanoteilchen moglich.

In dieser Arbeit werden anndhernd kugel- und stabchenférmige Partikel untersucht.
Beide Teilchensysteme bestehen aus einen runden CdSe-Kern. Dabei wird die
resultierende Form des Partikels bereits durch Wahl der cadmiumhaltigen Precursor-
Losung bestimmt.

Die spharischen Nanopartikel werden aus Cadmiumacetat und unter Verwendung
von HDA-Liganden hergestellt. AnschliefSfend werden sie mit einer CdS- und ZnS-
Schale gleichmafdiig versehen. Hierbei werden entsprechende Cadmium- und
Zinkacetat-TOP-Losungen mit einer Schwefelkomponente, Schwefelwasserstoff oder
Bistrimethylsilylsulfid, verwendet.

Fiir die stibchenformigen Partikel wird zundchst Cadmiumoxid in TOP bei
Temperaturen von 300 °C gelost. Es wird anstelle von HDA die kiirzer-kettige
Alkylphosphonsdure TDPA verwendet. Die Form der resultierenden CdSe-Kerne ist
rund aber die sich anschlieflende CdS-Schale, hergestellt aus Cadmiumacetat und
einer Schwefel-TOP-Losung, bildet die gewiinschten elongierten Partikel. Solche
Teilchensysteme werden Dot/Rod-Partikel bezeichnet.

2.3 Groflenabhingige Eigenschaften

Halbleiternanopartikel besitzen grofienabhédngige, optische und elektronische
Eigenschaften, die sich von ihren makroskopischen Festkorpern signifikant
unterscheiden.

Allgemein bestehen Nanopartikel aus Atomen mit diskreten Energieniveaus. Wenn
zwei energetisch gleiche Atomorbitale (AO) miteinander wechselwirken, kommt es
nach der Linearkombination von Atomen (LCAO, Linear Combination of Atomic
Orbitals) zur Aufspaltung in zwei energetisch unterschiedliche Molekiilorbitale
(MO).

Bei Betrachtung makroskopischer Festkorper werden aus N AO entsprechend N MO
aufgespalten. Da die resultierenden Energieniveaus der entstandenen Orbitale sehr
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eng beieinander liegen, werden sie als Bander bezeichnet Dabei besteht das untere
Valenzband aus bindenden Molekiilorbitalen, wahrend das energetisch hoher
liegende Leitungsband antibindenden Charakter aufweist. Im Fall von leitenden
Materialien sind Valenz- und Leitungsband {iberlappt und so die Ladungstrager frei
beweglich. Anders sieht es bei Isolatoren und Halbleitern aus. Hier kommt es zur
Trennung der Bander durch eine verbotene Zone, die sogenannte Bandliicke Eg, die
keine Energieniveaus aufweist. In makroskopischen Halbleiter-Materialien ist diese
Bandliicke eine Materialkonstante und nimmt Werte von 0eV bis 4 eV an, bei
Isolatoren  {iber 4eV. Speziell bei CdSe-Festkbrpern betragt diese
Konstante 1.74 eV. 2

Die Energiebdander in Molekiilen spalten sich in die hochsten besetzten MO (highest
occupied molecular orbitals — HOMO, was der oberen Grenze des Valenzbandes
entspricht) und in die niedrigsten unbesetzten MO (lowest unoccupied molecular
orbitals — LUMO, vergleichbar mit der energetischen Untergrenze des
Leitungsbandes) auf.

Nanopartikel bestehen aus etwa 10 bis 1000 Atomen und befinden sich so im
Ubergangsbereich der diskreten Energieniveaus und den quasikontinuierlichen
Bandern. Aus dieser Betrachtungsweise lassen sich die Nanoteilchen keinem der
beiden Grenzfalle eindeutig zuordnen.

In Abb. 2 ist ein Energiediagramm mit dem Ubergang vom makroskopischen
Festkorper iiber die Nanopartikel zum Molekiil desselben Materials dargestellt.

3) P s b) c)
—— TS s —
Leilungsband —_ .",.4‘ LUMO
‘,-"‘ Auhiebung des Leitungbandes
)b I j 3N Bandliicke
),)/j;);,; //)' .;"j«‘ des Festkorpers o
PR} »)
P
it gt YO Absenkung des Valenzbandes
s N OMO
Valenzband ssgg, HOM
Festkiirper  <——= Nanopartikel <———— Molekiil

Abbildung 2: Energieschemata von a) Festkorper, b) Nanopartikel und c) Molekiilen (33!
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2.4 Groflenquantisierungseffekt

Die Bandliicke E; bei den Halbleiter-QDs ist abhangig von dem Durchmesser des
Teilchens. Durch die Partikelgrofle variieren somit die entsprechenden Absorptions-
und Emissionsmaxima. Folglich konnen Partikel gleicher Zusammensetzung in
unterschiedlichen Farben fluoreszieren (Abb. 3). Dieses Phanomen ist die Folge des
Groflenquantisierungseffekts.

Abbildung 3: Halbleiternanopartikel im GrofSenbereich von ca. 1.7 nm (blau) bis ca. 5 nm (rot) unter
UV-Bestrahlung 34

Die Erklarung des Grofienquantisierungseffekts kann mit Hilfe zweier Theorien
erlautert werden: , Teilchen im Kasten” und LCAO-Theorie.

2.4.1 Teilchen im Kasten

Kommt es zur Anregung eines Elektrons ¢ aus dem Valenz- in das Leitungsband,
bleibt an dessen Stelle ein Loch h* zuriick. Im Nanoteilchen konnen sich Elektron und
Loch auf Grund ihrer gegenseitigen Ladungen und der begrenzten Ausdehnung des
Kristalls nicht frei bewegen. Es kommt durch Coulomb-Wechselwirkungen zur
Ausbildung eines gebundenen Zustandes, dem sogenannten Wannier-Exziton

(Abb. 4).

Abbildung 4: Energieniveauschema eines Loch-Elektron-Paares [
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Das Exziton kann analog zu einem Wasserstoff-Atom beschrieben werden, da sich
auch hier eine negative Ladung um eine positive Ladung bewegt. Durch
Anwendung der , Effektiven-Massen-Niherung” konnen die Ruhemassen durch die
effektiven Massen von Elektron und Loch angegeben werden. Diese stellen
vereinfacht ein Maf fiir die Beweglichkeit der Ladungstrager im Kristallgitter dar.
Die Ladungstrager besitzen dabei einen mittleren Abstand, den sogenannten
Exziton-Bohr-Radius. Bei Halbleitern nimmt dieser Bohr-Radius Werte zwischen
1 nm und 50 nm an, speziell fiir CdSe-Makrokristalle betragt er 4.9 nm.

Bei den betrachteten QDs ist die Ausdehnung des Partikels kleiner als dieser Exziton-
Bohr-Radius. Die Ladungstrager erfahren die raumlichen Grenzen des Teilchens als
Potentialwdnde. Nach dem Modell des Teilchens im Kasten konnen sich die
Ladungstrager innerhalb dieser Potentialwande frei bewegen, wahrend das Potential
aufSerhalb unendlich wird.

Resultierend daraus kann die Energie des Exzitons in Abhangigkeit der
Teilchendimensionen nur diskrete Werte annehmen. Nimmt der Durchmesser des
Teilchens ab, sinkt entsprechend der Abstand der Potentialwande, folglich
verschieben sich die Energiezustande zu hoheren Werten.

Mit abnehmender Partikelgrofie vergrofiert sich somit die entsprechende Bandliicke
und ist damit keine Materialkonstante mehr. Die verschieden grofien QDs
fluoreszieren im Ergebnis bei unterschiedlichen Wellenlangen.

Eine quantitative Berechnung zur Veranderung der Bandliicke E; in Abhdngigkeit
der Kristallitgrofie erfolgt durch Anwendung der Brus-Formel (Gleichung 1).

2 L2
A= (i+ 1]— ki Gl.1

8 R \m, m, | 4-m-e-¢-R

e

mit AE  Anderung der Bandliicke in Bezug zur makrokristallinen Bandliicke

h Plancksche Konstante
m,/m, effektive Massen vom Elektron und Loch
R Radius vom Nanopartikel

gea  Dielektrizitatskonstanten vom Halbleiter und im Vakuum

Der positive Beitrag wird durch den 1. Term beschrieben mit der Abhangigkeit von
1/R?. Durch die raumliche Einschrankung wird hierbei die Vergrofierung der
Bandliicke zwischen den Energieniveaus von Elektron und Loch beschrieben.

Der 2. Term beschreibt den Beitrag der Coulomb-Wechselwirkung der
Ladungstrager. Dieser stellt die Bindungsenergie des Exzitons dar und verdndert
sich mit 1/R. Fiir kleine Werte von R hat der 1. Term einen grofieren Einfluss,
entsprechend wird die Bandliicke grofser.
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2.4.2 LCAO-Theorie

Die zweite Erklarung des Grofienquantisierungseffekts ist an die LCAO-Theorie
angelehnt. Die Nanopartikel werden als grofle Molekiile betrachtet, die mittels
jeweils N AO gleicher Symmetrie und gleicher Energie beschrieben werden konnen.
Durch Bildung von Linearkombinationen entstehen aus den N AO wiederum
N Molekiilorbitale (MO). Mit zunehmender Anzahl der AO nimmt somit auch die
Zahl der MO zu. Mit steigender Atomanzahl wird der Abstand zwischen HOMO
und LUMO kleiner. Im makrokristallinen Halbleiter gehen die MO schliefdlich in
Valenz- und Leitungsband {iiber. Die entstehenden Energiebander sind durch die
sogenannte Bandliicke voneinander getrennt.

Nanopartikel bestehen aus zahlreichen Atomen und befinden sich dabei zwischen
Molekiil und Makrokristall. Die Grofie ihrer Bandliicke ist umgekehrt proportional
zur Anzahl der Atome aus denen sie bestehen. Durch gezielte Wachstumskontrolle
von Halbleiternanopartikel, bestehend aus CdSe, CdS und ZnS, konnen Werte fiir die
Bandliicke zwischen 1.7 eV und 4 eV erhalten werden. %! Dieser Bereich entspricht
einer Wellenldnge von 400 nm bis 700 nm, also etwa dem Spektralbereich des
sichtbaren Lichts.

