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Abkiirzungen

ATR Abgeschwéchte Totalreflexion (attenuated total reflection)
ber. berechnet

Boc tert-Butyloxycarbonyl

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)

n-BuL.i n-Butyllithium

ca. circa

DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol

m-CPBA  meta-Chlorperbenzoesdure (meta-chloroperoxybenzoic acid)
DC Dunnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DLS Dynamische Lichtstreuung

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

DTC Dithiocarbamat

EDTA Etylendiamintetraacetat

EtOAC Ethylacetat

EPR Enhanced Permeability and Retention
ESI Elektrosprayionisation

FDA Food and Drug Administration

FCS Fetales Kalberserum (fetal calf serum)

FWHM Halbwertsbreite (full width half maximum)
gef. gefunden

HD Hydrodynamischer Durchmesser



HDA n-Hexadecylamin
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséaure
HPA n-Hexylphosphonsaure (n-hexylphosphonic acid)

HWHM Halbe Halbwertsbreite (half width half maximum)

Hz Hertz

IR Infrarot

LB Leitungsband

LCAO Linearkombination von Atomorbitalen (linear combination of atomic orbitals)
LDH Lactatdehydrogenase

LED Licht-emittierende Diode (light-emitting diode)

LSEC Sinusoidale Leberendothelzelle (liver sinusoidal endothelial cell)

MS Multiple Sklerose

MTBE Methyl-tert-butylether

NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NMR Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)

ODPA n-Octadecylphosphonséure (n-octadecylphosphonic acid)
PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
PEO Polyethylenoxid

PI-b-PEO  Polyisopren-block-Polyethylenoxid

PLQY Photolumineszenz-Quantenausbeute (photoluminescence quantum yield)
ppm Parts per Million
QD Quantum Dot

QDQR Quantum Dot in Quantum Rod
RES Retikuloendotheliales System

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)



SPIOs Superparamagnetic Iron Oxides

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TCSPC Zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlung (time correlated single photon counting)
TEA Triethylamin

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

TEOS Tetraethylorthosilikat

THF Tetrahydrofuran

TMAH Tetramethylammoniumhydroxid

TOF-MS  Flugzeitmassenspektrometer (time-of-flight mass spectrometer)

TOP Tri-n-Octylphosphan

Tregs Regulatorische T-Zellen

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
VB Valenzband

WST Wasserlosliches Tetrazoliumsalz (water soluble tetrazolium salt)
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1 Einleitung

Der Bereich der Nanotechnologie hat in den letzten drei Jahrzehnten stark an Bedeutung ge-
wonnen. Viele Forschungsgruppen weltweit beschaftigen sich mit der Synthese und den An-
wendungsmoglichkeiten von Nanomaterialien. Deutlich zu erkennen ist dies an der Anzahl
wissenschaftlicher Artikel, die im Bereich Nanotechnologie verdffentlich wurden. Waren es
im Jahr 2000 noch etwa 16.000 Publikationen, so stieg die Anzahl im Jahr 2014 auf knapp
130.000. Bis einschliellich Oktober 2015 erschienen bereits Uber 108.000 Artikel, die sich
mit dem Gebiet der Nanotechnologie befassen. Aber was macht Nanomaterialien eigentlich
so besonders? Das Préfix nano leitet sich vom griechischen Wort nanos ab und bedeutet
Zwerg. Als Nanomaterialien werden Materialien bezeichnet, deren Abmessung in mindestens
einer Dimension zwischen 1 und 100 nm liegt, wobei ein Nanometer einem Milliardstel Meter
(10° m) entspricht.? Nanopartikel verfiigen tiber herausragende Eigenschaften, die im Ver-
gleich zum makroskopischen Festkorper stark verandert sind. Durch die GrdRenabnahme
nimmt das Verhéltnis von Oberflachenatomen zu denen im Inneren immer weiter zu, sodass
ab einem bestimmten Punkt die Eigenschaften des Materials nur noch von den Oberflachen-
atomen bestimmt werden. Dies wirkt sich insbesondere auf die katalytischen, optischen, elek-
tronischen und magnetischen Eigenschaften des jeweiligen Materials aus. Aufgrund intensiver
Forschung auf dem Gebiet der Nanotechnologie in den letzten Jahrzenten befinden sich heut-
zutage Nanopartikel in diversen Alltagsprodukten wie zum Beispiel in Sonnencremes, Zahn-
pasta oder Farben.? Weitere Anwendungsgebiete ergeben sich aus der geringen GroRe der
Materialien in der Verwendung als Datenspeicher,® in Licht-emittierenden Dioden (LEDs)*
oder in Solarzellen.” Nanopartikel sind aber nicht nur in der Industrie und Technik, sondern
auch in der Natur von groRer Bedeutung. Viele biologische Strukturen wie Proteine, Enzyme,
Viren, Ribosome oder Zellmembranen liegen ebenfalls in diesem GroRenbereich und tben
wichtige Funktionen aus. Im Folgenden werden einige Beispiele von anorganischen Nanopar-
tikeln genannt, die in den vergangenen Jahrzenten intensiv studiert wurden und zum Teil be-

reits in der Biochemie oder Medizin verwendet werden.

Goldnanopartikel verfligen tUber besondere optische Eigenschaften, die ihre Ursache in der
sogenannten Oberflachenplasmonenresonanz haben. Die Farbe der Nanopartikel ist abhangig
von der GroRRe und Form sowie dem Grad der Aggregation und der dielektrischen Umgebung

und reicht dabei von grau-blau iiber violett bis hin zu rot.® Mittlerweile werden diese Nano-



partikel sowohl in der Diagnostik — beispielsweise zur Markierung von Biomolekilen oder
zur Bildgebung — als auch in der Therapie zum Beispiel zur Wirkstoff-Freisetzung verwen-
det.” Aufgrund der Oberflachenplasmonenresonanz kénnen Anderungen an der Partikelober-
flache oder in der ndheren Umgebung sehr sensitiv durch eine Farbidnderung beobachtet wer-

den, weshalb Goldnanopartikel auch in Immunoassays zum Einsatz kommen.®

Das ndchste Beispiel stellen Nanopartikel aus Eisenoxid (Fe,Os, FesO,4) dar, die superpara-
magnetisches Verhalten zeigen und daher auch als superparamagnetic iron oxides (SP10s)
bezeichnet werden. Durch Anlegen eines externen Magnetfeldes lassen sich SPIOs stark
magnetisieren, besitzen aber im Gegensatz zum Festkorper nach Abschalten des Magnetfeldes
keine Remanenzmagnetisierung mehr.® Aufgrund dieses Verhaltens kénnen SP1Os in der Di-
agnostik als Kontrastmittel in der Kernspintomographie verwendet werden.” Der Einsatz die-
ser Nanopartikel beschrénkt sich jedoch nicht nur auf die Diagnostik. Eisenoxidnanopartikel
kdnnen therapeutisch fur das sogenannte Hyperthermieverfahren verwendet werden. Bei die-
sem Verfahren werden die Nanopartikel in Tumorgewebe injiziert oder durch vermitteltes
Targeting dort angereichert. Durch Anlegen eines oszillierenden Magnetfeldes wird das Ge-
webe eng lokalisiert erwdrmt und letztendlich zerstort. Die Erwarmung folgt aus der schnellen
Bewegung der Partikel durch das sich standig andernde Magnetfeld und aus Reibungskréften

aufgrund der Brownschen Molekularbewegung.’

Neben Gold- und Eisenoxidnanopartikeln sind auch Nanopartikel aus halbleitenden Materia-
lien fur Anwendungen im Bereich der Biochemie und Medizin sehr interessant. Halbleiterna-
nopartikel unterliegen dem sogenannten GroRenquantisierungseffekt und verfiigen Uber gro-
Renabhéngige optische Eigenschaften. Die Synthese findet in hochsiedenden organischen L6-
sungsmitteln statt, und die Partikel bestehen meistens aus einem Kern, der mit einer oder
mehreren weiteren Schalen aus halbleitenden Materialien umhullt wird. Durch die GroRe der
Partikel und entsprechender Wahl der Materialien lasst sich die Lage des Emissionsmaxi-
mums der Nanopartikel sehr gut einstellen.!®** Halbleiternanopartikel sind vielseitig an-
wendbar, da sie sehr photostabil sind und Uber einen weiten Bereich Strahlung absorbieren
wohingegen die Emissionsbande sehr schmal ist.** Durch Optimierung der Synthese kénnen

1518 \was in

heutzutage Photolumineszenz-Quantenausbeuten von bis zu 97% erhalten werden,
Kombination mit den hohen Extinktionskoeffizienten zu einer groRen Helligkeit der Partikel
fuhrt.'*® Aufgrund dieser Eigenschaften hat die Verwendung von Halbleiternanopartikeln

deutlich Vorteile gegeniiber der Verwendung konventioneller organischer Farbstoffe. So eig-



nen sich Halbleiternanopartikel beispielsweise sehr gut fir Multiplexing-Experimente, da
verschiedene Partikel mit einer Wellenldnge angeregt und nebeneinander detektiert werden
konnen.™ AuRerdem finden sich Halbleiternanopartikel in der Photovoltaik, der biomedizini-

2922 gder in LEDs bzw. LED-Bildschirmen* wieder. Gerade in der Bildge-

schen Bildgebung
bung ist die Verwendung dieser Partikeln vorteilhaft, da die Emission durch Variation von
GroRe und Materialien sowohl den sichtbaren Bereich (350 — 780 nm) als auch den nahen
Infrarotbereich (780 — 1000 nm) abdecken kann. Nanopartikel, deren Emission im nahen In-
frarotbereich liegt, sind aus dem Grund fiir biologische Untersuchungen von Interesse, da ihre
Emission im sogenannten optischen Fenster liegt. In diesem Bereich sind die Autofluoreszenz
von Gewebe und die Absorption von Strahlung durch Wasser oder dem Gewebe selbst ver-

gleichsweise gering.

Um fir den Einsatz in der Biochemie oder Medizin tiberhaupt in Frage zu kommen, muss ein
Phasentransfer in wassriges Medium erfolgen, da die Nanopartikel nach der Synthese mit
hydrophoben Liganden stabilisiert sind. An das fiir den Phasentransfer verwendete Liganden-
system werden hohe Anforderungen gestellt. Zum einen missen die Nanopartikel nicht nur
wasserloslich, sondern auch kolloidal stabil sein, wobei die Liganden die physikochemischen
Eigenschaften der Partikel nicht oder nur kaum beeinflussen sollten. Zum anderen muss das
Ligandensystem die Stabilitdt der Nanopartikel bei unterschiedlichen pH-Werten sowie in
Gegenwart von lonen oder anderen kleinen Molekulen gewahrleisten. Ebenso darf es bei der
Verwendung von CdSe-basierten Halbleiternanopartikeln zu biologischen Zwecken nicht zum
Austritt zytotoxischen Cadmiums kommen. Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Anwen-
dung von Nanopartikeln in der Biochemie oder Medizin ist, dass die Partikel mdglichst wenig
unspezifische Wechselwirkungen mit Proteinen oder anderen Biomolekilen eingehen, da sie
sonst vom Immunsystem erkannt und aus dem Organismus entfernt werden. Zur Entwicklung
eines solchen Ligandensystems gibt es die unterschiedlichsten Ansétze. Vielfach verwendet
werden Liganden auf Polyethylenoxid-Basis, da sie hydrophil sind und eine proteinabweisen-
de Wirkung zeigen.?** Je groRer jedoch das Polymer wird, desto gréer wird auch der hy-
drodynamische Durchmesser (HD) der wéssrigen Nanopartikel. Bei der Verkapselung von
Nanopartikeln in mizellare Strukturen aus amphiphilen Polymeren kann es zudem zu einem
Verlust der urspriinglichen Form der Nanopartikel kommen, falls nicht-sphérische Partikel
verwendet werden. Des Weiteren kénnen Polyethylenoxide (PEOs) immunogen wirken.?
Daher wurde in den letzten Jahren nach einer Alternative zu PEOs gesucht, wobei sich zwit-

terionische Liganden als besonders vielversprechend erwiesen haben. Zwitterionen sind wie



PEOs hydrophil und haben eine proteinabweisende Wirkung. Fir den Phasentransfer diverser
Nanopartikel wurden sowohl kleine, zwitterionische Molekile als auch mit Zwitterionen
funktionalisierte Polymere verwendet und die Eigenschaften der resultierenden Nanopartikel
untersucht.?® Dabei wurde unter anderem festgestellt, dass mit kleinen, zwitterionischen Li-
ganden, wie zum Beispiel Cystein, der hydrodynamische Durchmesser der Nanopartikel

durch den Ligandenaustausch kaum anwéachst.?’

Gegenstand dieser Arbeit ist, ein zwitterionisches Ligandensystem zu entwickeln, um elon-
gierte Halbleiternanopartikel unter GroRen- und Formerhalt in Wasser zu Gberflihren. Nach
dem Phasentransfer sollen die wéssrigen Partikel eine ausreichende Stabilitat unter verschie-
densten Bedingungen aufweisen. Im Hinblick auf biochemische oder medizinische Anwen-
dungsmaglichkeiten soll von den Nanopartikeln keine intolerable toxische Wirkung ausgehen.
Fur therapeutische und diagnostische Anwendungen sollen Zellaufnahmestudien sowohl in

vitro als auch in vivo und die Pharmakokinetik der Nanopartikel untersucht werden.



2 Theorie

Aufgrund ihrer herausragenden Eigenschaften sind Nanopartikel heutzutage von groRem Inte-
resse in der Biochemie oder Medizin, da sie als multifunktionales Werkzeug in der Diagnose,
der Therapie oder der sogenannten Theranostik, in der das diagnostische Agens gleichzeitig
therapeutische Wirkung entfalten kann, eingesetzt werden kénnen. Um die Zusammenhénge
besser verstenen zu kdnnen, werden in diesem Kapitel die theoretischen Grundlagen dazu
beschrieben. Der erste Abschnitt (Kapitel 2.1) beschaftigt sich mit Halbleiternanopartikeln
und ihren besonderen Eigenschaften. In Kapitel 2.2 wird auf die unterschiedlichen Maglich-
keiten zum Phasentransfer von Nanopartikeln in wéssrige Systeme eingegangen und der letzte

Abschnitt (Kapitel 2.3) befasst sich mit dem Thema Halbleiternanopartikel in der Biochemie.

2.1 Halbleiternanopartikel

Halbleitermaterialien werden in der Regel nach den periodischen Gruppen der Elemente be-
zeichnet, aus denen sie aufgebaut sind, wobei immer noch die nunmehr veralteten IUPAC-
Gruppennummern des Periodensystems zur Anwendung kommen. So gibt es beispielsweise
[1-VI- (CdSe, CdS, ZnSe), 1I-V- (InP, InAs, GaAs) oder IV-VI-Halbleiter (PbSe, PbS). Die
in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel basieren auf CdSe und gehéren somit zu den 11-
VI-Halbleitern. In der Festkorperphysik werden Materialien aufgrund ihrer elektrischen Ei-
genschaften in Leiter, Halbleiter oder Isolatoren eingeteilt. Die Eigenschaften dieser Materia-

lien lassen sich gut mit Hilfe des Energiebandermodells beschreiben.