2.5 Optische Eigenschaften

Wie bereits erwahnt wird durch die Grofle der Nanopartikel die Lage der Bander
und die Abstinde der Energiezustande innerhalb dieser Bander verandert. Dies
spiegelt sich in den erhaltenen Absorptions- und Emissionsspektren wider.

Beim Absorptionsspektrum kommt es zur Uberlagerung der einzelnen Uberginge,
hervorgerufen durch unterschiedliche energetische Zustinde des Exzitons. Im
Bereich der Bandkanten sind diese Uberlagerungen deutlich voneinander getrennt,
dass einzelne Uberginge erkennbar werden.

Werden Halbleiternanopartikel mit monochromatischem Licht einer bestimmten
Wellenldnge bestrahlt, so wird dieses absorbiert wenn die Photonenenergie grofier
bzw. gleich der Bandliicke ist. Bei verschieden grofien Nanopartikeln verschiebt sich
entsprechend ihrer Grofie ihr erstes Absorptionsmaximum. Mit abnehmender
Partikelgrofle verschiebt sich der erste elektronische Ubergang zu hoherer Energie
bzw. kleinerer Wellenlange, folglich vergrofiert sich die Bandliicke.

Die Absorption (oder auch Extinktion bzw. optische Dichte genannt) einer Probe
entspricht dem Verhaltnis I/lo, die sogenannte Transmission.

Das Lambert-Beer'sche Gesetz (Gleichung 2) stellt die Abhdngigkeit der Intensitat
von der Probenkonzentration und der zuriickgelegten Wegstrecke dar:
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Nach erfolgter Anregung eines Elektrons entsteht ein Elektron-Loch-Paar, wobei das
Elektron in einen hoheren Energiezustand iibergeht. Es relaxiert dann zunéchst bis
zur Leitungsbandkante und fallt anschliefend wieder in einen Zustand tiefer
liegender Energie zuriick. Geschieht diese Rekombination von Loch und Elektron
strahlend, wird ein Photon mit der entsprechenden Energiedifferenz der beiden
Bandkanten abgegeben und kann vom Spektrometer detektiert werden.

Die resultierenden Emissionsmaxima sind im Vergleich zu den entsprechenden
Absorptionsbanden zu hoheren Wellenlangen verschoben.

Dieser sogenannte Stokes Shift kann mit Hilfe des Franck-Condon-Prinzip erklart
werden (Abb. 5): Es erfolgt ein elektronischer Ubergang aus dem Grundzustand in
den dariiber liegenden Schwingungszustand des angeregten elektronischen
Zustands. Auf Grund der geringeren Masse der Elektronen erfolgt dieser Ubergang
so schnell, dass die schweren Kerne nicht darauf reagieren kénnen und in ihrer
urspriinglichen Lage verharren. Folglich sind nur vertikale Uberginge moglich.
Nach strahlungsloser Desaktivierung im angeregten elektronischen Zustand kommt
es zur Rekombination der Ladungstrager und schliefSlich zur spontanen Emission
durch ein freiwerdendes Photon. Das erhaltene Emissionsspektrum ist zu hoheren
Wellenldngen und somit geringerer Energie verschoben.

alpkironisch angeragier Zustand

Vibratonszustande

~—
Kern-Koordinaten”™

Abbildung 5: Franck-Condon-Prinzip 138
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2.6 Oberflichenfehlstellen und Quantenausbeute

Durch geeignete Synthesebedingungen lassen sich die Form und Grofie der Partikel
steuern (siehe Kapitel 2.2).

Ahnlich einfache Mafinahmen sind zur Kontrolle der Fluoreszenzeigenschaften nicht
gegeben. Grund hierfiir sind die grofien Oberflaichen-zu-Volumen-Verhaltnisse der
QDs. Diese bedeutende Eigenschaft bei Nanopartikeln hat zur Folge, dass an deren
Oberflache ausgebildete Fehlstellen im Kristallgitter {iberproportional stark die
Eigenschaften der Partikel beeinflussen. Das konnen sowohl Energieniveaus fiir
Elektronen (unter der Leitungsbandkante) als auch fiir Locher (oberhalb der
Valenzbandkante) sein, die als Fallenzustiande (sogenannte ,traps”) fiir die freien
Ladungstrager fungieren konnen. Dies kann zur Folge haben, dass die durch
Photonenabsorption erzeugten Ladungstrager nicht mehr frei beweglich, sondern an
der Partikeloberflache lokalisiert sind. Es kann keine Rekombination des
Ladungstragerpaares stattfinden. Um diesen Effekt entgegen zu wirken, miissen die
Oberflachen der QDs bei der Synthese durch Stabilisatormolekiile (wie Liganden)
oder iiber ein Schalenwachstum mit einem anderen Halbleitermaterial abgesattigt
werden.

Das Vorhandensein dieser Fallenzustande beeinflusst das Fluoreszenzverhalten der
Nanopartikel erheblich. Zur Ermittlung der Fluoreszenzquantenausbeute wird das
Verhiltnis von emittierten zu absorbierten Photonen berechnet. Allerdings hat nicht
jedes absorbierte Photon ein durch Fluoreszenz emittiertes Photon zur Folge. Ein Teil
der gebildeten Exzitonen rekombiniert strahlungslos (siehe oben) und steht der
messbaren Quantenausbeute nicht mehr zur Verfiigung.

Zur relativen Bestimmung der Quantenausbeute von den in dieser Arbeit
verwendeten II-VI-Halbleiternanopartikeln wird der Referenzfarbstoff Rhodamin 6G
mit einer Quantenausbeute von 95% in Ethanol verwendet. [

Die Berechnung erfolgt unter Beriicksichtigung der Brechungsindizes der
entsprechenden Losemittel mit der Steigungsmethode mit folgender Gleichung;:

a(x) n(x)

a(ref) n’(ref)

#(x) = (ref) - GL 3

mit  @#x oder ref) Quantenausbeuten der Messprobe (x) und der Referenzprobe
(ref, hier Rhodamin 6G mit 95% in Ethanol)
a(x oder ref) lineare Steigungen aus den Auftragungen der erhaltenen
Emissionsintegralen gegen die berechneten Absorptionsintensititen der
Messprobe (x) sowie der Referenzprobe (ref)
n?(x oder ref) Brechungsindizes der Messprobe (x) und der Referenzprobe (ref)

11
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2.8 Anwendung von Nanopartikeln im Life Science-Bereich

2.8.1 Biokompatibilitat

Fir eine biologisch-orientierte Anwendung von Halbleiter-QDs miissen
entsprechende Modifizierungen an der Teilchenoberflaiche mit wasserldslichen
Liganden vorgenommen werden. [4041:4243]

Diese sollten zum einen den Verlust der Lumineszenzeigenschaften gering halten
bzw. gar nicht beeinflussen, keine Beeintrachtigung in der Stabilitdat der Nanopartikel
hervorrufen, sowie gute Zugangsmoglichkeiten fiir Kopplungsreaktionen von
Biomolekiilen gewdhren.

Zur Oberflichenmodifizierung von Nanopartikeln konnen zwei allgemeine
Mechanismen herangezogen werden (Abb. 7).

Die organischen Liganden auf den Nanopartikeln, wie z.B. TOPO oder HDA, werden
beispielsweise in einem Zweiphasensystem aus Wasser und dem organischen
Solvens gegen hydrophile Thiolatliganden ausgetauscht (A in Abb. 7). Dabei werden
kovalente Disulfid-Bindungen zwischen der Sulfid-Oberflache der Teilchen (durch
die vorhandene CdS- oder ZnS-Schicht) und den verwendeten Thiolliganden
ausgebildet. [

In dieser Arbeit wurde diese Reaktion am Beispiel des mehrzdahnigen Thiol-PEO-OH-
Liganden mit CdSe/CdS/ZnS-Partikeln durchgefiihrt (siehe Kapitel 5.2). 44!

Ein zweites Herstellungsverfahren wasserloslicher Partikel ist die Einkapselung der
QDs durch langkettige amphiphile Polymere (hier z.B. PI-b-PEO-OH/-Polystyrol,
B in Abb. 6). Dabei interagiert ein hydrophober Ligandenteil mit den organischen
Oberflachenliganden der Nanopartikel wahrend der hydrophile Teil des Polymers
die Wasserloslichkeit ermdglicht.

Im Arbeitskreis Weller wurde dazu ein spezielles Verfahren mit dem Diblock-
Copolymer PI-b-PEO entwickelt, welches mizellare Strukturen hervorbringt. Diese
Methode der Oberflachenmodifizierung soll weitaus stabilere Partikel in Wasser
bilden, als die herkdmmlichen Ligandenaustauschreaktionen. (2245461

12
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Abbildung 6: Austausch- und Einkapselungsmethoden zur Modifizierung von Nanopartikel-
Oberflachen 71

2.8.2 Ligandenaustausch von CdSe/CdS/ZnS-Nanopartikeln mit Diblock-Polymeren

Zum Transfer von organisch-16slichen Kern/Schale/Schale — CdSe/CdS/ZnS — QDs ins
wassrige Medium hat sich die Verkapselung mit dem Diblock-Copolymer-Liganden
PI-b-PEO als standardmaéfliiges Verfahren etabliert. Die entstehende mizellare
Struktur der so verkapselten Nanopartikel zeigt hervorragende Loslichkeit in
wassrigen Medien und gute Stabilititen unter verschiedenen &dufleren Einfliissen
(pH-Wert, Temperatur, Proteinzusatz). Auf die einzelnen Stabilitdtsuntersuchungen
dieses Polymersystems wird in den Kapiteln 4.2-4.5 eingegangen.
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Die Biofunktionalisierung der CdSe/CdS/ZnS-QDs erfolgt allgemein in zwei Stufen
(Abb. 7):

1. Die organischen Kern/Schale/Schale-Partikel (CdSe/CdS/ZnS) werden in den
hochsiedenden Losungsmitteln TOP/TOPO/HDA hergestellt. Diese fungieren als
Liganden auf der Oberflache der QDs. Im ersten Schritt des Ligandenaustausches
wird 2,2’-Diaminodiethylamin-block-polyisopren (PI-N3) als Passivator fiir die
sogenannten Traps-States der QDs in Chloroform eingesetzt. Dies hat durch die
zusatzliche stabilisierende Wirkung einen positiven Effekt auf die Quantenausbeute.
Zum Anderen dient das PI-N3 als eine Art ,Keimbildung” fiir die sich anschliefSende
Mizellenbildung (siehe Schritt 2). Nach Beendigung dieses Liganden-
austauschschritts wird das Losungsmittel entfernt und die nun PI-N3-stabilisierten
Nanopartikel konnen in Tetrahydrofuran (THF) tiberfiihrt werden.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung zur Verkapselung von Nanopartikeln mit dem amphiphilen
PI-b-PEO-Diblock-Copolymer 14!