Wechselwirken zwei Atome miteinander, so spalten die zwei energetisch gleichen Atomorbi-
tale nach der Methode der Linearkombination von Atomorbitalen (linear combination of
atomic orbitals, LCAO) in zwei energetisch unterschiedliche Molekilorbitale auf. Das ener-
getisch tiefer gelegene Molekulorbital besitzt bindenden und das energetisch hoher gelegene
antibindenden Charakter. Ein Festkorper besteht aus einer groBen Anzahl N Atomen. Dem-
entsprechend werden aus N Atomorbitalen durch Linearkombination der Atomorbitale N Mo-
lekulorbitale gebildet. Aufgrund der groRen Anzahl an Atomen in einem Festkorper liegen die
gebildeten Molekilorbitale so dicht beieinander, dass deren Energieniveaus kaum voneinan-
der unterscheidbar sind und ein sogenanntes Energieband bilden. Jedes Energieband besitzt

ein vollstdndig bindendes und ein vollstdndig antibindendes Molekulorbital, das die untere



bzw. obere Bandkante definiert. Der antibindende Charakter der Molekulorbitale im Energie-
band nimmt dementsprechend von unten nach oben zu. Das Valenzband (VB) ist bei Tempe-
raturen nahe 0 K vollstandig mit Elektronen besetzt wohingegen das Leitungsband (LB) leer
ist. Eine schematische Darstellung zur Bildung der Energiebédnder nach dem LCAO-Modell
ist in Abbildung 1 gezeigt.
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Abbildung 1:  Entstehung der Energiebéinder mit grofler werdender Anzahl an Atomen durch

die Aufspaltung in Molekiilorbitale. (Darstellung in Anlehnung an **)

Die GroRe der Bandliicke (E,), also der Abstand zwischen VB und LB, entscheidet dartiber,
ob das Material als elektrischer Leiter, Halbleiter oder Isolator eingestuft wird. In elektrisch
leitenden Materialien tberlappen VB und LB (E,= 0 eV), sodass frei bewegliche Ladungstra-
ger vorhanden sind. Im Gegensatz dazu liegen VB und LB in Isolatoren sehr weit auseinan-
der. Die Bandlicke ist in diesem Fall groRer als 4 eV. Elektrische Halbleiter haben demzufol-
ge eine Bandliicke zwischen 0 und 4 eV.?® Durch Zufuhr thermischer Energie oder durch Ab-
sorption von Strahlung ist es bei Halbleitern moglich, ein Elektron (e™) aus dem VB in das
LB anzuregen. Die dadurch im Valenzband verbleibende positive Ladung wird als Loch (k)
bezeichnet. Elektron und Loch kdnnen sich nahezu ungehindert im Kristall bewegen, wo-
durch der Kristall elektrisch leitend wird. Das Elektron-Loch-Paar unterliegt jedoch einer

Coulomb-Anziehung, so dass es in einem gebundenen Zustand vorliegt. Dieser Zustand wird



als Exziton bezeichnet und ist dem Wasserstoffatom sehr ahnlich.*® Der mittlere Abstand zwi-
schen Elektron und Loch wird daher auch Exziton-Bohr-Radius genannt. Da sowohl die
Elektronen als auch die Locher mit den Atomrimpfen im Kristall wechselwirken, mussen die
Massen der Ladungstréger durch die effektiven Massen m; fir Elektronen und mj, fur Locher
beschrieben werden. Die effektiven Massen geben das Verhaltnis des jeweiligen Ladungstréa-
gers im Material zur Masse des Elektrons im Vakuum an. Die Bindungsenergie zwischen
Elektron und Loch ist jedoch aufgrund der meist kleinen effektiven Massen und der hohen
Permittivitdt von Halbleitermaterialien gering, was in einem grof3en Exziton-Bohr-Radius
resultiert.*® Typische Exziton-Bohr-Radien von 11-VI-Halbleitermaterialien reichen von 22 A
(ZnS) bis 75 A (CdTe).*

2.1.1 GroRenquantisierungseffekt

Im Falle von Halbleitermaterialien, deren Durchmesser auf wenige Nanometer reduziert wird,
ergibt sich eine besondere Situation: Sinkt die KristallgroRe unterhalb des Exziton-Bohr-
Radius oder befindet sie sich in einem dhnlichen Grél3enbereich, missen die Ladungstréger in
einen Zustand hoherer kinetischer Energie Uibergehen, da das Exziton durch die Abmessungen
des Kristalls raumlich eingeschréankt wird. Je kleiner dabei der Kristall wird, desto groRer
wird die Bandllcke, was als GréRenquantisierungseffekt bezeichnet wird. Dieser Effekt kann
guantenmechanisch mit Hilfe des Teilchen-im-Kasten-Modells beschrieben werden. Halblei-
termaterialien, die diesem Effekt unterliegen, werden Quantenpunkte (engl. Quantum Dot,
QD) genannt. Da die GroRe der Bandllicke bestimmt, ab welcher Frequenz Strahlung absor-
biert werden kann, um ein Exziton zu erzeugen, ist es moglich, die optischen Eigenschaften

der Halbleiternanokristalle Giber deren Grofie einzustellen.

Bei der theoretischen Beschreibung des GrolRenquantisierungseffekts mit Hilfe des Teilchen-
im-Kasten-Modells wird angenommen, dass das Potential auRerhalb des Nanokristalls unend-
lich hoch wird. Unter Beriicksichtigung der effektiven Massen und der Coulomb-Anziehung
zwischen Elektron und Loch publizierte Louis Brus 1984 die sogenannte Brus-Formel, die die

Anderung der Bandliicke mit dem Partikelradius beschreibt:*



n2h? (1 1> 1,8¢2 (1)
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mit dem reduzierten Plank’schen Wirkungsquantum #, dem Partikelradius R, der Elementar-
ladung e und den Dielektrizitatskonstanten des Vakuums g, und des Halbleitermaterials &,..
Die Anderung der Bandliicke im Vergleich zum makroskopischen Festkdrper AE ergibt sich
aus der Differenz der kinetischen Energie der beiden Ladungstréger (linker Term) und der
Coulombenergie des Exzitons (rechter Term). Die grofite Unsicherheit der Formel resultiert
daraus, dass die Werte der effektiven Massen vom makrokristallinen Festkorper tibernommen
werden und die Annahme eines Kasten-Potentials eine starke Vereinfachung darstellt. Durch
andere Methoden wie semiempirische oder ab initio Verfahren l&sst sich die elektronische
Struktur des Nanopartikels berechnen. Die grofRere Genauigkeit dieser Methoden geht jedoch

zu Lasten eines deutlich hoheren Rechenaufwands.

2.1.2 Optische Eigenschaften von Halbleiternanopartikeln

Die optischen Eigenschaften von Halbleiternanopartikeln sind aufgrund des GroRenquantisie-
rungseffekts von der PartikelgroRe abhangig. Je kleiner der Partikeldurchmesser wird, desto
mehr verschiebt sich die Lage der Absorptions- bzw. Emissionsmaxima in Richtung kleinerer
Wellenlangen. Betrachtet man die Absorptions- und die dazugehdrigen Emissionsspektren
von unterschiedlich groRen CdSe-Nanopartikeln (s. Abbildung 2), so féllt auf, dass das Emis-
sionsmaximum im Vergleich zum ersten Absorptionsmaximum rotverschoben ist. Diese Rot-
verschiebung — auch Stokes-Shift genannt® — hat folgende Ursache: Die Absorption geeigne-
ter elektromagnetischer Strahlung in einem Fluorophor fiihrt dazu, dass ein Elektron aus sei-
nem elektronischen Grundzustand in einen angeregten elektronischen Zustand angehoben
wird. Da dieser Vorgang sehr viel schneller als eine Schwingungsperiode des Molekils ist,
wird das Elektron in einen hdéheren Schwingungszustand angeregt. VVon dort aus geht das
Elektron zundchst durch strahlungslose Desaktivierung in den Schwingungsgrundzustand des
elektronisch angeregten Zustands ber. Erst dann kehrt das Elektron in den elektronischen
Grundzustand unter Aussendung eines Photons zurlick. Durch die strahlungslose Desaktivie-
rung ist das emittierte Licht energiedrmer als die zu Beginn absorbierte Strahlung, was zu der

Rotverschiebung fiihrt.**** Es muss jedoch beachtet werden, dass diese Verschiebung bei



Halbleiternanopartikeln auch durch die GroRenverteilung in der Probe zustande kommt und

den zuvor beschriebenen Effekt meist Uberlagert.

Absorption
Fluoreszenzintensitat

350 400 450 500 560 600 650 700

Wellenléange [nm]

Abbildung 2:  Absorptions- und normierte Emissionsspektren unterschiedlich grofier CdSe-
Nanopartikel. Der Ubersichtlichkeit halber sind die Spektren vertikal verschoben. (Geinderte
Abbildung nach *.)

Anhand der Breite des ersten Absorptions- bzw. des Emissionsmaximums kann eine Aussage
uber die GroRenverteilung der Nanopartikelprobe getroffen werden. Je polydisperser eine
Probe ist, desto unterschiedlicher werden die Energien der Ubergéange der einzelnen Partikel,
was dazu flhrt, dass die Signale des Ensembles breiter werden. In den Absorptionsspektren
wird meist die halbe Halbwertsbreite (half width half maximum, HWHM) des ersten Absorp-
tionsmaximums und in den Emissionsspektren die Halbwertsbreite (full width half maximum,
FWHM) bestimmt, um eine Aussage uber die Dispersitat der Nanopartikel zu treffen. Je klei-

ner diese Werte sind, desto enger ist die GroRRenverteilung der Nanopartikeldispersion.

Eine weitere wichtige GréfRe, um unterschiedliche Fluorophore miteinander vergleichen zu
kdnnen, ist die Photolumineszenz-Quantenausbeute (engl. photoluminescence quantum yield,
PLQY). Die PLQY beschreibt das Verhaltnis der emittierten zu absorbierten Photonen. Im
Idealfall werden alle absorbierten Photonen wieder emittiert und die PLQY betrédgt 1. Auf-
grund der groRen Oberflache von Nanopartikeln sind jedoch oftmals Fehlstellen und nicht
abgesattigte Valenzen, sogenannte traps, vorhanden. Diese traps sind in der Lage, freie La-

dungstréger zu binden und verhindern so die Rekombination des Exzitons unter Abstrahlung
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eines Photons. Des Weiteren kann die bei der Rekombination eines Exzitons frei werdende
Energie strahlungslos durch Auger-Rekombination auf einen anderen Ladungstrager Ubertra-
gen werden.*® Je haufiger solche Prozesse auftreten, desto geringer ist die PLQY der Nano-
partikel. Eine Mdglichkeit zur Erhdhung der PLQY besteht in der Abséattigung der freien Va-
lenzen durch einen Uberschuss passivierender Liganden. Da jedoch auf der Oberfliche so-
wohl kationische als auch anionische Valenzen vorhanden sind, ist es mitunter schwierig, ein
geeignetes Ligandensystem zu finden, um alle Valenzen ausreichend zu passivieren. Eine
andere Moglichkeit zur Verbesserung der PLQY besteht darin, den Kern mit einer oder meh-
reren Schalen eines halbleitenden Materials zu umhillen. Solche Systeme werden
Kern/Schale- bzw. Kern/Schale/Schale-Nanopartikel genannt und im nachsten Abschnitt ge-

nauer erlautert.

2.1.3 Kern/Schale- und Kern/Schale/Schale-Nanopartikel

Bei Kern/Schale-Nanopartikeln wird der anorganische Kern mit einer zweiten Schale aus ei-
nem halbleitenden Material umhiillt, wodurch die Nanopartikeloberflache passiviert wird.*?
Durch das Aufwachsen der zweiten Schale kénnen zum einen Fehlstellen abgesattigt werden,
was die Wahrscheinlichkeit der strahlungslosen Relaxation verringert und die PLQY dadurch
erhéht. Zum anderen l&sst sich je nach Wahl des Schalenmaterials die Lage der Absorptions-

bzw. Emissionsbanden verandern.

Prinzipiell wird anhand der Lage der Energiebdnder des Kerns und der Schale zueinander
zwischen drei Typen von Kern/Schale-Partikeln unterschieden.? Eine schematische Darstel-
lung dieser drei Typen befindet sich in Abbildung 3. Ist die Bandliicke des Schalenmaterials
groRer als die des Kerns, wird von Typ I-Partikeln gesprochen. Die Bandlicke der Schale
umschlieBt die Bandliicke des Kerns, woraufhin es zu einer starken Lokalisierung des Exzi-
tons im Kern kommt. Das Aufwachsen der Schale dient nicht nur der Abséattigung von Fehl-
stellen an der Oberflache des Kerns, sondern auch als Barriere fur die beiden Ladungstrager,
so dass diese nicht mehr an die Oberflache des Nanopartikels gelangen, wo sie durch traps
abgefangen werden konnen. Dadurch werden strahlungslose Relaxationsprozesse unterbun-
den, woraufhin es zu einer Erhéhung der PLQY kommt.*’ Beispiele fiir Typ I-Partikel sind
CdSe/CdS- oder CdSe/zZnS-Kern/Schale-Nanopartikel.  Mittlerweile ist es mdglich,
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CdSe/CdS-Kern/Schale-Nanopartikel herzustellen, die durch gezieltes Aufwachsen der CdS-

Schale Photolumineszenz-Quantenausbeuten von bis zu 97% haben.®

Wenn die Bandlucke des Schalenmaterials kleiner als die des Kerns ist, liegt der inverse Typ |
vor. In diesem Fall sind die beiden Ladungstrager nicht mehr im Kern, sondern zumindest
teilweise in der Schale lokalisiert. AuRerdem ist eine Rotverschiebung der Emissionswellen-
lange zu beobachten, je dicker die umhullende Schale ist. Ein Beispiel fur inverse Typ I-
Partikel sind ZnSe/CdSe- oder CdS/CdSe-Kern/Schale-Nanopartikel.*®*°

inverser Typ lI

Energie

Abbildung 3:  Schematische Darstellung der Bandstrukturen der unterschiedlichen Typen
von Kern/Schale-Nanopartikeln. Die oberen und unteren Kanten der Rechtecke reprisentieren
die Lage der Valenz- und Leitungsbandkante im Kern (dargestellt in Rot) und der Schale
(dargestellt in Blau, Hellblau bzw. Griin). (Abbildung in Anlehnung an "°.)

Bei Typ Il-Partikeln wird ein Schalenmaterial verwendet, dessen Bandlicke entweder die
Valenzband- oder die Leitungsbandkante des Kerns umschlief3t. In diesem Fall wird die effek-
tive Bandliicke des Nanopartikels verringert und es kommt zu einer Rotverschiebung der Ab-
sorptions- und Emissionsmaxima. Durch geeignete Wahl des Kern- und Schalenmaterials ist
es damit mdglich, das Emissionsmaximum der Nanopartikel in den nahen Infrarotbereich (IR-
Bereich) zu verschieben.**° Wie im Fall der Typ I-Partikel werden auch bei Typ II-Partikeln
Oberflachenfehlstellen durch die zweite Schale abgeséttigt. Im Gegensatz zu Typ I-Partikeln
kommt es jedoch je nach Lage der Bandliicke des Schalenmaterials zu einer Ladungstrennung
von Elektron und Loch. Liegt beispielsweise die Valenzbandkante des Kerns innerhalb der
Bandlicke des Schalenmaterials, so ist das Loch im Kern und das Elektron eher in der Schale
lokalisiert. Da sich einer der Ladungstrager im zeitlichen Mittel eher an der Oberflache des

Partikels befindet und somit leichter von den dort befindlichen traps abgefangen werden
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kann, sinkt in der Regel die PLQY. Die strahlende Rekombination des Exzitons wird auf-
grund der raumlichen Trennung von Elektron und Loch unwahrscheinlicher. Andererseits ist
die Fluoreszenzlebenszeit solcher Systeme aufgrund der Ladungstrennung erhoht, da die Wel-
lenfunktionen von Elektron und Loch weniger tberlappen.'*® Beispiele fiir Typ II-Partikel
sind CdTe/CdSe- oder CdSe/ZnTe-Kern/Schale-Nanopartikel.

Far ein moglichst gleichmaliges Aufwachsen einer Schale ist es wichtig, dass sich die Gitter-
konstanten der beiden Materialien nicht zu sehr voneinander unterscheiden. Grolie Abwei-
chungen in den Gitterkonstanten fiihren beim Schalenwachstum zu Spannungen im Kristall
oder kénnen sogar Fehlstellen erzeugen. Um dies zu vermeiden, besteht die Moglichkeit, eine
zusatzliche Schale aus einem anderen halbleitenden Material als Vermittler zwischen Kern
und duBerer Schale aufwachsen zu lassen. CdSe/ZnS-Nanopartikel gehtren beispielsweise zu
Typ I-Partikeln, da die Bandlicke des ZnS die Bandlicke des CdSe vollstandig umschlieft.
Die Gitterkonstanten der beiden Materialien unterscheiden sich jedoch um 12%, wodurch das
Aufwachsen einer ZnS-Schale auf einen CdSe-Kern mit den oben genannten Problemen ver-
bunden ist. Das Einfligen einer CdS- oder ZnSe-Schale umgeht diese Probleme, da die Ab-
weichungen der entsprechenden Gitterkonstanten nicht mehr so groR sind.***24142 Zudem hat
ZnS eine grolRere Bandliicke als CdS bzw. ZnSe, was die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des

Exzitons an der Oberflache der Nanopartikel zusatzlich verringert.

2.1.4 Quantum Dot in Quantum Rods

Da in dieser Arbeit ausschlieBlich mit CdSe/CdS Quantum Dot in Quantum Rods (QDQRS)
gearbeitet wurde, sei an dieser Stelle kurz auf die besonderen Eigenschaften dieser Nanoparti-
kel eingegangen. CdSe/CdS QDQRs bestehen aus einem spharischen CdSe-Kern, durch den
die Emissionswellenléange der Nanopartikel maRgeblich festgelegt wird, und einer elongierten
CdS-Schale. Durch Variation der Reaktionsbedingungen kann das Kristallwachstum der
Schale dirigiert werden, so dass beispielsweise durch den Einsatz von Phosphonséuren unter-
schiedlicher Alkylkettenldnge ein Wachstum entlang der c-Achse erreicht wird und stabchen-
formige Nanopartikel entstehen.'”***> Der Durchmesser der CdS-Schale ist meist nur wenige
Nanometer groR, wohingegen die Schale bis zu 150 nm lang sein kann.* Die elongierte Form
dieser Partikel bedingt einige Vorteile gegenuber sphérischen QDs. Der CdSe-Kern wird

durch die dicke CdS-Schale sehr gut passiviert, so dass Photolumineszenz-Quantenausbeuten
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im Bereich von 70 — 80% mdglich sind.***“® Die hohen Werte der PLQY kénnen vermutlich
ebenfalls auf eine Verringerung der strahlungslosen Auger-Rekombination zuriickgefiihrt
werden.*’*® Es sei jedoch angemerkt, dass bei der Auger-Rekombination immer ein zusétzli-
cher Ladungstréger vorhanden sein muss und dieser Prozess daher nicht maRgeblich fir eine
Verringerung der PLQY verantwortlich ist. Im Vergleich zu QDs haben QDQRs aufgrund des
groen CdS-Anteils in der Schale hohere Extinktionskoeffizienten im Bereich von
10’ M~tem=1.1* Demzufolge erscheinen die elongierten Nanopartikel heller als spharische
QDs, da sich die Helligkeit aus dem Produkt von PLQY und Extinktionskoeffizient ergibt.'
Weiterhin verfigen die elongierten Nanopartikel Gber einen erhfhten Zwei-Photonen-
Absorptionsquerschnitt** > und emittieren linear polarisiertes Licht.}"***? Diese Eigenschaf-
ten ermdglichen den Einsatz von QDQRs in den unterschiedlichsten Bereichen, wie zum Bei-

51,53-55

spiel als Fluoreszenzmarker in der Biochemie, in Multiplexing-Experimenten® oder in

LEDs.>"%8
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2.2  Phasentransfer von Halbleiternanopartikeln

Die Synthese qualitativ hochwertiger Halbleiternanopartikel findet in hochsiedenden organi-
schen Losungsmitteln statt.’®**? Wahrend der Synthese werden in der Regel langkettige ali-
phatische Liganden wie zum Beispiel Tri-n-Octylphosphan (TOP), n-Hexadecylamin (HDA)
oder n-Octadecylphosphonsdure (ODPA) eingesetzt. Diese Liganden verfligen tiber eine funk-
tionelle Gruppe, mit der sie an die Nanopartikeloberflache koordinativ binden. Die nativen
Liganden beeinflussen die optischen Eigenschaften der Nanopartikel und dienen unter ande-
rem der Absattigung freier Bindungsstellen auf der Partikeloberflache.®

Bevor Halbleiternanopartikel in der Biochemie oder Medizin eingesetzt werden kdnnen, muss
zun&chst ein Phasentransfer ins wassrige Medium erfolgen, da die Nanopartikel nach der Syn-
these weder wasserldslich noch biokompatibel sind. An dieser Stelle sei anzumerken, dass es
auch wassrige Synthesen zur Darstellung von Halbleiternanopartikeln gibt.®®? Die resultie-
renden Nanopartikel sind jedoch meist von geringerer Qualitat, weshalb die Synthese in orga-
nischen Losungsmitteln bevorzugt wird. Um flr den Einsatz in der Biochemie oder Medizin
geeignet zu sein, werden an die Nanopartikel und damit an das fir den Phasentransfer ver-
wendete Ligandensystem diverse Anforderungen gestellt. Die Uberfilhrung der Partikel in
waéssrige Medien sollte méglichst unter Erhalt der optischen Eigenschaften ablaufen. Daneben
muss bei der Verwendung von CdSe-basierten Halbleiternanopartikeln der Austritt zytotoxi-
schen Cadmiums in das umgebende Milieu verhindert werden. Zusétzlich sollten unspezifi-
sche Wechselwirkungen der Nanopartikeloberfliche mit Proteinen weitestgehend verhindert
werden. Zwei weitere wichtige Faktoren sind die GrofRe und Form der resultierenden Nano-
partikel nach dem Phasentransfer, da sowohl die Interaktionen mit Zellen als auch die von den
Nanopartikeln ausgehende toxische Wirkung mafi3geblich von der GrélRe und Form beeinflusst
werden.®*®® Sofern die Nanopartikel fir rezeptorvermitteltes Targeting eingesetzt werden
sollen, mussen die Nanopartikel tber funktionelle Gruppen verfugen, um die Kopplung an
Proteine oder kleine Biomolekile zu erméglichen. Um die oben genannten Anforderungen so
gut wie mdglich zu erfillen, wurden unterschiedliche Wege fir den Phasentransfer von
Nanopartikeln entwickelt. Prinzipiell wird dabei zwischen der Verkapselung von Nanoparti-
keln und dem Ligandenaustausch unterschieden.®’®° Diese Methoden werden im Folgenden

naher erlautert.
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2.2.1 Verkapselung von Nanopartikeln

Die Verkapselung von Nanopartikeln kann auf unterschiedliche Weisen erfolgen. Zum einen
ist es moglich, die Partikel mit einer Silika-Schale zu umhiillen. Eine Silika-Schale lasst sich
durch verschiedene Verfahren, wie beispielsweise dem Stober-Prozess’™ oder einer Mikro-

emulsion, "

auf die Nanopartikel aufbringen. Bei der Mikroemulsion werden die Nanoparti-
kel mit Hilfe eines Tensids und dem Einsatz von Tetraethylorthosilikat (TEOS) in Wasser
uberfuhrt. Durch Variation der Menge an TEOS kann dabei die Dicke der Silika-Schale ge-
steuert werden. Zum anderen konnen fiir den Phasentransfer amphiphile Molekiile verwendet
werden, die in der Lage sind, Mizellen zu bilden. Bei der Verkapselung interkaliert der hy-
drophobe Teil des Amphiphils mit den auf der Nanopartikeloberflache befindlichen Liganden,
wohingegen der hydrophile Rest die Wasserldslichkeit gewahrleistet. Ein Beispiel fir solche
Amphiphile sind Phospholipide.” "> Beruht die Stabilisierung der Nanopartikel jedoch aus-
schliellich auf den hydrophoben Wechselwirkungen der Liganden, ist die Stabilitat der Parti-

kel in biologischer Umgebung meist nicht ausreichend.

Eine Alternative zu Phospholipiden stellen amphiphile Polymere dar. Pellegrino et al. entwi-
ckelten ein System bestehend aus einem Maleinsaureanhydrid-Tetradecen-Copolymer, in dem
durch eine zusétzliche Quervernetzung die Stabilitdt der wéssrigen Nanopartikel erhéht wer-
den konnte.”® Bei dieser Methode interkalieren die Tetradecen-Einheiten des Polymers mit
den nativen Liganden der Nanopartikel, wodurch sich die Maleinsaureanhydrid-Einheiten auf
der Nanopartikeloberflache befinden. Die Zugabe von Dihexylentriamin bewirkt die Querver-
netzung der Polymerketten durch die Ringoffnung einiger Anhydrid-Gruppen. Anschlie3end
werden die restlichen Anhydrid-Einheiten hydrolysiert, wodurch die Nanopartikel infolge der

Carboxylatgruppen auf der Oberflache in Wasser tberflihrt werden kénnen.

Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Verkapselung von Nanopartikeln in amphiphile Di-
blockcoplymere aus Polyisopren-block-Polyethylenoxid (PI-b-PEQO). Diese Methode wurde
im Arbeitskreis Weller etabliert und besteht aus einem dreistufigen Prozess.” ™ Zunachst
findet ein Ligandenaustausch mit einem Diethylentriamin-funktionalisierten Polyisopren statt.
Im zweiten Schritt werden die Nanopartikel in Tetrahydrofuran gelést, mit dem amphiphilen
Polymer versetzt und mit Hilfe eines Mikromischers mit Wasser vermengt. Das Pl-b-PEO
bildet in Wasser Mizellen, in denen die Nanopartikel durch die hydrophoben Wechselwirkun-

gen der Polyisoprenketten eingeschlossen werden. AnschlieBend werden durch Zugabe eines
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Radikalstarters und Erhitzen der wéssrigen Losung die Isopren-Einheiten quervernetzt. Die
hervorragenden optischen Eigenschaften sowie die hohe Stabilitat in biologischer Umgebung
sind unter anderem auf die radikalische Quervernetzung im hydrophoben Teil des Polymers

zuriickzufithren.®

Trotz der vielen Vorteile wie der Erhalt der optischen Eigenschaften und die gute kolloidale
Stabilitat der resultierenden Nanopartikel, ist die Verkapselung auch mit einigen Nachteilen
verbunden. Die oben beschriebenen Methoden bestehen meist aus mehrstufigen und daher
aufwandigen Verfahren. Des Weiteren kommt es bei der Verwendung von Polymeren oft zu
einer teils drastischen VergroRerung des hydrodynamischen Durchmessers. AulRerdem kann
es bei der Verkapselung von nicht-sphérischen Nanopartikeln zu einem Verlust der urspring-
lichen Form kommen. So stellten Kumar et al. fest, dass bei der Silika-Verkapselung von
QDQRs je nach eingesetzter Menge TEOS elongierte bis spharische Strukturen erhalten wer-
den.®* Da sowohl die GroRe als auch die Form der Nanopartikel Einfluss auf die Interaktionen
mit Zellen haben,®*® kann die Verkapselung von Nanopartikeln mit Polymeren dazu fiihren,

dass deren Verwendung je nach Anwendungsgebiet limitiert ist.

2.2.2 Direkter Ligandenaustausch

Im Gegensatz zur Verkapselung von Nanopartikeln werden bei einem Ligandenaustausch die
hydrophoben Liganden aus der Synthese mdglichst vollstandig durch hydrophile Molekiile
ersetzt. Um dies zu erreichen, wird in der Regel ein sehr hoher Uberschuss an Ligand einge-
setzt, da ein Gleichgewicht zwischen auf der Oberflache adsorbierten und frei in Lésung vor-
kommenden, desorbierten Liganden vorliegt.®* Die hydrophilen Liganden miissen uber eine
funktionelle Gruppe mit moglichst héherer Affinitdt im Vergleich zu den nativen Liganden
zur Anbindung an die Nanopartikeloberflache verfligen. Je nach Art der verwendeten Nano-
partikel eignen sich dazu unter anderem Phosphane, Thiole oder Amine.®” Durch den Einsatz
kurzkettiger Liganden ist es mdglich, den hydrodynamischen Durchmesser nach dem Phasen-
transfer klein zu halten, was einen Vorteil gegentiber der Verkapselung von Nanopartikeln
darstellt.

Fur den Ligandenaustausch bei Halbleiternanopartikeln werden bevorzugt Liganden mit einer

Thiolgruppe eingesetzt. Obwohl Thiolliganden die Fluoreszenz der Nanopartikel 16schen
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konnen, 384

wird der Phasentransfer mit derartigen Liganden durchgefuhrt, da die Thiol-
gruppen eine sehr hohe Affinitdt zur Nanopartikeloberflaiche haben und den Ligandenaus-
tausch dadurch beglnstigen. Beispiele fir vielfach verwendete Thiolliganden sind Mercap-
toalkylcarbonsauren wie Mercaptoessig- oder Mercaptoundecansaure.”®®®> Mit diesen Ligan-
den ist jedoch die PLQY der Nanopartikel meist gering und die wéssrigen Dispersionen sind
aufgrund der Desorption der Liganden von der Oberflache und der Oxidationsempfindlichkeit
der Thiolgruppe nur Uber einen kurzen Zeitraum stabil. Bei sauren pH-Werten neigen die
Nanopartikel zur Aggregation, da fiir die Stabilisierung in Wasser die Carbonséuregruppe des
Liganden in deprotonierter Form vorliegen muss.®® Weiterhin kommt es meist zu unspezifi-
schen Wechselwirkungen mit Proteinen, weshalb diese Nanopartikel weniger fur den Einsatz

in der Biochemie oder Medizin geeignet sind.