2. In dem sich anschlieflenden zweiten Schritt wird nun das amphiphile Polymer
(PI-b-PEO) sowie der Radikal-Initiator Azo-bis-(isobutyronitril) (AIBN) hinzugefiigt.
Diese QD-Polymer-Losung in THF wird mittels einer Spritzenpumpe mit Wasser
vermischt und es erfolgt eine spontane Selbstassemblierung (self-assembly) vom
PI-b-PEO um die hydrophoben PI-N3 umbhiillten QDs unter Ausbildung von
Mizellen.

SchliefSlich werden die terminalen —C=C-Doppelbindungen des Poly(isopren)-Blocks
durch thermische radikalische Polymerisation vernetzt.

Da bei diesem Ligandenaustausch neben den mit QDs gefiillten Mizellen auch leere
Mizellen entstehen, miissen diese mittels eines Sucrosegradienten wieder entfernt
werden. Diese Reinigungsmethode liefert schliefilich biologisch verwertbare
wasserlosliche Nanoteilchen.
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2.8.3 Stabilitat von Nanopartikeln

Die kolloidale Stabilitit von Nanopartikeln ist zum einen von deren
Materialbeschaffenheit und Aufbau (Kern-Schale-Schale-System) bestimmt. Zum
anderen ist die Oberflachenmodifizierung von grofiter Bedeutung. Hier sollte sicher
gestellt sein, dass eine optimale Abschirmung besteht, so dass die Nanoteilchen
weder aggregieren noch ihre Fluoreszenzeigenschaften leiden. Durch Verwendung
verschiedener Ligandensysteme und —Austauschverfahren (siehe Kapitel 2.8.1 und
2.8.2), konnen somit unterschiedliche Stabilititen in biologischen Medien erhalten
werden.

Dabei sind z.B. mehrzédhnige Thiolliganden sehr stabil, welche {iber Disulfid-Briicken
an die Nanopartikeloberflache gebunden sind. Da aber in Losung ein Gleichgewicht
zwischen an der Nanopartikeloberfliche gebundenen und in der Losung
vorliegenden Liganden besteht, gibt es hier eine erhohte Angriffsmoglichkeit von
Salzen (z.B.: Borat-Salzlosung, phosphatgepufferte Salzlosung (PBS),...) oder
komplexierenden Substanzen (wie Ethylendiamintetraacetat (EDTA)). Diese fiihren
zu destabilisierenden Effekten fiir das gesamte Nanopartikel-Liganden-System,
indem sie die Bindungseigenschaften der Oberflachenliganden negativ beeinflussen.
Abb. 8 zeigt verschiedene Bindungsmoglichkeiten von Liganden auf der
Nanopartikeloberflache. Diese konnen koordinativ oder iiber van-der-Waals-Krafte
gebunden sein.

A)

i

Coordinate Bonding van der Waals interactions

Coordinate Bonding

van der Waals interactions

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Bindungseigenschaften von Liganden auf der
Nanopartikel-Oberflache 14
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Gerade in stark verdiinnten Losungen tritt Aggregation der Nanoteilchen auf. Das
Gleichgewicht zwischen gebundenen und freien Liganden ist dabei stark zu den sich
in Losung befindenden Liganden. Hier hilft ein mehrzdhniger Ligand, da die
Wahrscheinlichkeit dass beide Bindungsgruppen gleichzeitig abgehen gegentiber
den Liganden mit nur einer Bindungseinheit verringert ist.

Ein weiterer grofier Vorteil der Teilchen mit mehrzdahnigen Thiolliganden ist die
kleine Partikelgrofie, gemessen am hydrodynamischen Durchmesser. Meist betragt
er bei kurzkettigen Polymeren (M~1000 g/mol) um die 10 nm bis 20 nm.

Die Verwendung von Diblock-Polymeren oder Dendrimeren ergeben stabile
Mizellen, welche allerdings einen wesentlich grofleren hydrodynamischen
Durchmesser von 35 bis 60 nm aufweisen. Auch hier sind destabilisierende Effekte
durch Salze und Komplexe zu verzeichnen. Die dadurch bedingten Einfliisse auf die
Ligandenhtille verdndern die optischen Eigenschaften sowie die Quantenausbeute
der Nanopartikel. Die Absorptionsspektren zeigen so zum Beispiel mehr oder
weniger stark ausgepragte Streuung, wahrend Emissionsspektren einen
Intensitatsverlust aufweisen.

Die sich ergebenden hydrodynamischen Durchmesser lassen auf eine Aggregation
der Partikel schliefSen.

Unabhéngig davon, welches Ligandensystem fiir die Oberflaichenmodifizierung der
Partikel verwendet wird, konnen kleinste Ionen die Oberflache der Partikel erreichen
und sie destabilisieren. So haben speziell Interaktionen mit Protonen aus sauren
Losungen und Sauerstoffradikale oxidierender Substanzen Veranderungen der
optischen Eigenschaften zur Folge und verursachen hohe Quantenausbeuteverluste.
[50,51,52,53]

Die Stabilitit der QDs gegeniiber diversen pH-Einfliissen stellt hinsichtlich
biologischer Anwendungen einen wichtigen Aspekt dar. Der menschliche
Organismus ist sehr komplex und deckt einen Grofsteil der pH-Wert-Skala ab.
Waihrend es im Blut neutrale pH-Werte bei 7.0 bis 7.4 existieren, variieren diese im
Magen bei sauren Werten um 1.0 bis 3.5 sowie im Pankreas mit 8.0 bis 8.3
(sieche Abb. 9). 1%l Der Einfluss der biologischen Stabilitit bei verschiedenen
pH-Werten auf die Nanopartikel wird in dieser Arbeit hinreichend untersucht.
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Abbildung 9: Ubersicht der verschiedenen pH-Wert-Bereiche im menschlichen Organismus. [103]

In den Abb. 10 und 11 sind Messkiivetten von Dot/Rods in diversen Losungsmitteln
nach unterschiedlicher Lagerungsdauer (unter Bestrahlung mit UV-Licht) dargestellt.
Hier werden die erwahnten Einfliisse von Salzen, Protonen und Sauerstoffradikalen
auf das Nanopartikel-Liganden-System deutlich, in Form von Aggregation der
Teilchen (PBS pH 11 sowie Na-Azid-PBS) und Abnahme der Fluoreszenz und somit
der Quantenausbeute.

Abbildung 10: Agglomerationseffekte durch Einfliisse von Protonen und Salze der Pufferlosungen
bei CdSe/CdS-PI-b-PEO-OH (Dot/Rods) in PBS pH 11 und Na-Azid-Puffer nach 6
Monaten Lagerung (rechtes Bild) im Vergleich zu Beginn der Stabilitdtsstudie in den
untersuchten Medien (linkes Bild)
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Abbildung 11:

links: Aufnahme von CdSe/CdS/ZnS-(SH)-PEO-OH-QDs mit dem mehrzdhnigen
Thiol-Liganden in 1%iger H20:-Losung unter UV-Bestrahlung. Nach bereits einer
Stunde sind die Nanopartikel in 1%iger H2O2>-Losung vollstdndig aufgelost. Es ist
keine Fluoreszenz mehr messbar. rechts: Aufnahme auf CdSe/CdS-PI-b-PEO-OH
(Dot/Rods) in 1%iger H202-Losung unter UV-Bestrahlung. Hier ist eine
kontinuierliche Abnahme der Fluoreszenz und somit auch der Quantenausbeute zu
sehen. Nach 24 Stunden ist auch dieses Partikelsystem vollstandig zerstort.

2.8.4 Aufnahme von Nanopartikeln in Zellen

Transportprinzip

Die Aufnahme von Nanopartikeln in Zellen, z.B. fiir Markierungsstudien, kann
durch Rezeptor-vermittelnde Endozytose erfolgen. Auf der Zellmembran befinden
sich verschiedenste Arten von Rezeptoren, die aufierzellulare Bindungsreaktionen
mit Liganden eingehen. Das heifit, die Nanopartikel miissen mit entsprechenden
funktionalisierten Oberflachenliganden modifiziert sein, um von den Rezeptoren
erkannt und schliefdlich spezifisch gebunden zu werden. 5

In Abb. 12

wird die Aufnahme von Nanopartikeln durch einen oder mehrere

endozytotische Wege verdeutlicht.

Abbildung 12:

Clathrin-beschichtetes Vesikel Pinozytose Caveola

| |

© =100-150nm @ 50-100nm

Phagozytose

abhéngige
Mechanismen?

Aufnahme- und Transportmechanismen von Nanopartikeln in Zellen. (53]
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Sie durchqueren in Vesikeln das endolysomale Netzwerk mit Hilfe von Proteinen
und Zellorganellen. Durch die Vesikel gelangen die Nanoteilchen in die Endosomen
oder sie werden durch die Plasmamembran zuriick an die Zelloberflache
transportiert. Aus den Endosomen konnen sich enzymatisch Lysosomen bilden.
Damit die Partikel ins Zytoplasma oder in den Zellkern gelangen, miissen sie das
endolysomale Netzwerk verlassen und das Zytoplasma durchqueren. 5!

Eine weitere Moglichkeit ist die ,Diffusion” durch die Plasmamembran, die
sogenannte adhasive Interaktion. !

Oberflichenprinzip

Beim Vergleich grofie mit kleinen Partikeln unterscheiden die sich nicht nur in ihrem
Durchmesser, sondern sehr stark in dem Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis.
Kleinere Partikel verursachen schnellere Reaktionen in den Zellen, auf Grund ihrer
hoheren Anzahl an reaktiven Atomen auf ihrer Oberflache. Dies verstarkt sowohl
positive (z.B. Transport von Therapeutika) als auch negative Wirkungen
(z.B. Protein-Bindung). 1%l

Fluoreszierende Halbleiter-QDs sind besonders interessant fiir biologische
Markierungen von Zellen oder Tumorgewebe. Typischerweise sind sie je nach
Oberflachenstrukturierung bzw. Ligandenfunktionalitdt bis zu 100 nm grof3. Bei den
CdSe-haltigen-Partikeln bestehen die Kerne aus dem toxisch wirkenden Cadmium.
Ein bedeutender Faktor der Nanotoxizitiat besteht in der Stabilitat der Partikel. Um
die Toxizitat zu reduzieren, miissen die Teilchen entsprechend stabilisiert werden.
Dies wird durch das Aufwachsen von Hiillen (hier z.B. CdS und ZnS) sowie durch
entsprechende Oberflichenmodifizierungen durch biokompatible Liganden erreicht.

2.8.5 Toxizitat von Halbleiternanopartikeln

Mittlerweile gibt es einen weiten Anwendungsbereich fiir Nanopartikel. Somit ist
auch fiir jeden Menschen, fiir Tiere und Umwelt ein gewisser Expositionsgrad
gegeben. Da diese Kleinstteilchen nicht unmittelbar augenscheinlich auffallen, muss
aus gegebenem Interesse fiir eine nicht-gesundheitsschadliche Aufnahme gesorgt
Werden. [57,58,59,60]

Es sind diverse Aufnahmewege in den menschlichen Organismus von Nanopartikeln
moglich (Abb. 13). 162 Die QDs konnen je nach Anwendung oder Handhabung tiber
die Lunge, die Haut, die Schleimhaute der Atemwege bis ins Blut gelangen oder
intravenos die Blut-Hirnschranke und Plazenta passieren.
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Aufnahme Deposition Injektion Inhalation Ingestion
[ Magen-
|
| P o
l e
Lymphsystem [“~ | s ZNS | PNS o
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Abbildung 13: Schematische Darstellung iiber nachgewiesene (durchzogene Pfeile) und
mogliche (gestrichelte Pfeile) Transportwege von Nanoteilchen in den menschlichen
Organismus (63l

Es konnen verschiedene Lungen-, Herz-Kreislauf- und Nervensystemerkrankungen
ausgelost werden. Demnach ist es von grofiter Bedeutung die biologische Wirkung
synthetischer Nanopartikel zu untersuchen.

Ein genauer Wirkmechanismus von der Vielzahl an Nanomaterialien ist allerdings
noch nicht verstanden.

Bei den Halbleiternanopartikeln wird die Zelltoxizitat durch zwei Mechanismen
hervorgerufen.

Ein Hauptaspekt ist die Bildung freier Sauerstoffradikale (ROS - reactive oxygen
species; Superoxidanionradikal und Hydroxylradikal). Diese Radikale konnen in
grofsen Mengen unkontrolliert mit Zellkomponenten, wie z.B. Lipiden, Proteinen
oder der DNA interagieren. Folglich kommt es zur Schadigung oder sogar zum Tod
der Zelle. Folgende Ursachen zur Bildung von ROS sind bekannt: Zum einen
entstehen die Radikale direkt an der Nanopartikeloberfliche unter Bestrahlung der
Teilchen mit UV-Licht. Auch die katalytische Wirkung von Ubergangsmetallen hat
die Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen zur Folge (Abb. 14). Schliefslich
konnen nanogeschadigte Mitochondrien das Gleichgewicht der Atmungskette storen
und selbst die Zellen produzieren durch aktivierte Makrophagen oder Neutrophilen
ROS oder RNS (Stickstoffradikale). Die Radikale verursachen
Entzlindungsreaktionen, die im schlimmsten Fall eine Reaktion der Radikale mit
Makromolekiilen der Zelle mit sich fiihrt. Folglich versagt das Abwehrsystem von
Zelle und Gewebe.

Zum anderen kann Zelltoxizitdt durch die Freisetzung freier Cadmiumionen in
Losung ausgelost werden. Cadmium wirkt sich kanzerogen auf Lunge, Haut und
zum Beispiel Knochen aus und gilt als fruchtschadigend. (64
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+Cd?* + SeO,

Abbildung 14: Freisetzungsmoglichkeiten von Cadmiumionen durch oxidierende Reagenzien und
UV-Einwirkung (64

Durch den Einfluss von toxischen Reagenzien verandert sich unter anderem optisch
die Morphologie der Zellen.

Dies ist am Beispiel der humanen Lungenkrebszelllinie A549 dargestellt (Abb. 15).
Waéhrend im linken Bild intakte Zellen dargestellt sind, zeigt die rechte Aufnahme
kugelformige abgestorbene Zellen durch die toxische Wirkung von CdCl..

Abbildung 15: Mikroskopische Aufnahmen von intakten A549-Zellen (linkes Foto) und von
geschéddigten Zellen (rechtes Foto), hervorgerufen hier durch 250 uM CdCl:
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2.8.5.1 WST-8 Assay

Es sind mittlerweile verschiedene Assays zur Toxizitdtsuntersuchung etabliert
WOrden. [65,66,67,68,69,70]

Die Beurteilung lebender Zellen wird mittels des Tetrazoliumsalzes WST-8
(water soluble tetrazolium) in Verbindung mit einem Elektronenvermittler,
1-Methoxy-PMS durchgefiihrt (Abb. 16). "1

Fiir die Studien in dieser Arbeit wurde dieses Assay auf die humane
Lungenkrebszelllinie A549 angewendet. Das 1-Methoxy-PMS befindet sich auf der
Zellmembran und reagiert direkt mit dem NADH (nicotineamido adenine dinucleotide
reduzierte Form) oder NADPH (nicotineamido adenine dinucleotide phosphate reduzierte
Form). Diese beiden Formen entstehen durch Dehydrogenasereaktionen von
Enzymen aus NAD+ und NADP+. Das wasserlosliche farblose Tetrazoliumsalz wird
schliefSlich durch Dehydrogenase zum gelb-orangefarbenen Formazan mit einem bei
460 nm detektierbaren Absorptionsmaximum reduziert. Hieraus ldsst sich die
Konzentration des Farbstoffes ermitteln. Die gemessene Intensitdat ist hierbei
proportional zur Anzahl der lebenden Zellen. [

E 7 ON_ = SO3
ON._- SOy j H N
E\.’~ ’N\ ’Q E, b
T L N=N SOy
N=N SO; Na* - = s
3
oo =
O:N \ ON  wsT-8 Formazan
L WST-8 H OCH, orange dye
slightly yellow 2 N
;1 ,,J CL
N

CH3 1-Methoxy PMS

NADH, NADPH

I
| ] dehydrogenase

\ NAD NADP

Abbildung 16: Mechanismus zur Darstellung vom WST-8 Formazan aus WST-8 einer intakten
Zelle 73]
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2.9 Staudinger Ligation

Biokonjugationsmethoden = zur  Kniipfung  kovalenter = Bindungen  von
Markierungsmolekiilen an diversen Biomolekiilen werden immer bedeutsamer und
entsprechend erforscht. In vitro konnen unter physiologischen Bedingungen mit
unterschiedlichen Kopplungsstrategien z.B. Proteine, Glycane oder DNA so
modifiziert werden, dass diese zur Markierung von Zelloberflichen und
Immobilisierung von Proteinen dienen.

Zur Synthese solcher Biokonjugate werden beispielsweise die Thiol-Maleimid- oder
die Amin-aktivierte Esterkopplung angewandt. Diese Konjugationsarten konnen
allerdings nicht in vivo durchgefithrt werden, auf Grund konkurrierender
Nukleophile und Elektrophile, die an den Biomolekiilen vorhanden sind. Um
trotzdem in  vivo-Markierungen  durchzufithren, wurden ortsspezifische
Konjugationsmethoden in einer natiirlichen Umgebung entwickelt. Fiir diese
sogenannten bioorthogonalen Konjugationen werden spezifisch reagierende
funktionelle Gruppen, die nicht in biologischen Systemen vorkommen verwendet. 74!
Eine der am  hdufigsten genutzten Funktionalititen fiir  derartige
Konjugationreaktionen ist die Azidgruppe, weil sie unter Abspaltung von Stickstoff
gezielt aktivierbar ist. Fiir erfolgreiche Konjugationen macht sich neben der
»Sharpless-Huisgen-Click-Chemie” die hier sogenannte Staudinger Ligation diese
Azid-Funktionalitit zu nutze. Bei dieser Reaktionsmethode reagiert ein Azid mit
einem Phosphanreagenz zu einer stabilen Amidbindung.

Bertozzi et al. fanden erstmals heraus, dass die Staudinger-Reaktion als
chemoselektive, bioorthogonale Reaktion in der Glycobiologie angewandt werden
kann. 1 Es konnten erfolgreich Markierungsexperimente von azidmodifiziertem
Glycan mit einem fluorogenen Phosphanreagenz in Zelloberflichen durchgefiihrt
werden. 74

Die Ligation kann je nach Wahl des Phosphanreagenzes und Reaktionsbedingung
nicht spurlos (nach Bertozzi et al.) oder spurlos (nach Raines et al. und Bertozzi et al.)
ablaufen. 74767778791 Im Folgenden sind beide Mechanismen kurz erlautert.