Um die Desorption der Liganden von der Oberflache zu verhindern oder zumindest zu ver-
langsamen, kénnen mehrzéhnige Liganden eingesetzt werden. Aufgrund ihres chelatisieren-
den Effekts®” zeigen die Nanopartikeldispersionen selbst bei zunehmender Verdiinnung eine
hohere Stabilitat.?% Als zweizahnige Liganden kommen oft Liponsaure-Derivate zum Ein-
satz. Nach Reduktion zur Dihydroliponséure stehen zwei Thiolgruppen zur Anbindung an die
Nanopartikeloberflache zur Verfiigung und die erhaltenen Nanopartikel weisen sowohl ver-
besserte optische Eigenschaften als auch eine erhdhte Stabilitat auf.*>*> Obwohl mittlerweile

91,96 ||

aus der Literatur bekannt ist, dass Liponsdaure photochemisch reduziert werden kann,
terliegt sie dennoch ihrer inhdarenten Oxidationsempfindlichkeit. Dithiocarbamat-basierte Li-
ganden, die auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, stellen eine gute Alternative zu
Lipons4ure-basierten Systemen dar.®” % Dithiocarbamate (DTCs) weisen ebenfalls einen
stark chelatisierenden Charakter auf und lassen sich zudem sehr einfach durch Reaktion eines
priméren oder sekundaren Amins mit Kohlenstoffdisulfid synthetisieren. Dadurch steht eine
grolRe Vielzahl an mdglichen Liganden zur Verfligung, was diese Ankergruppe in Kombinati-

on mit der einfachen Zuganglichkeit sehr interessant macht.

Um die Wasserloslichkeit der Nanopartikel nach dem Phasentransfer zu gewahrleisten, wer-
den die Liganden oft mit PEOs modifiziert. PEOs sind wasserldslich, chemisch inert, ab ei-
nem Molekulargewicht von 1000 g/mol untoxisch und bereits bei der Food and Drug Admi-
nistration (FDA) als Zusatz in Nahrungsmitteln, Kosmetika oder pharmazeutischen Produkten
zugelassen.'®® Unspezifische Wechselwirkungen mit Proteinen werden weitestgehend verhin-

dert, sodass PEO-funktionalisierte Nanopartikel in der Regel nicht vom Immunsystem erkannt
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werden und lange Blutzirkulationszeiten aufweisen.”*?* Dennoch haben PEO-basierte Ligan-
den den bereits weiter oben erwdhnten Nachteil, dass sie den hydrodynamischen Durchmesser
der resultierenden Nanopartikel mit ansteigender Molmasse des eingesetzten PEOs vergro-
Rern. Daher ist in den letzten Jahren das Interesse an zwitterionischen Strukturen als Alterna-
tive zu PEOs betréchtlich gestiegen. Zwitterionischen Liganden wird wie PEOs eine protein-
abweisende Wirkung zugeschrieben, weshalb sie sich als Ligandensystem flr Nanopartikel,
die in der Biochemie oder Medizin eingesetzt werden sollen, eignen.? Die einfachsten zwit-
terionischen Liganden, die fur den Phasentransfer von Nanopartikeln verwendet werden kon-
nen, sind Aminosduren wie zum Beispiel Cystein oder D-Penicillamin.?"*** Bei Aminosduren
kann sich jedoch durch Anderung des pH-Wertes die Ladung durch Protonierung bzw. Depro-
tonierung verandern, was die pH-Stabilitat derartiger Nanopartikeldispersionen einschrénkt.
Eine weitere Substanzklasse von Zwitterionen stellen die sogenannten Betaine dar. Laut
IUPAC-Definition ist ein Betain eine Verbindung, die eine quaterndre Ammonium- und eine
Carboxylatgruppe im selben Molekdil enthélt. Mittlerweile wird der Begriff Betain jedoch fir
alle Arten zwitterionischer Substanzen verwendet, in denen sich die positive Ladung an einem
quaterndren Stickstoff- oder Phosphoratom und die negative Ladung formal an einem Sauer-
stoff- oder Schwefelatom befinden.’® Bekannte Betainstrukturen sind beispielsweise Carbo-
xy-, Phospho- und Sulfobetaine, deren Derivate bereits erfolgreich fir den Phasentransfer
diverser Nanopartikel eingesetzt wurden.?® In Abbildung 4 ist eine Ubersicht dieser Be-
tainstrukturen dargestellt. Unter den Strukturen ist vor allem das Sulfobetain interessant, da es

sich sehr einfach durch Reaktion eines tertidren Amins mit 1,3-Propansulton darstellen lasst.

¢} ¢}
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Carboxybetain Phosphobetain Sulfobetain

Abbildung 4:  Strukturformel eines Carboxy-, Phospho- und Sulfobetains (R = organischer
Rest).

Zwitterionische Liganden mit einer Sulfobetaingruppe wurden in der Vergangenheit vielfach
fur den Ligandenaustausch von Halbleiternanopartikeln verwendet. Die resultierenden Nano-
partikeldispersionen verfligen Uber eine gute kolloidale Stabilitdt und es kommt zu keiner
bzw. nur geringen VergréRerung des hydrodynamischen Durchmessers. Die Nanopartikel

zeigen keine oder kaum unspezifische Wechselwirkungen mit Zellen und bilden keine Prote-
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inkorona, wodurch sie in der Biochemie oder Medizin eingesetzt werden
konnen, 0929596104106 A\ diesem Grund basiert auch das in dieser Arbeit entwickelte Ligan-

densystem auf einer zwitterionischen Sulfobetain-Struktur.
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2.3 Nanopartikel in der Biochemie

Aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften ist das Forschungsinteresse zur Anwendung von
Nanopartikeln in der Biochemie in den letzten Jahren immer weiter gestiegen. Die potentiel-
len Anwendungsgebiete liegen dabei in der Diagnostik und Therapie sowie der Kombination
aus beiden Gebieten — der sogenannten Theranostik.'”” Die Nanopartikel kénnen beispiels-
weise als Wirkstofftrager zur Verabreichung von Therapeutika, als diagnostisches Werkzeug
in der Bildgebung oder als Biosensoren dienen.'®® Neben superparamagnetischen Eisenoxid-
nanopartikeln oder Goldnanopartikeln sind Halbleiternanopartikel aufgrund ihrer Fluores-

zenzeigenschaften von besonderem Interesse.

2.3.1 \Vorteile von Halbleiternanopartikeln in der Biochemie

QDs und QDQRs haben im Vergleich zu konventionellen organischen Farbstoffen einige we-
sentliche Vorteile. Halbleiternanopartikel haben einen groflen Absorptionsquerschnitt wéh-
rend das Emissionssignal sehr schmal ist. Aufgrund dessen eignen sich QDs und QDQRs fir
Multiplexing-Experimente, bei denen unterschiedlich emittierende Nanopartikel mit einer
einzigen Wellenlange angeregt und nebeneinander detektiert werden kénnen.'® Die Emissi-
onswellenldnge von Halbleiternanopartikeln l&sst sich leicht durch die Grof3e der Partikel va-
riieren (s. Kapitel 2.1). Peng und Mitarbeiter zeigten aulerdem, dass in Abhdngigkeit vom
Teilchendurchmesser die molaren Extinktionskoeffizienten von QDs zwischen 10° und
10° M~cm™? liegen und damit ein bis zwei GroRenordnungen hoher im Vergleich zu denen
organischer Farbstoffe sind.*® Die Extinktionskoeffizienten von QDQRs kénnen aufgrund des
groen Volumens dieser Partikel sogar Werte bis 10’ M~cm~! annehmen.!” Ebenso ist die
Photostabilitat von Halbleiternanopartikeln verglichen mit der organischer Farbstoffe deutlich
erhéht. Die Partikel sind bis zu 200-mal stabiler und eignen sich dementsprechend auch fiir
Langzeitstudien.**?° Insgesamt erscheinen QDs aufgrund ihres hohen Extinktionskoeffizien-
ten bis zu 20-mal heller als organische Farbstoffe,”® wobei dieser Effekt bei QDQRs noch
groRer ist. Die Verwendung von QDQRs ertffnet zudem neue Anwendungsbereiche, da
QDQRs im Gegensatz zu spharischen QDs linear polarisiertes Licht emittieren.!®® Da die

Nanopartikel infolge ihrer inhdrenten Eigenschaften insgesamt stabiler sind und eine héhere
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Nachweisempfindlichkeit aufweisen, ergeben sich gegentber der Verwendung von organi-

schen Farbstoffen in der Biochemie klare Vorteile.

Um fir derartige Anwendungen geeignet zu sein, missen die Nanopartikel jedoch diverse
Kriterien erfullen, die bereits in Kapitel 2.2 erwahnt wurden. Bevor es zum Einsatz von
Nanopartikeln in beispielsweise pharmazeutischen Produkten kommen kann, missen die
Wechselwirkungen der Partikel mit dem Organismus untersucht werden. Ein wichtiger Faktor
bei der Beurteilung von Nanopartikeln beziglich ihrer Anwendung in der Biochemie oder
Medizin ist deren toxische Wirkung. Daneben ist die Adhasion von Nanopartikeln an die
Zellmembran bzw. die Aufnahme von Nanopartikeln in die Zelle von groRer Bedeutung. In
den folgenden Abschnitten werden diese beiden Gebiete néher erldutert.

2.3.2 Toxizitat von Nanopartikeln und deren Bestimmung in vitro

Bei der Verwendung von Nanopartikeln in biochemischen oder medizinischen Bereichen
stellt sich unweigerlich die Frage, inwieweit eine toxische Wirkung von den Partikeln aus-
geht. Gerade bei Halbleiternanopartikeln auf CdSe-Basis kann es dazu kommen, dass zytoto-
xische Cadmiumionen in die Umgebung freigesetzt werden und die Zellen schadigen.™'® Fer-
ner kdnnen reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) gebildet werden, die
Zellbestandteile wie Proteine, Lipide und DNA modifizieren oder zerstéren und damit zum
Zelltod fithren."**** Die Zellaktivitat wird von vielen weiteren Faktoren der Nanopartikel
beeinflusst, wie zum Beispiel Gréfe und Form, Passivierung, Oberflichenchemie und
-ladung, Aggregation sowie Konzentration der Partikel.®>****> Aufgrund dessen ist es bisher
nicht moglich, die toxische Wirkung von Nanopartikeln vorherzusagen. Um die zytotoxische
Wirkung von Nanopartikeln zu beurteilen, wurden unterschiedlichste Methoden basierend auf
in vitro Zellversuchen entwickelt. Einige ausgewahlte Methoden werden im Folgenden naher

beschrieben.

Die einfachste Variante stellt die mikroskopische Betrachtung der Zellen nach Inkubation mit
den zu untersuchenden Nanopartikeln dar. Da die Interpretation und die Herstellung von Ver-
gleichsstandards jedoch schwierig sind, wird hdufig ein Test mit wasserldslichen Tetrazo-
liumsalzen (engl. water soluble tetrazolium salt, WST) in Kombination mit dem Lactatdehy-
drogenase (LDH) Assay durchgefuhrt. Der WST-8 Assay beruht darauf, dass in den Mito-
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chondrien lebender Zellen mitochondriale Dehydrogenasen vorhanden sind, die das wasser-
I6sliche Tetrazoliumsalz WST-8 zu Formazan reduzieren kdnnen. Das gebildete Formazan ist
gelb und die Intensitat des Farbstoffs damit direkt proportional zur Viabilitat der Zellen.'®
Mit dem LDH Assay wird im Gegensatz dazu die Zytotoxizitdt gemessen. Xenobiotika kon-
nen zu einer Lyse der Zellmembran fuhren, wodurch Zellbestandteile in das umgebende Mili-
eu austreten. Darunter befindet sich das Enzym LDH, das den Co-Faktor Nicotinamidadenin-
dinukleotid (NAD) zu NADH reduziert. Das gebildete NADH kann im Anschluss WST zu
Formazan reduzieren. Die Intensitit des Farbstoffs im extrazellularen Medium korreliert da-
durch mit der Toxizitat des untersuchten Xenobiotikums. Beide Assays haben aber den Nach-
teil, dass sie bei der Untersuchung von Nanopartikeln nicht universell einsetzbar sind, da die-
se zum Teil mit den eingesetzten Substanzen oder der LDH wechselwirken, wodurch das Er-

gebnis verfalscht wird. ™’

Eine mogliche Alternative zu den vorgestellten Assays stellt der Cellomics Array Scan Rea-
der dar. Der Array Scan Reader ist Teil eines automatisierten High Content Screenings, da er
mehrere Parameter gleichzeitig messen und analysieren kann. Die Aussagekraft dieser Me-
thode ist dadurch vielféltiger und genauer im Vergleich zu den beiden zuvor beschriebenen
Assays. Im Rahmen der Toxizitatsmessungen werden 96-Well Platten verwendet, in denen
die Zellen zundchst mit dem Xenobiotikum inkubiert werden. Nach der Inkubation werden
die Zellen mit dem Zellkernfarbstoff Hoechst 33342 und dem Mitochondrienfarbstoff
MitoTracker® Deep Red angefarbt. AnschlieRend wird jedes Well automatisiert mit Hilfe ei-
ner Software analysiert und mikroskopische Aufnahmen der Zellen angefertigt. Dabei erkennt
das Gerat die Zellstruktur, fokussiert automatisch und misst die Struktur in Abhangigkeit von
Ort und Zeit. Die Auswertung dieser Daten liefert Informationen Uber die Anzahl der Zellen,
die ZellkerngroRe, die Zellkernmorphologie und das Transmembranpotential der Mitochon-
drien. Anhand dieser Daten kann im Anschluss eine Aussage uber die Toxizitat des Xenobio-
tikums getroffen werden. Wirkt eine Substanz zytotoxisch, so nimmt die Anzahl der Zellen
im Laufe der Zeit ab. Die Zellkerne kondensieren, was zunachst zu einer Intensitatserhohung
des Zellkernfarbstoffs und nach Absterben der Zellen zu dessen Erniedrigung fiihrt. Des Wei-
teren setzen die Mitochondrien unter Zellstress Apoptose-auslosende Faktoren frei, was zu-
nachst zu einem Anstieg der Mitochondrienmasse und damit zu einer Intensitatssteigerung
des Mitochondrienfarbstoffs flhrt. Sobald die Zellen absterben, sinkt die Intensitat des Farb-
stoffs wieder. Die mikroskopischen Bilder, die wéhrend der Untersuchung aufgenommen

werden, erlauben zusétzlich eine optische Beurteilung der Zellmorphologie. Der Informati-
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onsgehalt und die Genauigkeit dieser Methode sind somit deutlich hoher im Vergleich zum
WST-8 und LDH Assay, weshalb diese Methode zur Bestimmung der Toxizitat der im Rah-
men dieser Arbeit hergestellten wasserlslichen QDQRs verwendet wurde.

2.3.3 Aufnahmepfade von Nanopartikeln in Zellen

Bei der Verwendung von Nanopartikeln in der Biochemie oder Medizin werden die Nanopar-
tikel je nach Darreichungsform beispielsweise oral oder intravenés dem Korper zugefihrt.
Dabei kommen die Nanopartikel in Kontakt mit Zellen, wodurch es zur Anhaftung an die
Zellmembran oder zur Aufnahme der Partikel in die Zellen kommen kann. Um einen ersten
Einblick in die Interaktionen von Nanopartikeln mit Zellen zu erhalten, werden in vitro Zell-
kulturstudien durchgefuihrt, wobei die verschiedensten Zelllinien zum Einsatz kommen kon-
nen. Nanopartikel konnen unter anderem durch Endozytose in die Zellen transportiert werden.
Allgemein werden bei der Endozytose Substanzen Uber eine Einstllpung der Zellmembran in
die Zelle aufgenommen. Zu den endozytischen Aufnahmepfaden z&hlen beispielsweise die
Phagozytose und Makropinozytose sowie die clathrin- und caveolaevermittelte Endozytose (s.

Abbildung 5). Diese Aufnahmemechanismen werden im Folgenden naher erlautert.