2.9.1 Nicht spurlose Staudinger Ligation

Bei der hier sogenannten nicht spurlosen Staudinger Ligation reagieren ein Phosphan
und ein Azid in Wasser unter milden Bedingungen quantitativ schrittweise zum
stabilen Amid. Damit das dabei entstehende Aza-Ylid nicht zu einem primaren Amin
und dem zugehorigen Phosphanoxid hydrolysiert, ist das Phosphanreagenz mit
einer intramolekularen elektrophilen Gruppe versehen. Durch intramolekulare
Cyclisierung wird das nukleophile Aza-Ylid-Intermediat abgefangen. Am
Schliisselschritt der Staudinger Ligation ist vermutlich das in Abb. 17 gezeigte
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Intermediat ¢ beteiligt. Bei dem entstehenden Phosphanoxid e stammt das
Sauerstoffatom von einem Wassermolekiil. °!

Bei dieser Staudinger Ligation reagiert die nukleophile Polymer-Phosphan-Einheit a
mit dem elektrophilen Stickstoff des Zuckerazids b unter Abspaltung von Stickstoff
(1). Dabei kommt es zur intramolekularen Cyclisierung (2). Unter Einwirkung von
Wasser wird Methanol frei und es entsteht das gekoppelte Zucker-Polymer-Molekiil
mit der Phosphanoxid-Einheit e (3), welche als ,Spur” der Reaktion im Konjugat
verbleibt.

O O
H,CO 72 g/ Polymer + Zucker/N\\lct)I\\

Q
R N
ol "
a 1| Ny
@] O Q O
N N Polymer H,CO NG Polymer
¢ PPh, H Q.LPh,
Zucker  OCH, | ®
d Zucker
+ H,0
3 2
-CH,OH
O O
- Polymer

Abbildung 17: Schematische Darstellung zum Mechanismus der nicht spurlosen Staudinger Ligation
anhand eines gekoppelten aminfunktionalisierten Polymers mit einem Azido-Zucker.
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2.9.2 Spurlose Staudinger Ligation

Die spurlose Staudinger Ligation wurde zur Bildung nativer Amid-Bindungen
entwickelt, ohne dass eine ,Spur” des Phosphan-Kopplungsreagenzes im Konjugat
zurlickbleibt. Diese Reaktion eignet sich daher unter anderem zur
(racemisierungsfreien) Kniipfung von Peptidfragmenten zu Proteinen. "4

Sie verlauft allgemein in drei Schritten. Der Azido-Zucker b koordiniert zunachst
tiber ein Stickstoffatom an die Phosphoreinheit des Polymers a unter Ausbildung
eines Iminophosphorans ¢ (Abb. 18) (1). Durch die aktivierte Thioesterfunktion
kommt es durch das nukleophile Stickstoffatom des Azido-Zuckers zur
intramolekularen Umlagerung zum Amidophosphonium-Salz d (2). Im letzten
Schritt wird durch Hydrolyse das entstehende Phosphanoxid f eliminiert und es
entsteht {iber Ausbildung einer stabilen Amidbindung das gewtinschte Produkt e (3).

)?\ /O + ook &
Polymer s >p X Ng

. b

o

@) Zucker

X/ 9. "
P

Polymer N 2 QN

‘ - Polymer S ‘@
@ PPh, K, N_
S

d %) Zucker
c

3| +H,O

O
| Zucker HS
3o

H

Polymer

Abbildung 18: Schematische Darstellung der spurlosen Staudinger Ligation nach Raines
1: Kopplung des aktivierten Thioesters (a) mit einem Azidozucker (b) unter Bildung
eines Iminophosphorans (c); 2: Intramolekulare Umlagerung des Iminophosphorans
(¢) zum Amidophosphonium-Salz (d); 3: Hydrolyse von (d); Eliminierung des
Phosphanoxids (f) vom Endprodukt (e) 152
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3 Zielsetzung

Der erste Teil dieser Studienarbeit befasst sich mit der Untersuchung diverser
Nanopartikelsysteme hinsichtlich ihrer Stabilititen und toxischen Eigenschaften in
Abhangigkeit ihrer Teilchen- und Ligandenbeschaffenheit.

Bei allen verwendeten Partikelsystemen handelt es sich um fluoreszierende
II-VI-CdSe-Halbleiter. Sie unterscheiden sich durch den am Kern anschlieSenden
Schalensystem (CdS, CdS/ZnS, ZnCdS/ZnS oder ZnS) in der Form (spharisch oder
elongiert) oder Grofie sowie in der Ligandenbeschaffenheit zum Wassertransfer.

Es werden spharische Kern/Schale- (CdSe/ZnS von der Firma Ocean Nano Tech) und
Kern/Schale/Schale-Partikel (CdSe/CdS/ZnS von der CAN GmbH und aus dem
Arbeitskreis  Weller der Universitit Hamburg), elongierte Kern/Schale-Teilchen
(CdSe/CdS-Dot/Rods von der CAN GmbH) sowie gemischte Partikelsysteme
(sphdrische und elongierte CdSe/ZnS-QDs der Firma life technologies™) sowie
Kern/Alloy-Nanoteilchen hergestellt im kontinuierlichen Fluss (CdSe/ZnCdS/ZnS
von der CAN GmbH) auf Stabilitat und Toxizitat untersucht und verglichen.

Der zweite Part in dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Biokonjugation von
Biomolekiilen  (hier speziell 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosylazid,
1-Azido-1-deoxy-B-D-galactopyranosid  sowie  6-Azido-6-deoxy-D-glucose) an
ausgewahlten QDs der Stabilitdtsreihe. Dazu wurden Studien zur nicht spurlosen
sowie zur spurlosen Staudinger Ligation durchgefiithrt. Zundchst wurden
Modellreaktionen an giinstigeren und kiirzeren Polymeren bewertend untersucht.
Im Anschluss wurden die Reaktionsbedingungen auf die im Arbeitskreis Weller
synthetisierten Diblock-Copolymere iibertragen. SchlieSlich konnte an ausgewéahlten
Nanopartikel-Systemen Konjugationsreaktionen mit den oben genannten Azido-
Zuckern durchgefiihrt werden.

Abschlieffende Untersuchungen wurden zu den Zellaufnahme-Studien der
modifizierten Nanopartikel gemacht. Hierzu sollten die spezifischen Affinitaten der
mit Galactose konjugierten Teilchen an die Leberzelllinie Hep-G2 iiber den ASGP-
Rezeptor aufgezeigt werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Teil I

4.1 Partikelsysteme

Fiir die Stabilitatsuntersuchungen wurden sieben Nanopartikelsysteme ausgewahlt.
Um einen Uberblick zur Partikelform und Einheitlichkeit zu bekommen, wurden
Aufnahmen mit einem Transmissionselektronenmikroskop aufgenommen und in
Abb. 19 dargestellt.

Abbildung 19: TEM-Aufnahmen der in Wasser gelosten Nanopartikel, die im Hinblick auf ihrer Stabilitét in
verschiedenen biologischen Medien untersucht und verglichen wurden. (a) CdSe/CdS/ZnS-PI-b-
PEO-OH, (b) CdSe/CdS-PI-b-PEO-OH, (c) CdSe/ZnCdS/ZnS-PI-b-PEO-OH, (d) CdSe/CdS/ZnS-
PI-b-PEO-OH-Polystyrol, (e) CdSe/CdS/ZnS-(SH)s-PEO-OH, (f) CdSe/ZnS mit Amino (PEG) von
life technologies™, (g) CdSe/ZnS/ODA/APM/PEG-NH: von Ocean Nano Tech.
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Alle hier untersuchten Nanopartikel wiesen eine gute Kristallinitat auf.

Die dargestellten Partikel a, b und ¢ in der Abb. 19 wurden von der CAN GmbH zur
Verfiigung gestellt.

Die sphdrischen CdSe/CdS/ZnS-QDs a und elongierten CdSe/CdS-QDRs b wurden
im Kolben hergestellt, wahrend das Partikelsystem CdSe/ZnCdS/ZnS ¢ (nachfolgend
als Reaktorpartikel bezeichnet) im kontinuierlichen Fluss synthetisiert wurde. Alle
drei hydrophoben Partikelsysteme wurden mit derselben Ligandenhiille, dem
Diblock-Copolymer PI-b-PEO-OH, versehen wund bildeten auf Grund der
Polymerverkapselung hydrophile, mizellare Strukturen aus (Abb. 20 und 21).

Die sphdrischen QDs a und ¢ wiesen unterschiedlich ausgepragte
Groflenverteilungen aus. Die Reaktorpartikel waren hinsichtlich ihrer Grofie nicht
einheitlich. Durch gezielte grofienselektive Fallungsmethoden kann eine Abtrennung
kleiner Partikel von den grofien erfolgen. Zukiinftig sollte dieser Schritt schon bei der
Reinigung der organischen Kerne durchgefiihrt werden. Folglich konnte dann ein
gleichmafliges Schalenwachstum gewahrleistet werden.

Die Abbildung b zeigt nahezu gleichméfiig grofie Nanostdbchen mit einer Lange von
etwa 19 nm und einem aspect ratio von 3.5 bis 4.

Die beiden Teilchensysteme d und e sind in der Universitat Hamburg im Arbeitskreis
von Prof. Horst Weller entwickelt worden. Bei beiden handelt es sich um dieselben
hydrophoben spharischen Ausgangspartikel, die bereits zur Darstellung der
QDs-PI-b-PEO-OH a verwendet wurden. Wahrend die Partikel d um die bestehende
PI-b-PEO-OH-Ligandenhiille eine zusatzlich stabilisierende Polystyrol-Schicht
enthielt, wurden die QDs e durch Ligandenaustausch mit dem mehrzdhnigen
Thiolliganden  (SH):-PEO-OH ins Wasser tberfithrt (Abb. 20). Diese
Ligandenaustausch-Reaktion erfolgte in dieser Arbeit in abgewandelter Form nach
der entwickelten Arbeitsvorschrift von Dr. Marc Thiry (siehe Kapitel 5.2). % Auch
diese beiden Partikelsysteme zeigten Uneinheitlichkeiten hinsichtlich ihrer
Teilchengrofse, die in zukiinftige Arbeiten durch grofienselektive Reinigung beseitigt
werden konnen.

Die letzten beiden zu untersuchenden Partikelsysteme wurden von life technologies™
f (Qdot® 605 ITK™ Amino (PEG) Quantum Dots) und Ocean Nano Tech g (QSA-600-10)
kommerziell erworben. Laut Datenblatter handelte es sich um CdSe/ZnS-Quantum
Dots, die ein aminfunktionalisiertes Polyethylenglycol (PEG) als hydrophiles
Ligandensystem enthielten (Abb. 20 und 21). Die TEM-Aufnahmen zeigten bei den
life technologies™-Teilchen eine Mischung aus unterschiedlich grofien Dots und Rods
f. Die Partikel von Ocean Nano Tech waren recht gleichmafiig und ausschliefdlich
spharisch.

Alle Partikelsysteme besitzen eine funktionelle Gruppe (Hydroxy oder Amin) mit
der anschlieflend Kopplungsreaktionen durchgefiihrt werden kénnen. Auf Grund
biologischer Anwendungsmoglichkeiten, werden diese Teilchen speziell in solchen
Medien auf Stabilitdt untersucht. Da diese Nanopartikel untereinander vergleichbar
sein sollten, sind dhnliche Emissionswellenlangen und optische Dichten im
entsprechenden Absorptionswellenldngenbereich Voraussetzung. Alle

28



4 Ergebnisse und Diskussion

Partikelsysteme wurden unter gleichen Bedingungen in biologisch relevanten
Medien spektroskopisch vermessen und im Hinblick auf Langzeit- und
Kurzzeitstudien = miteinander  verglichen. Die Messungen erfolgten in
Quarzglaskiivetten in regelmafliigen Abstanden iiber einen Zeitraum von 24 Stunden
(in EDTA, Glutaral, H202 und Triton X-100) von einer Woche (in Zellmedien) und
von einem halben Jahr (in pH- und salzabhidngigen Losungen). Fiir die
Untersuchung der Langzeitstabilitaiten wurden die Nanopartikel in Reinstwasser, in
PBS mit unterschiedlichen pH-Werten (3, 7 und 11), in Borat-Puffer- sowie in
Natriumazid-PBS-Losung gelagert.

Fiir Kurzzeitstabilititen wurden zum einen Ndhrmedien mit entsprechenden
Protein-Zusatzen fiir Zellen verwendet:

® Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES),

e DMEM mit 10% Fetalem Kalberserum (FCS),

e PBS mit 10% FCS und

e PBS mit 1% Bovines Serumalbumin (BSA).

Zum anderen wurden diverse Einfliisse auf Nanopartikel durch Salze oder
Oxidationsmittel, die in Kopplungsreaktionen oder Zelluntersuchungen stattfinden
konnen untersucht:

e 10mM EDTA (fiir biologische und chemische Anwendungen als Bestandteil
von TAE- und TBE-Puffer fiir Gel-Elektrophoresen, z.B. zur Trennung von
DNA-Fragmenten),

e 5% Glutaral (zur Fixierung von Gewebe fiir Licht- und Elektronen-
mikroskopie),

e 1% H20: (zur Herbeifithrung von programmierten Zelltod, sowie Interesse der
oxidierenden Wirkung auf Nanopartikel),

e 5% Triton X-100 (Anwendung in der Biochemie zum Herauslosen von
Membranproteinen aus Membranen)

Dazu wurde zundchst die OD aller Nanopartikel-Losungen in ihrem jeweiligen
Absorptionsmaximum auf einen Wert von 0.05 eingestellt. Ein wichtiges Mafs fiir die
Stabilitat von Nanopartikeln ist die deutlich messbare Veranderung/Verminderung
der Quantenausbeute. Diese wurde gegen den Referenzfarbstoff Rhodamin 6G mit
Hilfe der Steigungsmethoden-Berechnung ermittelt. Die Absorptionsmaxima der
Nanopartikelsysteme a, d, e, und f liegen in wassriger Losung bei 585 nm (Abb. 20).
Daraus lasst sich auf ein dhnliches Syntheseverfahren der Partikel schlieflen. Die
Teilchensysteme a, d und e entstammen denselben hydrophoben Partikeln, die
mittels der hot-injection-Methode hergestellt wurden. Die kommerziellen
Nanoteilchen von Ocean Nano Tech f sind offenbar auf gleicher Weise synthetisiert
worden. Aus den vorliegenden Datenbldttern konnten keine Riickschliisse auf das
Syntheseverfahren gemacht werden. Die Oberflichenhiille besteht aus einer
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Monolage eines amphiphilen Polymers und einer Monolage Polyethylenglycol. !
Diese Angaben wurden jedoch nicht weiter spezifiziert.

Die Emissionsmaxima dieser Partikelsysteme befanden sich bei 600 nm +/- 3 nm Die
resultierenden Stokes Shifts lagen folglich bei 17 nm bzw. 13 nm fiir die Ocean Nano
Tech-Partikel.
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Abbildung 20: Absorptions- und Emissionsspektren der Partikelsysteme a, d, e und f in Wasser
sowie die schematische Darstellung der Partikel-Ligandensysteme.
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Die Partikelsysteme b, ¢ und g wurden durch andere Synthesemethoden dargestellt.
Die Teilchen ¢ wurden in einer kontinuierlichen Flusssynthese im Reaktor produziert
und absorbieren bei 546 nm (Abb. 21). Die Dot-Rods b sowie die kommerziellen
Partikel von life technologies™ g (gemischt aus Dots und Rods) wiesen ihre
Absorptionsmaxima bei 576 nm und 601 nm auf. Durch Wahl des Schalenmaterials
und geeigneter Reaktionsbedingungen konnten stdbchenformige Partikel erhalten
werden (Teilchensystem b). Das Datenblatt des Partikelsystems von
life technologies™ zeigte keine Hinweise auf das Syntheseverfahren und den
verwendeten hydrophilen Liganden auf (Abb. 20).

Die Reaktorpartikel ¢ emittieren bei 561 nm und waren somit die kleinsten Teilchen
in dieser Vergleichsreihe, die unter UV-Bestrahlung griin lumineszierten. Die
Dot-Rods b emittieren bei 586 nm und die hierzu vergleichbaren Partikel von
life technologies™ g besafien ihr Emissionsmaximum bei 606 nm. Auffallig waren bei
diesen beiden Systemen die deutlich geringeren Stokes-Verschiebungen mit 10 nm
und 5 nm im Vergleich zu den spharischen Partikeln.
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Abbildung 21: Absorptions- und Emissionsspektren der Partikelsysteme b, c und g in Wasser,
sowie die schematische Darstellung der Partikel-Ligandensysteme
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Auch bei den Halbwertsbreiten (HWB) (half width at half maximum HWHM und full
width at half maximum FWHM) gab es ahnliche Abweichungen in den gemessenen
Werten. Diese wurden durch das verwendete Material und die Dicke der auf den
CdSe-Kernen wachsenden anorganischen Hiille bestimmt. Bei allen Partikeln
wurden Cadmium, Schwefel und Zink zum Schalenaufbau verwendet. Durch Art
der Zusammensetzung und Menge der verwendeten Hiillmaterialien entstanden die
charakteristischen Verldufe und das Aussehen der aufgenommenen Absorptions-
und Emissionsspektren. Wahrend die Nanopartikel von life technologies™ g schmale
HWB in ihrer jeweiligen Absorption und Emission aufwiesen, zeigten die iibrigen
Partikelsysteme vergleichend breite Spektren. Besonders abweichend war die
spektroskopische Darstellung der Reaktorpartikel. Hier wurde auf das Kernmaterial
eine Alloy-Schale aus ZnCdS/ZnS aufgewachsen, wahrend bei den iibrigen Partikeln
CdS/ZnS-Schalen sowie bei den kommerziellen Teilchen von Ocean Nano Tech- und
life technologies™ eine ZnS-Hiille synthetisiert wurde.

Ein weiteres charakteristisches Merkmal beziiglich der Nanopartikelgrofie ist die
Angabe der Ergebnisse aus den Messungen der Dynamischen Lichtstreuung (DLS).
Hier wurde der hydrodynamische Durchmesser auf Grundlage der bei der Messung
gezdhlten Partikel angegeben. Bei den mizellaren Partikelsystemen (a bis d) betrug
die durchschnittliche Grofie in Wasser 30-70 nm. Die Nanoteilchen mit dem Diblock-
Copolymer PI-b-PEO-OH sind dabei mit 25 nm bis 43 nm deutlich kleiner, als die
Mizellen, die mit einer zusatzlichen Polystyrolschicht versehen wurden. Hier
wurden Durchmesser bis zu 70 nm detektiert.

Zuletzt wurde eine Aussage iiber die Quantenausbeute der verschiedenen Partikel
gegeben. Hier wurde ein grofierer Einfluss durch die verwendeten Partikelarten als
durch die diversen Ligandensysteme deutlich. Wahrend die stdbchenférmigen
Nanoteilchen b und g die hochsten Quantenausbeuten mit 54% und 49% besafsen,
hatten die Partikel d, die durch eine zuséatzliche Polymerhiille stabilisiert waren, mit
16% die geringsten Lumineszenzeigenschaften. Die iibrigen Nanopartikel besafsen
Quantenausbeuten von 24% bis 29%.

Bei den nachfolgenden Stabilititsuntersuchungen wurden speziell die
Veranderungen der Quantenausbeuten, der hydrodynamischen Durchmesser und
auffdlliger Verschiebungen in den Absorptions- und Emissionsspektren begutachtet
und bewertet. Dabei wurden die sieben Partikelsysteme hinsichtlich dieser
Eigenschaften miteinander verglichen und pragnante Auffalligkeiten veranschaulicht
und beurteilt.