Makropinozytose

Phagozytose

. Aktin
clathrinvermittelte caveolaevermittelte

Endozytose EndOZytose Y phagozytischerRezeptor

A Clathrin
R <» Caveolin
©  Dynamin

L Membranrezeptor

Phagosom Makropinosom Caveosom

Abbildung 5:  Mégliche Aufnahmepfade in die Zelle. (Geiinderte Abbildung nach ''®,)

Phagozytierende Zellen wie beispielsweise Makrophagen oder dendritische Zellen gehdren
zum Immunsystem, das daflr sorgt, Fremdkorper im Organismus zu erkennen und aus diesem

zu entfernen. Neben Makrophagen und dendritischen Zellen gibt es einige Epithel- und Endo-
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thelzellen, die Phagozytose aufweisen.'*® In der Regel werden Fremdkérper, zu denen auch
applizierte Nanopartikel zdhlen, vom Immunsystem erkannt und durch Phagozytose (,,Zell-
fressen®) aus dem Organismus entfernt. Bei der Phagozytose bildet sich zunédchst durch An-
haftung bestimmter Proteine und Antikorper eine Proteinkorona um die Partikel. Dieser Pro-
zess wird Opsonisierung genannt.® Die Proteinkorona dient der Erkennung und der Bindung
der Nanopartikel an phagozytische Rezeptoren der Zelle. Nach Anbindung wird eine Kaskade
im Zellinneren ausgeldst, durch die es zu einer Aktin-Assemblierung kommt. Aufgrund der
Assemblierung stllpt sich die Zellmembran an dieser Stelle ein und durch Abschniirung ins
Innere der Zelle bildet sich ein Vesikel, das sogenannte Phagosom. Im weiteren Verlauf wird

das Phagosom mit den enthaltenen Substanzen lysosomal abgebaut.**°

Die Phagozytose von Nano- und Mikropartikeln wird begunstigt, wenn die Partikel eine Gro-
Re zwischen 500 nm und 10 pm haben.*?® Zudem werden die Partikel umso schneller phago-
zytiert, je besser die Proteine an deren Oberfliche haften kdnnen.'?* Dabei zeigte sich, dass
sowohl stark geladene als auch hydrophobe Oberflachen die Opsonisierung fordern.***# Fir
den Einsatz von Nanopartikeln als diagnostisches oder therapeutisches Werkzeug ist es daher
notwendig, sie in eine moglichst ungeladene, hydrophile und vor allem proteinabweisende
Schicht einzuhiillen. Sowohl auf PEO basierende als auch zwitterionische Liganden zeigen
diese Eigenschaften (vgl. Kapitel 2.2.2). Um den hydrodynamischen Durchmesser der Nano-
partikel moglichst klein zu halten, ist jedoch die Verwendung zwitterionischer Liganden zu

bevorzugen.

Im Gegensatz zur Phagozytose lauft die Makropinozytose (,,Zelltrinken*) ohne Einwirkung
von Rezeptoren ab. Ein aktinreicher VVorsprung in der Zellwand kollabiert unter Ausbildung
eines sogenannten Makropinosoms. Wahrend dieses VVorgangs kénnen Substanzen wie Nano-
partikel mit umschlossen und dadurch internalisiert werden. Die gebildeten Makropinosome
enthalten neben den Partikeln ein groRes VVolumen extrazellularen Mediums, weshalb sie mit
einem Durchmesser von bis zu 5 um relativ groR sind. Innerhalb der Zelle verkleinern sich die

Makropinosomen meist und kénnen lysosomal abgebaut werden.*?**24

Die clathrinvermittelte Endozytose stellt einen weiteren Aufnahmemechanismus dar. Diese
Form der Endozytose kann sowohl rezeptorvermittelt als auch ohne Mitwirken eines Rezep-
tors ablaufen, wobei der Vorgang ohne Beteiligung eines Rezeptors deutlich langsamer
vonstattengeht. Bei der rezeptorvermittelten Form der clathrinvermittelten Endozytose verfu-

gen die Nanopartikel Gber ein bestimmtes Erkennungsmerkmal und binden an entsprechende
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Rezeptoren der Zellmembran in einer chlathrinreichen Umgebung. Das dort vorhandene
Clathrin polymerisiert unter Bildung eines sogenannten Clathrinkafigs um die Nanopartikel
herum, woraufhin sich die Zellmembran an dieser Stelle einstiilpt. Durch das Enzym Dyna-
min schndrt sich im weiteren Verlauf ein clathrinumhlltes Vesikel, das bis zu 150 nm grof3
sein kann, von der Zellmembran ab. SchlieBlich wird der Clathrink&fig wieder abgebaut und
das innere Milieu des Vesikels durch Protonenpumpen auf etwa pH 5 eingestellt. Diese Vesi-
kel, die spate Endosomen genannt werden, werden letztendlich einschliel3lich der enthaltenen

Nanopartikel lysosomal abgebaut.*24*%

Bei der caveolaevermittelten Endozytose werden Nanopartikel Gber die sogenannten Caveolae
in die Zelle aufgenommen. Caveolae sind etwa 50 — 100 nm grof3e Einbuchtungen der Zell-
membran, die von innen mit dem Protein Caveolin ausgekleidet sind. Die Nanopartikel bin-
den zunéchst durch spezifische Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen an die Zellmembran und
wandern entlang der Membran zu den Caveolae. Durch das Enzym Dynamin kommt es zur
Abschnurung eines Vesikels, das die Partikel enthdlt und Caveosom genannt wird. Im Gegen-
satz zur clathrinvermittelten Endozytose liegen im Inneren der Vesikel keine Verdauungsen-
zyme vor, wodurch kein lysosomaler Abbau stattfindet.***2

Um Nanopartikel als Wirkstofftrdger oder zur Bildgebung einzusetzen, kdnnen die Nanopar-
tikel beispielsweise an ein entsprechendes Affinitdtsmolekil gekoppelt werden, damit es zu
einer spezifischen Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zwischen den Zielzellen und den Nano-
partikeln kommt.”®'?®1?" Dije unspezifische Aufnahme der Partikel in andere Zellen muss in
diesem Fall verhindert werden. Eine unspezifische Zellaufnahme ist von sehr vielen verschie-
denen Faktoren abhangig, wie zum Beispiel GroRe und Form der Partikel,*?**%* Oberflachen-

9130131 nd der bereits erwahnten Opsonisierung.?® 932132 Es sej an dieser Stelle da-

ladung
rauf hingewiesen, dass auch unfunktionalisierte Nanopartikel in der Diagnostik oder Therapie
verwendet werden kdnnen. Ein Beispiel daflr ist die passive Tumorerkennung, da Tumorge-
webe im Vergleich zu gesundem Gewebe eine erhdhte Permeabilitdt der Blutgefalie aufweist
und zugleich eine langere Verweilzeit der eingedrungenen Substanzen vorliegt.”*** Dieses
Phanomen wird auch als EPR-Effekt (EPR = enhanced permeability and retention) bezeich-

net und bei der passiven Tumorerkennung ausgenutzt.
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3 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines zwitterionischen Ligandensystems,
das den Phasentransfer von I1-VI-Halbleiternanopartikeln in wassrige Medien ermdglicht.
Dabei wurde zum einen die Kettenlange des Liganden und zum anderen die Anzahl zwitterio-
nischer Gruppen pro Ligand variiert, um deren Einfluss auf die resultierenden optischen Ei-
genschaften der Nanopartikel zu untersuchen. Da im Rahmen dieser Arbeit mit elongierten
QDQRs gearbeitet wurde, standen auBerdem sowohl der GréRRen- als auch der Formerhalt der
Nanopartikel im Fokus, da die Verkapselung von Nanopartikeln mit Polymeren in der Regel
zu einer deutlichen VergroRerung des hydrodynamischen Durchmessers sowie durch die Aus-
bildung sphérischer Mizellen zu einem Verlust der elongierten Form fihrt. Durch den Ligan-
denaustausch sollten sowohl biokompatible als auch gegenuber duReren Einfliissen, wie zum
Beispiel unterschiedlichen pH-Werten, stabile QDQRs erhalten werden, die fir den Einsatz in
biologischen oder medizinischen Bereichen geeignet sind. Da solche Anwendungen die
Kopplung von Affinitatsmolekiilen erfordern kdnnen, sollten Mdéglichkeiten zur Einfiihrung
funktioneller Gruppen durch den Liganden untersucht werden. SchlieBlich sollten hinsichtlich
der Verwendbarkeit in biologischer Umgebung die Toxizitat und das Zellaufnahmeverhalten
der wasserldslichen QDQRs in vitro und anschlieBend das Zellaufnahmeverhalten in der Le-
ber sowie die Organverteilung in vivo Uberprift werden. Die erhaltenen Informationen sollten
Aufschluss daruiber geben, inwieweit sich die wasserldslichen QDQRs beispielsweise flr den

Einsatz als Fluoreszenzmarker eignen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dieses Kapitel gliedert sich in sechs Abschnitte. Der erste Abschnitt (Kapitel 4.1) beschéaftigt
sich mit der Synthese der unterschiedlichen zwitterionischen Liganden einschlieBlich der
moglichen Einfihrung funktioneller Gruppen. In Kapitel 4.2 werden die Ergebnisse des Li-
gandenaustauschs mit CdSe/CdS QDQRs sowie die Charakterisierung der resultierenden
zwitterionischen QDQRs beschrieben. Im folgenden Abschnitt (Kapitel 4.3) wird die Oberfla-
chenchemie der QDQRs mittels zeitaufgeltster Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Der
vierte Abschnitt (Kapitel 4.4) widmet sich der Stabilitat der hergestellten Nanopartikeldisper-
sionen in verschiedenen biologisch relevanten Medien und bei unterschiedlichen pH-Werten.
Im Hinblick auf mdgliche Anwendungen in der Biologie oder Medizin werden in Kapitel 4.5
die Ergebnisse der Toxizitatsuntersuchungen der zwitterionischen QDQRs und deren Zellauf-
nahmeverhalten in vitro mit A549-Zellen diskutiert. Der letzte Abschnitt (Kapitel 4.6) befasst
sich schlieBlich mit in vivo Studien der hergestellten Nanopartikeldispersionen.

4.1 Ligandensynthese

Die in dieser Arbeit synthetisierten Liganden wurden entwickelt, um wasserlésliche und bio-
kompatible CdSe/CdS QDQRs zu erhalten. Da es sich bei den verwendeten QDQRs um elon-
gierte Nanopartikel handelt, standen auflerdem der GréRen- und Formerhalt im Fokus. Wie
bereits in Kapitel 2.2 angesprochen, fiihrt die Verkapselung von Nanopartikeln mit Polymeren
oder einer Silikahtlle beim Phasentransfer in wassrige Medien oftmals zu einer VergroRerung

des hydrodynamischen Durchmessers’®’"1%

sowie zu einem Verlust der urspriinglichen
Form, sofern nicht-sphérische Partikel verkapselt werden.?! Die Anforderungen an den Li-
ganden fir den Phasentransfer lassen sich demnach wie folgt zusammenfassen: Der Ligand
muss eine hydrophile Kopfgruppe enthalten, die sowohl die Wasserléslichkeit als auch die
Biokompatibilitat der QDQRs gewahrleistet. Des Weiteren soll eine Ankergruppe vorhanden
sein, mit welcher der Ligand mdglichst stark auf der Nanopartikeloberflache koordiniert. Die
hydrophile Kopf- und die Ankergruppe sollen durch verschieden lange Linker miteinander

verkniipft werden.

27



4.1.1 Synthese und Charakterisierung der zwitterionischen Liganden

Um die oben genannten Kriterien zu erflllen, wurden zundchst zwei sekundére Amine unter-
schiedlicher Kettenlange mit einer zwitterionischer Kopfgruppe synthetisiert. Durch die un-
terschiedlich langen Alkylketten sollte untersucht werden, ob die Ladnge des Liganden einen
Einfluss auf den Phasentransfer und die physikochemischen Eigenschaften der resultierenden
Nanopartikel hat. Die allgemeine Struktur des Liganden ist in Abbildung 6 gezeigt. Aus dem
sekundaren Amin wurde durch Zugabe von Kohlenstoffdisulfid ein Dithiocarbamat zur An-
bindung an die Nanopartikeloberflache gebildet. Das sekundédre N-Methylamin wurde auf-
grund der htheren Stabilitat des resultierenden Dithiocarbamats gewahlt. Die Erzeugung der
Dithiocarbamat-Ankergruppe erfolgte in situ vor dem Ligandenaustausch, worauf in Kapitel
4.1.3 ndher eingegangen wird.
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Abbildung 6:  Zielstruktur der zwitterionischen Dithiocarbamat-Precursor.

Die zwitterionische Kopfgruppe bestand aus einem Sulfobetain, das fur die ntige Wasserlos-
lichkeit und Biokompatibilitat sorgen sollte. Sulfobetaine lassen sich aus der Reaktion eines
tertidaren Amins mit 1,3-Propansulton darstellen. Die Vorstufen der Liganden bestanden somit
aus N,N,N’-Trimethylalkyldiaminen. Alkylderivate mit zwei bis finf Methylengruppen sind
kommerziell erhéaltlich, wohingegen héhere Homologe synthetisiert werden missen. Um den
Abstand zwischen der Nanopartikeloberflache und der zwitterionischen Kopfgruppe maog-
lichst gering zu halten, wurde als Ausgangsmaterial fur den kurzkettigen zwitterionischen
Liganden N,N,N’-Trimethylpropan-1,3-diamin (,,C3-Amin*, 1) gewdhlt. Der langerkettige
Ligand wurde ausgehend von 11-Bromundecansédure (2) nach einer Vorschrift von Koeberle

et al. 1%

synthetisiert. Durch die langere Alkylkette sollten die hydrophoben Wechselwirkun-
gen zwischen benachbarten Liganden auf der Nanopartikeloberflache verstarkt werden, was
sich auf die Stabilitadt der QDQRs auswirken kdnnte. In Abbildung 7 ist das Syntheseschema
zur Bildung des N,N,N’-Trimethylundecan-1,11-diamin (,,C11-Amin*, 5) ausgehend von 11-

Bromundecansdure 2 dargestellt.

28



(0] (@] | (@]

1. Oxalylchlorid \/W]\ Dimethylamin \/W]\
Br\,WJ\ Br N
3 OH » 3 H/ _ e 3 H/

2. Methylamin

2 3 4

LiAIH,

Abbildung 7:  Synthese des N,N,N’-Trimethylundecan-1,11-diamins (5) ausgehend von 11-

Bromundecansiure (2) in drei Stufen.