Zusammenfassend ist in Tabelle 1 eine vergleichende Ubersicht der bedeutendsten
Qualitatsmerkmale der untersuchten Partikelsysteme dargestellt.
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Tabelle 1: Ubersicht der untersuchten Nanopartikel im Vergleich ihrer Stabilititseigen-
schaften zu Beginn der Studie

f

a b c d € Ocean &
CAN GmbH CAN CAN GmbH Universitit Universitit Nano life .
GmbH Hamburg Hamburg Tech technologies™
QD/DR- QD- QD-
QD- QD- QD- QD-
PI-b-PEO- PI-b-PEO-OH- (SH)3-PEO-
PI-b-PEO-OH OH PI-b-PEO-OH PS OH PEG-NH:2 PEG-NH:
CdSe/CdS/ZnS CdSe/CdS CdSe/ZnCdS/ZnS CdSe/CdS/ZnS (CdSe/CdS/ZnS CdSe/ZnS CdSe/ZnS
Partikel
dots dot/rods dots (Reaktor) dots dots dots dots+rods
Polymer/ oy ppo.on PHPPEO- by ppo.on PROPEO-OH- (SHRPEO- fpe N, PEG-NHR
Ligand OH Polystyrol OH
Abswax 586 576 546 586 585 584 601
[nm]
Emae 603 586 561 603 602 597 606
[nm]
Stokes
Shift 17 10 15 17 17 13 5
[nm]
HWHM 19 15 24 22 18 15 10
[nm]
FWHM 28 29 38 29 28 28 21
[nm]
DLSwunter 32-43 33-38 25-34 61-70 10-14 14-16 11-12
[nm]
Quanten-
24% 54% 26% 16% 27% 29% 49%
ausbeute
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Nachfolgend wird jedes Partikelsystem zunachst fiir sich dargestellt und hinsichtlich
der Stabilitatsinderungen bewertet.

Es wird auf die Langzeitstabilitat iiber sechs Monate in Wasser, in DPBS (pH 7), in
PBS (pH 3 und 11), im Borat-Puffer und in 0.025%iger Natriumazid-PBS-Losung
eingegangen.

Weiterhin werden die Ergebnisse der Kurzzeitstabilititen in zell- und
kopplungsrelevanten Medien (HEPES/DMEM, FCS/DMEM, FCS/DPBS, BSA, EDTA,
Glutaral, H:O: und Triton X-100) schematisch gezeigt und diverse Anderungen
diskutiert. Dazu werden die Quantenausbeuten tiber die Zeit bestimmt.

Die Messungen und Lagerung der Partikellosungen finden in Quarzglaskiivetten bei
Raumtemperatur (um 20 °C) unter Lichtausschluss statt.

Fiir eine temperaturabhéangige Studie wird ein Partikelsystem (QD-PI-b-PEO-OH, a)
tiber einen Zeitraum von drei Monaten in den Langzeitmedien zum einen im
Kiihlschrank bei 4 °C und zum anderen im Inkubator bei 37 °C aufbewahrt.
Zusatzlich werden Temperatureinfliisse von -20 °C im Gefrierschrank und 120 °C im
Autoklaven bei den wassrigen Partikelproben untersucht.

Von allen Proben wurden {iiber die Zeit die hydrodynamischen Durchmesser sowie
die Zeta-Potentiale in Wasser gemessen.

Abschlieffend werden die wassrigen Nanopartikel-Losungen hinsichtlich ihrer
zytotoxischen Wirkung untersucht.
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4.2 CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-OH (Partikelsystem a)

4.2.1 Langzeitstabilitat tiber 6 Monate

Das Kern/Schale/Schale-Partikelsystem aus CdSe/CdS/ZnS mit dem Diblock-
Copolymer-Liganden PI-b-PEO-OH hatte in wassriger Umgebung sowie in den
tibrigen neutralen und alkalischen Medien eine Anfangsquantenausbeute von 23%.
Zu Beginn gab es nur im sauren Milieu eine Abweichung von 5%. Hier fiel bereits
zum Anfang der Stabilititsmessung die Quantenausbeute auf 18% und reduzierte
sich schlieSlich nach sechs Monaten auf 10%.

Wiahrend im  Wasser und neutralen DPBS keine Anderung der
Lumineszenzeigenschaften zu verzeichnen waren, zeigten die alkalischen Medien,
PBS (pH 11) und der Borat-Puffer (pH 8), eine scheinbar stabilisierende Wirkung auf
das Partikel-Ligandensystem. Hier kam es zu einer geringen Zunahme der
Quantenausbeute um 4% bis 9%.

In Abb. 22 ist der schematische Verlauf der Quantenausbeute iiber eine Zeit von
sechs Monaten dargestellt.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Quantenausbeuten von CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-OH in
Wasser, DPBS (pH 7), PBS (pH 3 und 11), Borat-Puffer und Natriumazid in PBS {iber

einen Zeitraum von sechs Monaten
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4.2.2 Temperaturabhangige Langzeitstabilitat iiber 3 Monate

Fiir einen FEinblick {iiber eine temperaturabhingige Stabilitit wurde das
Partikelsystem a in den Medien fiir die Langzeitstabilitaitsuntersuchung zusétzlich
bei 37 °C im Inkubator und bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert und iiber drei Monate
vermessen.

Bei einem pH-Wert von 3 verhielten sich die Partikel bei 4°C und 37°C
entsprechend wie bei Raumtemperatur (Abb. 25). Es wurde von Anfang an eine
Instabilitat der Nanoteilchen deutlich. Nach drei Monaten war eine Quantenausbeute
von nur noch 5% messbar.

Im Wasser gab es einen deutlichen Unterschied bei der Lagerung der Partikel.
Waihrend die Quantenausbeute bei 20 °C und bei 4 °C nahezu konstant blieb, kam es
bei 37 °C nach drei Monaten zu einer Verringerung auf 11% (Abb. 23). Die
Lumineszenz hat sich hier iiber die Zeit halbiert.

Bei DPBS (pH 7) (Abb. 24) und dem Natriumazid-Puffer (Abb. 28) waren nur leichte
Schwankungen um 2% im Vergleich der Temperatureinfliisse zu verzeichnen.

Im Alkalischen zeigte sich ein scheinbar stabilisierender Einfluss auf die
Lumineszenz der Nanopartikel.

Abb. 23-28 stellen den vergleichenden Verlauf der Quantenausbeute bei
verschiedenen Lagerungstemperaturen dar.
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Abbildung 23: Temperaturabhangige Darstellung der Quantenausbeutednderung von
CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-OH (a) in Wasser iiber drei Monate
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Abbildung 27: Temperaturabhangige  Darstellung  der Quantenausbeuteanderung  von
CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-OH (a) in Borat-Puffer pH 8 {iber drei Monate
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Abbildung 28: Temperaturabhidngige  Darstellung der Quantenausbeutednderung von
CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-OH (a) in 0.025% Na-Azid in PBS {iber drei Monate

In Abb. 29 sind die Absorptionsspektren der QD-Diblock-OH (a) iiber ein halbes Jahr
dargestellt.

Unter sauren Bedingungen in PBS war eine kontinuierliche Abnahme der optischen
Dichte zu erkennen. Dies spiegelte die zuvor erwahnte abnehmende
Quantenausbeute um etwa 50% wider. Hier hatten scheinbar die Protonen die
Stabilitat der Mizellen derart beeinflusst, dass die Partikel teilweise ihre
Lumineszenzeigenschaften verloren.

Im Wasser und in der Natriumazid-PBS-Losung waren nur geringe Schwankungen
in den Absorptionsverldaufen sichtbar. Diese hatten jedoch keinen bedeutenden
Einfluss auf die Stabilitat der Partikel, was auch bereits in der
Quantenausbeutednderung tiber die Zeit sichtbar wurde.
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Die

tibrigen  Spektren  zeigten

keinerlei

Auffalligkeiten  hinsichtlich

Aggregatbildungen oder Streueffekten und somit auch keine Stabilitdtsverluste
hinsichtlich der Quantenausbeuten.
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4.2.3 Kurzzeitstabilitat iiber 1 Woche

Bei der Untersuchung der Stabilitit in zellrelevanten Losungen war bei dem
Partikelsystem a nur bei dem Nahrmedium DMEM mit Zusatz von 10% FCS eine
Veranderung der Quantenausbeute von 22% auf 14% zu verzeichnen.

Bei den anderen Zellmedien wurden nur Schwankungen bis zu 3% sichtbar
(Abb. 30). Es gab offenbar einen geringen Einfluss des DMEM-Mediums auf das
Partikel-Ligandensystem hinsichtlich der Lumineszenzeigenschaften. Dabei spielte
der Zusatz von FCS oder HEPES keine bedeutsame Rolle. Das FCS verursachte
lediglich einen enormen Streueffekt, welcher in den aufgenommen
Absorptionsspektren nach einer Woche deutlich wurde (Abb. 31). Es konnten
Komplexierungsreaktionen, verursacht durch die im FCS enthaltenen Proteine, an
der Ligandenoberfliche des Partikelsystems statt gefunden haben. Diese fiihrten
scheinbar zu destabilisierenden  Effekten. Folgedessen wurden erhohte
Streuuntergriinde in den Absorptionsspektren mit FCS aufgenommen, die auf das
Vorhandensein grofierer Aggregate hinwiesen.

Ansonsten zeigten die {ibrigen Medien keine Anderungen in den Absorptionen und
Emissionen. Hier gab es keine Stabilitdtsverluste der Lumineszenzeigenschaften
sowie Anderungen der Beschaffenheit der QD-Mizellen.
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Abbildung 30: Schematische Darstellung der Quantenausbeuten von CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-OH in
DMEM + 10% HEPES, DMEM + 10% FCS, DPBS + 109%FCS und 1% BSA iiber einen
Zeitraum von einer Woche
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Abbildung 31: Darstellungen der Absorptions- und Emissionsspektren der CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-
OH-Nanopartikel (a) in den Medien zur Kurzzeitstabilitdtsuntersuchung {iiber eine

Woche
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4.2 4 Kurzzeitstabilitat tiber 24 Stunden

Bei der 24-Stunden-Stabilitaituntersuchung von kopplungs- und zellrelevanten
Medien wurde eine Abnahme der Quantenausbeute in Glutaral um 35% gemessen
und in Wasserstoffperoxid eine vollstindige Loschung der Partikel erhalten
(Abb. 32). Die oxidierende Wirkung hatte hierbei einen enormen Einfluss auf die
Stabilitat der Nanopartikel.

100,0
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80,0
9
[P}
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5
=
(5]
§ 40,0
O 1% H202
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=
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der Quantenausbeuten von CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-OH
(a) in EDTA, Glutaral, H202 und Triton X-100 iiber einen Zeitraum von 24 Stunden

Die Absorptions- und Emissionsspektren zeigten die Wirkungsweise von
Wasserstoffperoxid auf das Partikel-Ligandensystem. Es wurde eine stete Abnahme
der Intensitaten sowie die Veranderung der optischen Dichte und Verschiebung des
Absorptionsmaximums deutlich (Abb. 33). Nach 24 Stunden war durch Auflosung
der Teilchen weder Absorption noch Emission messbar.

In Glutaral zeigten die Partikel ebenso instabiles Verhalten hinsichtlich der
Lumineszenzeigenschaften. Es kam zu einer Verringerung der Quantenausbeute von
20% auf 13%. Allerdings zeichneten sich hier keine Anderungen in den
Absorptionsspektren ab. Die mizellare Struktur der Teilchen blieb unter gegebenem
Einfluss weiterhin stabil.

In EDTA und Triton X-100 waren die QDs iiber den Zeitraum stabil und unterlagen
weder einen Verlust an Quantenausbeute noch einer Anderung im Streuverhalten.
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Abbildung 33: Darstellungen der Absorptions- und Emissionsspektren der CdSe/CdS/ZnS-PI-b-PEO-
OH-Nanopartikel (a) in den Medien zur Kurzzeitstabilitdtsuntersuchung tiiber
24 Stunden

4.2.5 Dynamische Lichtstreuung

Der hydrodynamische Durchmesser der Partikel a lag zu Beginn der
Stabilitatsuntersuchung im Bereich von 30 nm in fast allen Langzeit-Medien aufser im
alkalischen PBS. Hier waren iiber den Zeitraum von sechs Monaten die meisten
Schwankungen zu erkennen. Wahrend es zunéachst ausgehend von 24 nm zu einer
Zunahme der Mizellengrofie kam, waren die Teilchen nach einem halben Jahr etwa
21 nm grof.

Im neutralen und sauren PBS kam es zur Erhéhung des hydrodynamischen
Durchmessers von 28 nm auf 38 nm.

Im Borat-Puffer blieben die Partikel iiber drei Monate hinsichtlich ihrer
hydrodynamischen Grofse unverandert, nach einem halben Jahr verringerte sich ihr
Radius um 9 nm.

Der Natriumazid-Puffer zeigte einen zunehmend destabilisierenden Einfluss auf die
Nanopartikel. Mit der Zeit nahm der hydrodynamische Durchmesser der Teilchen
stetig von 28 nm auf 59nm zu. Weiterhin wurde im DLS-Spektrum eine
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zunehmende Halbwertsbreite (HBW) von 17 nm (Beginn der Messung) zu 35 nm

(nach sechs Monaten) deutlich (Abb. 34).
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Abbildung 34: Graphische Darstellungen der hydrodynamischen Durchmesser der CdSe/CdS/ZnS-
PI-b-PEO-OH-Nanopartikel (a) in den Medien zur Langzeitstabilitdtsuntersuchung

iuber 6 Monate
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In den Zellmedien zeigten ebenfalls nur leichte Schwankungen des gemessenen
hydrodynamischen Durchmessers iiber einen Zeitraum von einer Woche.

Waéhrend es in DMEM + 10% HEPES zu einer Abnahme des hydrodynamischen
Durchmessers von 33 nm auf 21 nm kam, zeigten die Partikel in DMEM + 10% FCS
kaum Anderungen.

In PBS + 10% FCS blieb zwar die hydrodynamische Grofie der Mizellen gleich,
allerdings wurden zeitweise nur Signale hervorgerufen vom FCS bei etwa 5nm
gemessen.

Bei den DLS-Messungen in BSA-PBS-Losung konnten keine partikeltypischen
Grofien in Bezug auf den hydrodynamischen Durchmesser ermittelt werden. Hier
waren ebenfalls nur die Proteinsignale der Losung bei 6 nm sichtbar (Abb. 35).
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Abbildung 35: Graphische Darstellungen der hydrodynamischen Durchmesser der CdSe/CdS/ZnS-

PI-b-PEO-OH-Nanopartikel (a) in den Medien zur Kurzzeitstabilititsuntersuchung
iiber eine Woche
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Nachfolgend sind die hydrodynamischen Durchmesser der Mizellen in EDTA,
Glutaral, Wasserstoffperoxid und Triton X-100 tiiber 24 Stunden aufgetragen
(Abb. 36).

Die durchschnittliche hydrodynamische Grofse der Partikel betrug hier bei EDTA
anfangs 33 nm und nach einem Tag 24 nm.

In Triton X-100 hingegen wurde hauptsachlich das Signal vom Salz bei 6 nm
aufgezeichnet. Nach einer Stunde konnten einmalig die Partikel mit einer Grofie von
28 nm detektiert werden.

Wahrend die Teilchen in Glutaral nach 24 Stunden eine Groflenverschiebung von
28 nm auf 38 nm mit einer gleichzeitigen Zunahme der HBW von 17 nm auf 25 nm
erfuhren, wurden die Mizellen in Wasserstoffperoxid durchschnittlich von 24 nm auf
33 nm grofler. Durch den Einfluss der Peroxid-Losung fluoreszierten die Partikel
nicht mehr. Somit waren scheinbar noch vorhandene leere Mizellen detektierbar.
Diese waren etwas grofier und zeigten eine breitere Verteilung auf im Vergleich zu
den intakten Teilchen.
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Abbildung 36: Graphische Darstellungen der hydrodynamischen Durchmesser der CdSe/CdS/ZnS-
PI-b-PEO-OH-Nanopartikel (a) in den Medien zur Kurzzeitstabilitatsuntersuchung
iiber 24 Stunden
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Die Lagerung bei niedrigen und hohen Temperaturen (4 °C und 37 °C) zeigten
hauptsdchlich im alkalischen PBS und in der Natriumazid-PBS-Losung einen Effekt
hinsichtlich  des  hydrodynamischen = Durchmessers der  Nanopartikel
(Abb. 37 und 38). Bei 37 °C kam es in PBS pH 11 zu keiner Grofienveranderung,
wiahrend sich die Partikel bei Lagerungstemperaturen um die 4 °C nach drei
Monaten um 9 nm auf 33 nm vergrofierten. Bei 20 °C und 37 °C zeigten sich keine
Unterschiede der Teilchen.

Eine enorme Anderung war allerdings im Natriumazid-Puffer zu erkennen. Bei einer
Lagerungstemperatur von 20 °C wurden nach einem viertel Jahr Mizellen mit
Grofien von 55 nm detektiert, die anfangs nur 28 nm grofs waren. Wahrend bei 37 °C
eine Zunahme des Durchmessers um 16 nm erfolgte, hatte die Lagerung bei 4 °C
einen geringeren Einfluss auf die Teilchengrofie. Nach drei Monaten waren diese nur
um 10 nm grofler als zu Beginn der Messung.

Waihrend die Partikel bei Lagerungstemperaturen um 4 °C in Wasser, neutralen PBS
und im Borat-Puffer iiber drei Monate konstante HWB von 19 nm aufzeigten, waren
in den tibrigen Medien Abweichungen der HBW bis auf 24 nm sichtbar.

Bei 37 °C zeigte der Natriumazid-Puffer den stdarksten Einfluss auf die Partikel-
Grofe. Hier veranderte sich die HWB von anfanglich 17 nm auf 29 nm.

Die aufgenommenen DLS-Spektren zeigten teilweise kleine Verschiebungen bei
gleichbleibender HBW hinsichtlich der Partikelgrofse. Die Nanopartikel wiesen keine
Aggregationen auf und konnten somit als stabil betrachtet werden.

Anders sieht es bei eventuellen aggregierten Nanopartikeln in Losung aus. Die HWB
nimmt zu und es kommt entsprechend zu Verdnderungen der Teilchengrofie. Die
resultierenden  Abweichungen im  DLS-Spektrum  koénnten z.B. durch
Temperaturveranderung, anhaftende Probenbestandteile an der
Messkiivetteninnenwand oder durch Anderung der Medienldsung hervorgerufen
werden. Deshalb sollten die Ergebnisse aus den erhaltenen DLS-Daten stets mit
kritischen Augen betrachtet werden. Geringe Schwankungen in den gemessenen
Zeitraumen sind im Toleranzbereich und weisen noch keine Instabilitat der Partikel
auf. Die DLS-Daten dienen hier lediglich der Darstellung der relativen konstanten
Teilchengrofsen. Kommt es zu Aggregationen durch destabilisierende Einfliisse in
den  untersuchten  Medien, sind entsprechende  Verdanderungen  der
hydrodynamischen Durchmesser sichtbar. Dies muss auch bei den nachfolgenden
Untersuchungsreihen der iibrigen Partikelsysteme beachtet werden.
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Abbildung 37: Graphische Darstellungen der hydrodynamischen Durchmesser der CdSe/CdS/ZnS-
PI-b-PEO-OH-Nanopartikel (a) bei 4 °C in den Medien zur Langzeitstabilitats-
untersuchung iiber drei Monate
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