Im ersten Schritt wurde die Carbonsduregruppe der Bromundecanséure 2 mit Oxalylchlorid
zum Saurechlorid umgesetzt. Durch eine nucleophile Substitutionsreaktion mit wéassrigem
Methylamin bildete sich das N-Methylamid 3 in 89%iger Ausbeute. Im Anschluss wurde das
Produkt 3 in ethanolischem Dimethylamin geldst und fiir zwei Stunden in der Mikrowelle auf
60 °C erhitzt. Dabei fand die nucleophile Substitution des endstdndigen Bromatoms mit Di-
methylamin statt. Das Rohprodukt lag nach Entfernen des Lésungsmittels als Hydrobromid
vor, das nach Suspendieren in Methyl-tert-butylether (MTBE) und Ausschitteln gegen Na-
tronlauge das Produkt 11-(Dimethylamino)-N-methylundecanamid 4 lieferte. Im Vergleich
zur Originalvorschrift, in der wassriges Dimethylamin verwendet und die Reaktionsmischung
eine Woche unter Rickfluss erhitzt wurde, lieferte die Reaktion in der Mikrowelle deutlich

bessere Ausbeuten von etwa 90% (Literaturausbeute: 60%"*

) bei stark verkirzter Reaktions-
zeit. Durch Reduktion des 11-(Dimethylamino)-N-methylundecanamid 4 mit Lithiumalumi-
niumhydrid wurde N,N,N’-Trimethyl-1,11-undecandiamin 5 erhalten. Die Rohausbeute dieser
Reaktion betrug 96%. Auf eine Aufarbeitung via Saulenchromatographie oder Vakuumdestil-
lation wurde verzichtet, da dieser Schritt zu Ausbeuteverlusten fiihrte (vgl. Literaturausbeute:
30%"%) und die Qualitat des Rohproduktes fiir die nachfolgende Reaktion ausreichend war.
Die Analyse der einzelnen Stufen erfolgte mittels NMR-Spektroskopie und die chemischen

Verschiebungen entsprachen den in der Literatur angegeben Werten.**®

Ausgehend von den N,N,N’-Trimethylalkyldiaminverbindungen 1 und 5 wurde in einer drei-
stufigen Synthese die Sulfobetaingruppe erzeugt (s. Abbildung 8). Da 1,3-Propansulton so-

wohl mit tertidren als auch mit sekundaren Aminen reagiert, wurde das sekundare Amin durch
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Reaktion mit Di-tert-butyldicarbonat mit einer tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe (Boc) ge-
schiitzt."*"**® Nach saulenchromatographischer Reinigung wurden die Boc-geschiitzten Ami-
ne 6a und 6b mit einem Uberschuss 1,3-Propansulton zu den zwitterionischen Verbindungen
7a und 7b umgesetzt. Die erhaltenen NMR- und Massenspektren entsprachen dabei der er-
warteten Struktur (s. Anhang B und Anhang C).
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Abbildung 8:  Syntheseschema zur Bildung der zwitterionischen Amine 8a und b mit einer

Propyl- (C3-ZW) bzw. Undecylkette (C11-ZW) als Spacer.

Bei der Umsetzung mit Propansulton stellte sich heraus, dass fiir das Propyl-Derivat 6a eine
Reaktionszeit von funf Tagen ausreichend war, um Ausbeuten von ca. 90% zu erhalten. Im
Fall des Undecyl-Derivats 6b waren langere Reaktionszeiten von bis zu zwei Wochen erfor-
derlich, um das zwitterionische Produkt 7b in Ausbeuten von etwa 80% zu erhalten. Eine
Verkiirzung der Reaktionszeit konnte durch einen noch hoheren Uberschuss an Propansulton
erreicht werden. Darauf wurde jedoch verzichtet, weil das Abtrennen des Uberschissigen Sul-
tons schwierig und nur durch intensives Waschen mit trockenem Tetrahydrofuran (THF) zu
erreichen war und Propansulton zudem ein potentes Karzinogen ist. Eine weitere Moglichkeit
bestiinde in der Erhéhung der Reaktionstemperatur. Fir die Reaktion erwiesen sich Dichlor-
methan (DCM) und Chloroform als geeignete Lésungsmittel, wobei nur Chloroform eine sig-
nifikante Temperaturerhéhung zulieRe. Da Chloroform ebenfalls als KMR-Stoff klassifiziert

ist, wurde auf dessen Verwendung aufgrund des Substitutionsgebots vorerst verzichtet.
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Das Entschiitzen des sekundaren Amins in Verbindung 7a bzw. 7b wurde in der Mikrowelle
bei 135 °C in Wasser durchgefiihrt,****4° wobei Ausbeuten von ca. 90% erreicht wurden. Der
Vorteil dieser Methode zur Entschiitzung liegt darin, dass keine zusétzlichen Reagenzien be-
notigt werden und die Nebenprodukte der Reaktion — z.B. das durch NMR-Analyse identifi-
zierte tert-Butanol — bei der anschlieBenden Lyophilisation mit entfernt werden. Da in man-
chen Fallen trotz sorgfaltiger Waschschritte der Uberschuss 1,3-Propansulton aus der voran-
gegangenen Reaktion nicht vollstandig abgetrennt werden konnte, waren die zwitterionischen
Amine C3-ZW (8a) und C11-ZW (8b) zum Teil mit 3-Hydroxypropansulfonsdure, dem
Hydrolyseprodukt des Propansultons, verunreinigt. Diese Verunreinigung konnte mit Hilfe
von Amberlyst A 26, einem stark basischen lonenaustauscher, entfernt werden. Die erhalte-
nen NMR- und Massenspektren der Zielverbindungen entsprachen den jeweils erwarteten
Strukturen (s. Anhang B und Anhang C). Als Beispiel ist in Abbildung 9 das *H-NMR-
Spektrum der Verbindung 8a im Vergleich zum NMR-Spektrum des Edukts N,N,N’-
Trimethylpropan-1,3-diamin gezeigt. Die chemische Verschiebung des Singuletts der Methyl-
aminogruppe (1 bzw. a) &ndert sich nicht und liegt bei 2,42 ppm. Im Gegensatz dazu ver-
schiebt sich das Singulett der Dimethylammoniumgruppe (11, 12) aufgrund der Quaternisie-
rung des Stickstoffs deutlich um fast ein ppm zu tieferem Feld auf 3,13 ppm. Die Multipletts
bei 3,39 und 3,50 ppm sind den Methylenprotonen in Position 5 und 7 zuzuordnen. Auch hier
erfolgt durch die Quaternisierung des Stickstoffs eine Verschiebung der Protonen 5 zu tiefe-
rem Feld im Vergleich zu den Protonen e im Edukt. Die Methylengruppe vor der Sulfonsdure
(Position 9) liefert das Triplett bei 3,00 ppm. Das Signal bei 2,74 ppm ist der Methylengruppe
am sekundaren Amin (Position 3) zuzuordnen, das sich aufgrund des gréfReren Abstands zum
quaternaren Stickstoff nur um etwa 0,1 ppm im Vergleich zu den Protonen ¢ des Edukts zu
tieferem Feld verschiebt. Die Methylenprotonen in Position 4 und 8 liegen im Hochfeld-
Bereich und befinden sich bei 2,03 und 2,23 ppm. Hier wiederum ist der Einfluss des quater-
naren Stickstoffs etwas grofRer und das Signal der Protonen 4 ist im Vergleich zu den Proto-

nen d um ca. 0,4 ppm tieffeld-verschoben.
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Abbildung 9:  Vergleich der '"H-NMR-Spektren der zwitterionischen Verbindung 8a (C3-ZW,
blau) in D,0O und des Ausgangsmaterials N,N,N’-Trimethylpropan-1,3-diamin (rot) in CDCl;.

Zusatzlich zu den beiden Liganden mit einer zwitterionischen Kopfgruppe wurde ein weiterer
Ligand mit zwei Sulfobetaingruppen (Bis-C3-ZW, 9, s. Abbildung 10) ausgehend vom kom-
merziell erhéltlichen 3,3’-Iminobis-N,N-dimethylpropylamin synthetisiert. Die Ausbeuten der
einzelnen Reaktionen lagen zwischen 70 und 90% und die NMR- und Massenspektren ent-

sprachen auch hier den erwarteten Strukturen (s. Anhang B bzw. Anhang C).
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Bis-C3-ZW (9)

Abbildung 10: Strukturformel des Liganden Bis-C3-ZW (9) mit zwei zwitterionischen
Kopfgruppen.

Im Vergleich zu den beiden vorher beschriebenen Liganden sollte dieser Ligand auf der
Nanopartikeloberflache nach Dithiocarbamat-Bildung eine V-formige Struktur besitzen, die
im ldealfall eine bessere Abschirmung konvexer Oberflachen (spharisch oder zylindrisch)
gewahrleisten kdnnte. Andererseits hat der Ligand durch die V-formige Struktur vermutlich

einen erhohten Platzbedarf, wodurch sich weniger Liganden auf der Oberflache anordnen
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kdénnen, was eine schwachere Abschirmung zur Folge hétte. Mit diesem Liganden sollte tiber-
priift werden, ob und inwiefern sich diese Ligandeigenschaft auf den Phasentransfer und die
Stabilitadt der QDQRs auswirkt. Da sich dieser Ligand auch in der Hydrophilie von den beiden
bisher beschriebenen zwitterionischen Liganden unterscheiden kénnte, wurden die Vertei-
lungskoeffizienten (logP) der Liganden mit Hilfe des Molinspiration Property Calculators**
(Molinspiration Cheminformatics) mit den Standardeinstellungen des Programms simuliert. In
Tabelle 1 sind die simulierten Verteilungskoeffizienten (simlogP), die daraus resultierenden
Konzentrationen in der hypothetischen Octanolphase und die prozentualen Anteile der in
Wasser geldsten Liganden dargestellt. Wie erwartet variieren die Verteilungskoeffizienten
zwar, jedoch liegt das simulierte Verteilungsgleichgewicht fir alle Liganden nahezu vollstan-
dig auf der Seite der Wasserphase. Die berechneten Unterschiede in der Hydrophilie sind so

gering, dass sie mutmaRlich keinen Einfluss auf den Ligandenaustausch haben.

Tabelle 1: Ergebnisse der Simulation der Verteilungskoeffizienten der zwitterionischen

Liganden.
Ligand simlogP C(Octanol) geloster Anteil in H,O
C3-ZW -5,45 3,5uM 99,99965%
C11-ZW -3,47 340 pM 99,966%
Bis-C3-ZW -6,21 0,62 uM 99,999938%

4.1.2 Funktionalisierung der Liganden

Im Hinblick auf die Anwendung von Nanopartikeln in der Biologie oder Medizin kann es
erforderlich sein, dass diese biologisch relevante Molekiile wie zum Beispiel Kohlenhydrate
oder Peptide auf ihrer Oberflache tragen. Um solche Molekiile an den Liganden koppeln zu
kénnen, muss dieser iiber eine funktionelle Gruppe verfiigen.*****® Die Einfiihrung einer sol-
chen Gruppe ist bei den in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Liganden Uber eine Alkylierungsreak-
tion des 1,3-Propansultons mdglich, bevor dieses mit dem tertidren Amin zum Sulfobetain
reagiert. Dazu wird Propansulton mit n-Butyllithium (n-BuLi) bei tiefen Temperaturen in
a-Position lithiiert und im Anschluss mit einem entsprechenden Elektrophil umgesetzt. Bei
dieser Reaktion wird neben dem einfach substituierten auch das zweifach substituierte Pro-
dukt gebildet, deren Verhaltnis zueinander durch den Uberschuss an Elektrophil gesteuert

werden kann.
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In Abbildung 11 sind die in der Arbeit verfolgten Strategien zur Funktionalisierung des 1,3-
Propansultons gezeigt. Bereits aus der Literatur bekannt ist das 2-Allyl-Sulton 10a,*** das
durch anschlielende Epoxidierung mit meta-Chlorperbenzoesaure (m-CPBA) in das Epoxy-
Sulton 11 umgewandelt werden kann.** Beide funktionellen Gruppen sind beziiglich der An-
knipfung biologisch relevanter Molekiile von Interesse, da an die Allylgruppe beispielsweise
uber eine Thiol-En-Klick-Reaktion ein Thiol gekoppelt werden kann. Der Epoxidring wird
durch die Quaternisierung zum Sulfobetain nicht angegriffen und kann in der Folge mit einer
Vielzahl von nucleophilen Biomolekiilen, wie Aminen, Thiolen oder Alkoholen, abreagieren.
Die Darstellung des Allyl- und Epoxy-Sultons erfolgte nach Literaturvorschrift.'**'* Das
2-Allyl-Sulton 10a wurde dabei in 54%iger Ausbeute erhalten, was mit der Literaturausbeute
von 58% vergleichbar ist. Als Nebenprodukt wurde bei dieser Reaktion das 2,2-Bisallyl-
Sulton 10b (6%) erhalten, das prinzipiell ebenfalls als funktionalisierbarer Ligand von Inte-
resse ist. Die anschlieBende Epoxidierung von 10a lieferte das Epoxy-Sulton 11 in 52%iger
Ausbeute. In diesem Fall konnte eine Steigerung der Ausbeute um 10% erreicht werden. Eine
direkte Synthese des Epoxy-Sultons mit Epibromhydrin gelang nur in sehr geringen Ausbeu-
ten (< 5%), was auf eine deutlich verringerte Reaktivitat des Elektrophils schlie3en lasst. Die

zweistufige Synthese des Epoxy-Sultons 11 ist daher zu bevorzugen.

Des Weiteren wurde versucht, mit Propargylbromid ein Alkin-funktionalisiertes Propansul-
ton (12) darzustellen. Alkine sind als funktionelle Gruppe interessant, da sie in einer 1,3-
dipolaren Cycloaddition (Klick-Reaktion) mit Aziden reagieren konnen.*****’ Die Umsetzung
mit Propargylbromid misslang mutmallich aufgrund der CH-Aciditat des Alkinprotons, je-
doch fuhrte auch der Alkylierungsversuch mit dem geschitzten Trimethylsilylpropargylbro-

mid nicht zur Zielverbindung 13.

34



2 P 2
= =0 =0
o-S2° o m-CPBA  0-S ., o0°S —
N
11 10a 10b
BI’\/\
o)
@ > 0 O
/i
,S//¢O Br/ ,é’;o HJ\O/\ ~-5=0

|
12 S Z 15
Br/
|
|

i
%) S

0 3
=0
13 14

Abbildung 11: Untersuchte Alkylierungsmittel zur Einfiihrung funktioneller Gruppen in das

1,3-Propansulton.

Weiterhin sind Aldehydgruppen zur Biofunktionalisierung interessant. Aldehyde kénnen mit
Aminen Schiff’sche Basen bilden, die sich im Anschluss zu Aminen reduzieren lassen. Au-
Rerdem kdnnen Aldehyde mit Hydrazin-Derivaten zu Hydrazonen umgesetzt und gegebenen-
falls reduziert werden. Daher sollte das lithiierte Sulton mit 2-Brommethyl-1,3-dioxolan zur
Einflhrung eines geschitzten Aldehyds (s. Struktur 14) umgesetzt werden. Da die Reaktion
nicht erfolgreich war, wurde in einer anschlielenden Reaktion die Elektrophilie des Reagen-
zes durch einen Brom-lod-Austausch mit Hilfe einer Finkelstein-Reaktion erhoht. Die Umset-
zung des lithiierten Propansultons mit 2-lodmethyl-1,3-dioxolan lieferte jedoch ebenfalls
nicht die Zielverbindung 14. In weiteren Versuchen wurde die Reaktionstemperatur nach Zu-
gabe des Elektrophils leicht erhéht, um eine Steigerung der Reaktivitdt zu erreichen. Dabei
war jedoch zu beachten, dass die lithiierte Form des Propansultons bei Temperaturen oberhalb
von -80°C nur Uber einen begrenzten Zeitraum stabil ist."*® Die Reaktionen wurden dement-
sprechend bei Temperaturen zwischen -70 und -60 °C durchgefihrt, da bei hoheren Tempera-
turen die Zerfallsrate des lithiierten Propansultons zu groB ist. Auch unter diesen Reaktions-

bedingungen konnte kein Produkt isoliert werden.
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Eine Alternative zu Alkylhalogeniden bei der Umsetzung mit lithiierten Sultonen stellen Ke-
tone oder Carbonsaureester dar.'*® Daher wurde Ameisenséureethylester als Elektrophil ein-
gesetzt, um eine Aldehydgruppe direkt am Sultonring zu erzeugen (s. Struktur 15). Auch bei
dieser Reaktion konnte kein Produkt isoliert werden. Weitere Versuche zur Umsetzung des
lithiierten Sultons mit Carbonséureestern zu den korrespondierenden 2-Acyl-1,3-
propansultonen waren zwar erfolgreich, jedoch waren die Zielverbindungen fur eine anschlie-
Rende Biofunktionalisierung nur von begrenztem Nutzen. Es konnten somit vorerst nur das
2-Allyl- bzw. das 2,2-Bisallyl- und Epoxy-Derivat des 1,3-Propansultons fur eine weiterfiih-

rende Biofunktionalisierung bereitgestellt werden.

Um die Funktionalisierbarkeit der Liganden zu zeigen, wurde beispielhaft das geschiitzte
Amin 6a unter gleichen Reaktionsbedingungen wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben mit 2-Allyl-
Propansulton 10a umgesetzt und anschliefend entschitzt. Die NMR- und Massenspektren (s.
Anhang B und Anhang C) entsprachen der erwarteten Struktur des funktionalisierten Ligan-
den (Allyl-C3-ZW, 16), der in Abbildung 12 gezeigt ist. Die Ausbeute an Produkt ist mit der

Ausbeute unfunktionalisierter Liganden vergleichbar und lag bei 90%.
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Abbildung 12: Struktur des Allyl-funktionalisierten zwitterionischen Liganden 16.

4.1.3 Dithiocarbamat-Bildung

Die Bildung von Dithiocarbamaten erfolgt in der Regel sehr schnell und lasst sich mit Hilfe
der Absorptionsspektroskopie nachweisen, da Dithiocarbamate zwei charakteristische Ab-
sorptionsmaxima bei etwa 260 und 290 nm aufweisen.?®*%°**%*>! Um die Produktbildungsge-
schwindigkeit der Dithiocarbamate zu analysieren, wurden zeitabhangige Absorptionsmes-
sungen durchgefiihrt. Zundchst wurden Stammldésungen der zwitterionischen Amine 8a, 8b
und 9 (je 25 mM) und Kohlenstoffdisulfids (CS,, 0,66 M) in Methanol angesetzt. Fir die Re-
ferenzmessungen wurden 10 pL der Stammldsungen erneut mit 1,5 mL Methanol verdinnt,

sodass sich fur die Aminlosungen eine Konzentration von 0,17 mM und fir CS, eine Kon-
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zentration von 4,4 mM ergab. Die Konzentration von 0,17 mM entspricht dabei der Konzen-
tration, die auch spater in den zeitabh&ngigen Absorptionsmessungen verwendet wurde. Da
die Absorption des CS; in diesem Konzentrationsbereich nicht sichtbar ist, musste eine ent-
sprechend hohere Konzentration zur Darstellung des Absorptionsspektrums gewahlt werden.
Die zwitterionischen Amine C3-ZW (8a) und C11-ZW (8b) zeigen keine Absorption im Be-
reich zwischen 230 und 400 nm. Das symmetrische Bis-C3-ZW 9 hingegen weist eine schwa-
che Absorptionsbande bei 247 nm auf und CS; besitzt ein Absorptionsmaximum bei 316 nm
(s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Absorptionsspektren des Bis-C3-ZW (9) und CS; in Methanol.

Zur Verfolgung der Dithiocarbamat-Bildung wurden die zwitterionischen Amine mit CS; im
Verhaltnis 1:1 gemischt. Dazu wurden 990 pL der Stammlésungen der zwitterionischen Ami-
ne mit 38 pL der CS,-Stammldsung versetzt, was einer Endkonzentration von etwa 25 mM
entsprach. Nach unterschiedlichen Zeitintervallen wurden 10 pL der Reaktionsldsung mit
1,5 mL Methanol verdiinnt und am Absorptionsspektrometer vermessen. In Abbildung 14
sind beispielhaft die Reaktionsgleichung des zwitterionischen Amins 8a mit CS; zum Dithio-
carbamat 17a sowie die Absorptionsspektren zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Reaktion
gezeigt. Bereits nach einer Minute sind im Spektrum die fir Dithiocarbamate typischen Ab-
sorptionsmaxima bei 255 und 291 nm deutlich zu erkennen. Nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Absorption einer Substanz und de-
ren Konzentration. Da die Intensitat der Absorptionsmaxima im weiteren Verlauf bis 40 Mi-
nuten nur geringfugige Schwankungen aufweist, kann geschlossen werden, dass die Dithio-
carbamat-Bildung innerhalb weniger Minuten abgeschlossen ist. Die zeitliche Entwicklung

der Absorptionsspektren des langerkettigen zwitterionischen Amins 8b nach Zugabe von CS;
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ist vergleichbar mit dem in Abbildung 14 gezeigten Verlauf. Auch hier erfolgte die Dithiocar-

bamat-Bildung innerhalb weniger Minuten.
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Abbildung 14: Reaktionsgleichung der Dithiocarbamat-Bildung ausgehend vom zwitterioni-
schen Amin 8a und die Absorptionsspektren zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Reaktion

nach Zugabe des Kohlenstoffdisulfids.

Im Gegensatz dazu lief die Reaktion des zwitterionischen Amins 9, welches zwei Sulfobe-
taingruppen besitzt, mit CS, deutlich langsamer ab. In Abbildung 15 A ist der zeitliche Ver-
lauf der Absorption nach Zugabe des CS; innerhalb der ersten 40 Minuten gezeigt. Die beiden
charakteristischen Maxima sind erst nach zehn Minuten zu erkennen und von deutlich gerin-
gerer Intensitat im Vergleich zur Bildung des C3-ZW-DTCs (s. Abbildung 14). Im weiteren
Verlauf der Reaktion (s. Abbildung 15 B) ist zu sehen, dass die Dithiocarbamat-Bildung flr
das Amin mit zwei Sulfobetaingruppen erst nach etwa 90 Minuten beendet ist, was fir die
folgenden Ligandenaustauschreaktionen berlcksichtigt werden muss. Der Grund fur die deut-
liche langsamere Reaktion kdnnte darin liegen, dass das sekundare Amin aufgrund des grofie-
ren Raumanspruchs der zweiten Sulfobetaingruppe im Vergleich zur Methylgruppe fiir das

Kohlenstoffdisulfid weniger zuganglich ist.
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der Absorption innerhalb der ersten 40 Minuten (A) und ab

40 Minuten (B) nach Zugabe des Kohlenstoffdisulfids zum zwitterionischen Amin Bis-C3-

ZW (9) in Methanol.
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4.2 Ligandenaustausch und Charakterisierung der Quantum Dot

in Quantum Rods

Fiur die Ligandenaustauschversuche mit den unterschiedlichen zwitterionischen Dithiocarba-
mat-Liganden (s. Abbildung 16) wurden CdSe/CdS QDQRs verwendet. Die Reaktionen er-
folgten in einem Zwei-Phasen-System bestehend aus Methanol und n-Hexan in Anlehnung an
ein von Mattoussi und Mitarbeitern entwickeltes Verfahren zum Phasentransfer von Nanopar-
tikeln mit zwitterionischen Liganden.®**® Durch den Uberschuss an Dithiocarbamat-Liganden
und der hoheren Affinitat der Dithiocarbamate zu den Cd-Atomen auf der Nanopartikelober-
flache im Vergleich zu den nativen Liganden (ODPA und n-Hexylphosphonsaure, HPA) fin-
det der Ligandenaustausch statt. Die durch den Ligandenaustausch erzeugte zwitterionische
Oberflache der QDQRs fiihrt dazu, dass die Nanopartikel weder in Methanol noch in n-Hexan
I6slich sind und aus dem Zwei-Phasen-System ausfallen. Der Vorteil dieser Methode besteht
darin, dass der Ligandeniberschuss in Lésung verbleibt und die Aufarbeitung der zwitterioni-
schen QDQRs stark vereinfacht wird. Nach erfolgreicher Uberfiihrung der QDQRs in Wasser

wurden diese anschliefend hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften untersucht.
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Abbildung 16: Fiir den Ligandenaustausch mit CdSe/CdS QDQRs verwendete zwitterionische

Dithiocarbamat-Liganden.
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4.2.1 Ligandenaustausch mit C3-ZW-DTC und C11-ZW-DTC

Mit Hilfe der kurz- und langkettigen zwitterionischen Dithiocarbamate C3-ZW-DTC (17a)
und C11-ZW-DTC (17b) sollte festgestellt werden, ob die Kettenldnge des Liganden einen
Einfluss auf den Phasentransfer und die physikochemischen Eigenschaften der resultierenden
Nanopartikel hat. Die Versuche wurden zunéchst mit gelb-emittierenden QDQRs durchge-
fuhrt, deren Emissionsmaximum in n-Hexan bei 579 nm und deren PLQY bei 58% lag. Um
zusétzlich den Einfluss des Ligandenuberschusses auf den Ligandenaustausch zu untersuchen,
wurde der Uberschuss zwischen 10.000 und 100.000 bezogen auf die QDQR-Konzentration
variiert. Die Oberflache der verwendeten QDQRs betrug circa 400 nm?. Unter der Annahme,

dass der Platzbedarf eines einzelnen Dithiocarbamats bei etwa 0,2 nm? liegt,*®*>

entspricht
der gewahlte Konzentrationsbereich einem 5- bis 50-fachen Uberschuss an Dithiocarbamat-

Liganden pro Nanopartikel, der zur Ausbildung einer Monolage erforderlich ist.

Wie bereits in Kapitel 4.1.3 beschrieben wurde, bilden sich die Dithiocarbamate der zwitter-
ionischen Amine C3-ZW (8a) und C11-ZW (8b) innerhalb weniger Minuten. Daher wurden
entsprechende Uberschiisse der zwitterionischen Amine 8a und 8b mit CS, fiir 15 Minuten in
Methanol geruhrt, bevor die Ligandlésung zu den QDQRs in n-Hexan gegeben wurde. Im
Anschluss wurde das Zwei-Phasen-System kraftig gertihrt, wobei die Nanopartikel mit der
Zeit ausfielen. Nach kurzer Zentrifugation der Suspension wurden die organischen Phasen
abdekantiert und die QDQRs vorsichtig im Stickstoffstrom getrocknet, bevor sie in

Reinstwasser aufgenommen wurden.

Im Falle des kurzkettigen zwitterionischen Liganden C3-ZW-DTC (17a) fielen die QDQRs
mit Ligandenuberschissen von 25.000, 50.000 und 100.000 innerhalb von 30 Minuten aus
und konnten im Anschluss problemlos in Wasser aufgenommen werden. Mit einem
10.000-fachen Uberschuss hingegen waren lingere Reaktionszeiten von bis zu sechs Stunden
notig, um eine Ausfallung der Nanopartikel zu erreichen. Nach Entfernen der organischen
Phasen konnte diese QDQR-Praparation jedoch nicht in Wasser dispergiert werden. Ein
10.000-facher Uberschuss ist demnach nicht ausreichend, um die QDQRs in Wasser zu stabi-
lisieren. In Abbildung 17 sind Fotos zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Ligandenaus-
tauschs mit dem kurzkettigen Liganden C3-ZW-DTC 17a (25.000-facher Uberschuss) unter
WeiBlicht und UV-Bestrahlung dargestellt. Abbildung 17 A zeigt das Zwei-Phasen-System

vor dem Ligandenaustausch mit den QDQRs in n-Hexan (obere Phase) und der Ligandlésung
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in Methanol (untere Phase). Nach 30-minutiger Reaktionszeit (B) sind die QDQRs vollstandig
ausgefallen und befinden sich entweder am Boden oder haften an den Glaswanden des Reak-
tionsgefaRes. Abbildung 17 C zeigt die QDQRs, nachdem die organischen Phasen entfernt
und die Nanopartikel in Wasser dispergiert wurden.

Abbildung 17: Fotos zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Ligandenaustauschs von QDQRs
mit einem 25.000-fachen Uberschuss C3-ZW-DTC unter WeiBlicht und UV-Licht. Zwei-Phasen-
System vor dem Ligandenaustausch (A), nach 30 Minuten Reaktionszeit (B) und nach

Uberfiithrung der QDQRs in Wasser (C).

Im Falle des langkettigen Liganden C11-ZW-DTC (17b) fielen die QDQRs bei allen geteste-
ten Ligandenlberschissen innerhalb von 30 Minuten aus und konnten in Wasser aufgenom-
men werden. Es wird vermutet, dass durch die langere Alkylkette im Molekil der Ligand bes-
ser mit den nativen Liganden ODPA und HPA auf der Nanopartikeloberflache wechselwirken
kann. Die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Liganden kdnnten so den schnelle-

ren Austausch im Vergleich zu dem kurzkettigen Liganden bewirken.

Im Anschluss wurden die wasserléslichen QDQRs hinsichtlich ihrer optischen Eigenschaften
untersucht. Sowohl in den Absorptions- als auch den Emissionsspektren ist eine Blauver-
schiebung der Maxima zu erkennen (s. Abbildung 18). Eine solche Blauverschiebung kann

86,153 hder allmahlichen Abbau der duReren Schale?’ ver-

beispielsweise durch Photooxidation
ursacht werden. Da Dithiocarbamate als starke Komplexbildner bekannt sind, ist ein gering-
fugiger Abbau der CdS-Schale denkbar, da der Ligand bei der Desorption von der Nanoparti-

keloberflache Oberflachenatome entfernen kénnte. Sowohl Dubois et al.®’

als auch Zhang et
al.”® stellten fest, dass die optischen Eigenschaften von QDs nach einem Phasentransfer mit
Dithiocarbamaten maligeblich von der Dicke und Qualitat der dulReren Schale beeinflusst

werden. Die Fluoreszenz wird beispielsweise im Falle von CdSe- bzw. CdSe/ZnS-
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Nanopartikeln mit diinner ZnS-Schale (< 3 Monolagen) nahezu vollstandig geléscht. Je dicker

die ZnS-Schale ist — oder bei Verwendung von QDs mit mehreren Schalen — desto besser

werden die optischen Eigenschaften erhalten.
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Abbildung 18: Absorptions- (A) und Emissionsspektren (B) der QDQRs vor und nach
Phasentransfer mit verschiedenen Uberschiissen C3-ZW-DTC 17a. Einsatz in A: Ausschnitt des

ersten Absorptionsmaximums in héherer Vergrofierung.

Die PLQY der wéssrigen QDQRs ist im Vergleich zu den organischen Nanopartikeln gerin-

ger. In Tabelle 2 befindet sich eine Ubersicht der Verschiebungen der Absorptions- und Emis-

sionsmaxima sowie der PLQY in Bezug auf den Liganden und dessen Uberschuss.

Tabelle 2: Ubersicht der Verschiebungen in Absorptions- und Emissionsmaxima sowie der

PLQY in Abhéingigkeit des eingesetzten Liganden und Ligandeniiberschusses.

Ligand Uberschuss | Blauverschiebung | Blauverschiebung PLQY
Absorption Emission
C3-ZW-DTC 25.000 3-5nm 2—4nm 10 - 15%
50.000 5—-6nm 4 —6nm 7—14%
100.000 5-8nm 4 —7nm 4 — 8%
C11-ZzwW-DTC 10.000 2—4nm 1-4nm 12 - 15%
25.000 3—4nm 3—4nm 10 - 15%
50.000 4—7nm 4 —-5nm 8—-11%
100.000 9-10nm 5-8nm 6%
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Anhand der Tabelle ist deutlich zu erkennen, dass sowohl die Blauverschiebung als auch die
Hohe der PLQY vom eingesetzten Ligandentiberschuss abhéngig ist. Je hdher der Ligandeni-
berschuss ist, desto groRer ist die Blauverschiebung und desto niedriger ist die PLQY. Diese
Tatsache unterstitzt die Vermutung, dass die Blauverschiebung durch einen Abbau der CdS-
Schale zustande kommt. Ein Vergleich der Liganden untereinander zeigt, dass sich bei glei-
chem Ligandentiberschuss die Werte fiur die Blauverschiebung und die Hohe der PLQY kaum
unterscheiden. Die Lange der untersuchten Liganden hat demnach wenig Einfluss auf die op-
tischen Eigenschaften der zwitterionischen QDQRs.

In der Literatur wird oftmals beschrieben, dass sich die Zugabe von Tetramethylammonium-
hydroxid (TMAH) beim Phasentransfer von Nanopartikeln mit kleinen Liganden in Wasser
positiv auf den Ligandenaustausch auswirkt oder gar notwendig ist.**%191% Dementspre-
chend wurde in weiteren Versuchen ein Aquivalent TMAH bezogen auf die Ligandenkon-
zentration zugesetzt. Dabei stellte sich heraus, dass durch die Zugabe von TMAH die QDQRs
mit einem 10.000-fachen Uberschuss des kurzkettigen Liganden 17a nach etwa zwei Stunden
Reaktionszeit in Wasser (berfuhrt werden konnten, was ohne die Zugabe von TMAH nicht
maoglich war. Fir den langkettigen Liganden 17b waren durch TMAH-Zugabe deutlich lange-
re Reaktionszeiten von bis zu drei Stunden nétig, um ein Ausfallen der QDQRs zu erreichen.
Die Aufnahme der Nanopartikel in Wasser war zudem bei einem 100.000-fachen Uberschuss
des langkettigen Liganden nicht mehr mdglich. Nach spektroskopischer Charakterisierung
und Bestimmung der PLQY konnten insgesamt keine Verbesserungen der optischen Eigen-
schaften festgestellt werden. Daraus lasst sich schlieRen, dass TMAH zwar einen Einfluss auf
den Phasentransfer hat, dieser jedoch fur die verwendeten Liganden keine positiven Effekte
zeigt, weshalb auf die Zugabe von TMAH verzichtet wurde. Hinsichtlich biomedizinischer
Anwendungen von Nanopartikeln ist dies von Vorteil, da TMAH toxisch ist und vor entspre-

chenden Untersuchungen sorgféltig entfernt werden muss.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass sich mit gréRer werdendem Ligandeniiberschuss
die optischen Eigenschaften der QDQRs verschlechtern und ein 10.000-facher Uberschuss
des kurzkettigen Liganden 17a nicht ausreichend ist, um die QDQRSs in Wasser zu stabilisie-
ren. Daher wurden die folgenden Ligandenaustauschversuche stets mit einem 25.000-fachen
Uberschuss durchgefiihrt, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten. In Ab-
bildung 19 sind die Absorptions- (A) und Emissionsspektren (B) der nativen QDQRS in
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n-Hexan sowie der zwitterionischen QDQRs mit einem

und langkettigen Liganden 17a und 17b gezeigt.
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Abbildung 19: Absorptions- (A) und Emissionsspektren (B) der QDQRs in #-Hexan und nach

Phasentransfer mit den zwitterionischen Liganden 17a bzw. 17b in Wasser.

Zusatzlich wurden die QDQRs mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) und Trans-

missionselektronenmikroskopie (TEM) auf ihre GroRe hin untersucht. Die Ergebnisse der

DLS-Messungen zeigen, dass sich der hydrodynamische Durchmesser der zwitterionischen

QDQRs nur geringfugig von dem in n-Hexan unterscheidet und keine gréf3eren Aggregate

vorhanden sind (s. Abbildung 20).
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Abbildung 20: Ergebnisse der intensititsgewichteten DLS-Messungen vor dem Phasentransfer

in n-Hexan und nach Phasentransfer mit dem kurz- und langkettigen Liganden 17a und 17b in

Wasser.
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Der Durchmesser der QDQRs erhoht sich in der intensitatsgewichteten Messung von 19 nm
in n-Hexan um lediglich 2 nm auf 21 nm nach dem Phasentransfer mit den zwitterionischen
Liganden 17a bzw. 17b. Anhand der DLS-Ergebnisse ist auerdem zu sehen, dass keine sig-
nifikante Vergrofierung des hydrodynamischen Durchmessers der Nanopartikel mit Verlange-
rung der Alkylkette im Liganden auftritt. TEM-Aufnahmen der zwitterionischen QDQRs las-
sen ebenfalls darauf schliel3en, dass die GroRRe und elongierte Form der Nanopartikel erhalten
bleiben, da keine Unterschiede zu den nativen Partikeln in n-Hexan festgestellt werden kon-
nen (s. Abbildung 21).

Abbildung 21: TEM-Aufnahmen der QDQRs in n-Hexan (A) und nach Phasentransfer mit
Ligand 17a (B) bzw. Ligand 17b (C) in Wasser.

Die zwitterionischen Dithiocarbamat-Liganden eignen sich demnach, die verwendeten
QDQRs unter GroRen- und Formerhalt in Wasser zu transferieren. Die Kettenlédnge der syn-
thetisierten Liganden hat jedoch kaum Einfluss auf die resultierenden optischen Eigenschaften
der Nanopartikel. Diese werden vielmehr durch die Dithiocarbamat-Ankergruppe verandert,
wie die erhéhte Blauverschiebung der Absorptions- und Emissionsmaxima bei groRer wer-
denden Ligandeniiberschiissen zeigt. Die PLQY der QDQRs, die mit einem optimierten Li-
gandeniliberschuss in Wasser Uberflihrt wurden, liegt zwischen 10 und 15%, was etwa 17 —

26% der urspriinglichen PLQY in n-Hexan entspricht.
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4.2.2 Ligandenaustausch mit Bis-C3-ZW-DTC

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Phasentransfer mit zwitterionischen Dithiocarba-
mat-Liganden unterschiedlicher Kettenldange moglich ist, wurde der Einfluss der Form des
Liganden untersucht. Der zwitterionische Ligand Bis-C3-ZW-DTC 18 besitzt im Vergleich zu
den Liganden 17a und 17b zwei zwitterionische Kopfgruppen. Durch seine symmetrische
Form wird im Idealfall eine V-férmige Struktur des Liganden auf der Nanopartikeloberflache
erzeugt. Dadurch nimmt zwar der Platzbedarf eines einzelnen Liganden auf der Oberflache
zu; die daraus resultierende geringere Belegungsdichte sollte jedoch durch die bessere Ab-
schirmung der zylindrischen Oberflache aufgrund der Form des Liganden ausgeglichen wer-
den. Die in Kapitel 4.1.1 beschriebene Simulation der Verteilungskoeffizienten wurde der
Vollstandigkeit halber erneut mit der Dithiocarbamat-Form der Liganden durchgefiihrt. Diese
Simulation flhrte zu dhnlichen Ergebnissen, sodass die rechnerischen Unterschiede in der
Hydrophilie der zwitterionischen Liganden zu gering sind, um den Phasentransfer zu beein-
flussen. Der Ligandenaustausch wurde unter den in Kapitel 4.2.1 beschriebenen optimierten
Bedingungen durchgefiihrt. Da die Dithiocarbamat-Bildung des Bis-C3-ZW 9 im Vergleich
zu den vorher verwendeten Aminen 8a bzw. 8b langsamer ablauft (vgl. Kapitel 4.1.3), wurde
die Ligandlésung vor Zugabe der Nanopartikel 90 Minuten gerlhrt. Nach 30-mintigem Rih-
ren des Zwei-Phasen-Systems war die Hexan-Phase zwar nicht mehr gefarbt, jedoch fielen die
QDQRs wahrend dieser Zeit nicht vollstandig aus und waren noch zum Teil in der Methanol-
Phase gelost. Erst nach insgesamt zwei Stunden waren die Nanopartikel ausgefallen, was
zeigt, dass im Vergleich zu den mono-zwitterionischen Liganden nicht nur die Dithiocarba-
mat-Bildung, sondern auch der Ligandenaustausch langsamer ablauft. Nach Abtrennen der
organischen Phasen war es jedoch nicht mdglich, die QDQRs in Wasser zu Uberfiihren. Der
Ligandenaustausch findet demnach nur partiell statt und es befindet sich nicht ausreichend
zwitterionischer Ligand auf der Oberflache der Nanopartikel, um diese in Wasser zu stabili-
sieren. Ein Grund daflr kdnnte sein, dass der Raumanspruch des Liganden bei zwei zwitter-
ionischen Kopfgruppen zu groB ist und zu wenige der nativen Liganden von der Nanoparti-
keloberflache verdrangt werden. Die V-formige Struktur wirkt sich in diesem Fall negativ auf
den Phasentransfer aus. Auf weitere VVersuche mit héheren Ligandenuberschissen wurde ver-
zichtet, da zuvor festgestellt wurde, dass hohere Uberschiisse einen negativen Einfluss auf die

optischen Eigenschaften der QDQRs haben.
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4.2.3 Ligandenaustausch mit Allyl-C3-ZW

Um zu zeigen, dass die QDQRs prinzipiell mit einer funktionellen Gruppe durch Einsatz eines
funktionalisierten Liganden versehen werden kénnen, wurde der Ligandenaustausch mit dem
Allyl-funktionalisierten Dithiocarbamat-Liganden 19 durchgeftihrt. Durch die Position der
Allylgruppe im Liganden konnte der Raumanspruch des Liganden auf der Oberflache im
Vergleich zum unfunktionalisierten Liganden 17a etwas erhoht sein. Es hat aber auch zur
Folge, dass die funktionelle Gruppe eher nach aulen dem umgebenden Medium zugewandt
ist, was eine gute Zuganglichkeit flir weitere Reaktionen nach dem Ligandenaustausch bewir-
ken sollte. Ob die Allylgruppe eine verringerte Hydrophilie des Liganden zur Folge hat, wur-
de durch Simulation des Verteilungskoeffizienten mit der in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Me-
thode Uberprift. Es konnten nur geringfugige Unterschiede zu den Verteilungskoeffizienten
der zuvor verwendeten Dithiocarbamat-Liganden festgestellt werden, sodass auch in diesem

Fall der Einfluss der Hydrophilie auf den Phasentransfer vernachlassigt werden kann.

Die QDQRs konnten mit einem 25.000-fachen Uberschuss des Allyl-funktionalisierten Li-
ganden 19 nach 60-mindtiger Reaktionszeit erfolgreich in Wasser transferiert werden, wobei
die verlangerte Reaktionszeit auf den leicht erhdhten Raumanspruch des Liganden zurlickge-
fuhrt werden kénnte. Im Anschluss wurden die QDQRs auf ihre optischen Eigenschaften und
hinsichtlich ihres hydrodynamischen Durchmessers untersucht. Die Absorptions- und Emissi-
onsmaxima der QDQRs in Wasser sind um 6 bzw. 4 nm blauverschoben und liegen damit in
einem ahnlichen Bereich wie die der unfunktionalisierten Nanopartikel mit dem kurzkettigen
Liganden 17a (s. Abbildung 22, vgl. Tabelle 2). Auch die ermittelte PLQY von 11% ist im
Rahmen der PLQY von 10 — 15% der unfunktionalisierten QDQRs. Der hydrodynamische
Durchmesser der Allyl-funktionalisierten QDQRs liegt in der intensitatsgewichteten Messung
bei 26 nm. Im Vergleich zu den unfunktionalisierten QDQRs nimmt der Durchmesser zusétz-
lich um 5 nm zu. Die an der Kopfgruppe des Liganden gebundene Allylgruppe scheint dem-
nach den hydrodynamischen Durchmesser der QDQRs geringfiigig zu erhéhen. Dennoch ist
festzuhalten, dass die erhaltenen Strukturen insgesamt kompakter sind als beispielsweise

polymerverkapselte Nanopartikel.”®"”’
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Abbildung 22: Absorptions- (A) und Emissionsspektren (B) der QDQRs in #-Hexan und nach
Ligandenaustausch mit dem unfunktionalisiertem Liganden 17a (C3-ZW-DTC) und dem Allyl-

funktionalisiertem Liganden 19 in Wasser.

Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass das Einbringen einer funktionellen
Gruppe durch Funktionalisierung des zwitterionischen Liganden prinzipiell méglich ist und
der anschlielende Phasentransfer kaum beeintréchtigt wird. Das Einfugen der funktionellen
Gruppe hat keinen Einfluss auf die optischen Eigenschaften der wasserldslichen Nanopartikel
im Vergleich zu den unfunktionalisierten QDQRs. Der hydrodynamische Durchmesser der
Allyl-funktionalisierten Partikel ist im Vergleich jedoch geringfligig groRer. Durch den Ein-
satz einer Abmischung aus funktionalisiertem und unfunktionalisiertem Liganden fir den
Ligandenaustausch konnte der hydrodynamische Durchmesser mdglicherweise verringert

werden.

4.2.4 Ligandenaustausch mit anderen CdSe/CdS QDQRs

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Ligandenaustausch mit gelb-emittierenden QDQRS
maglich ist, wurden zusétzlich grin- und rot-emittierende QDQRs fiir den Ligandenaustausch
eingesetzt. Hierbei wurden QDQRs mit unterschiedlich groRen CdSe-Kernen verwendet, die
fur die Lage der Emissionsbande mafigeblich verantwortlich sind. Bei der Auswahl der Nano-
partikel wurde darauf geachtet, dass die Oberflachen der unterschiedlichen QDQRs ahnlich
groB sind, damit der gleiche Ligandeniiberschuss verwendet werden konnte. Eine Ubersicht

der optischen Charakteristika sowie der GroRe der eingesetzten QDQRs im Vergleich zu den
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gelb-emittierenden QDQRs befindet sich in Tabelle 3. Der Phasentransfer wurde mit den
zwitterionischen Liganden 17a und 17b unter den optimierten Bedingungen aus Kapitel 4.2.1
durchgefuhrt. Sowohl die grun- als auch die rot-emittierenden QDQRs konnten nach
30-minutiger Reaktionszeit mit einem 25.000-fachen Ligandentberschuss erfolgreich in Was-
ser Uberfuhrt werden. Die Blauverschiebungen der Absorptions- und Emissionsmaxima nach
dem Phasentransfer liegen zwischen 2 und 6 nm und sind damit vergleichbar mit denen der
gelb-emittierenden QDQRs. Auch die erhaltenen Photolumineszenz-Quantenausbeuten in
Wasser von rund 12% liegen im Bereich der wassrigen, gelb-emittierenden QDQRS, wenn-
gleich die urspringliche PLQY der Nanopartikel in n-Hexan im Vergleich héher war (s. Ta-
belle 3).

Tabelle 3: Charakteristika der fiir den Ligandenaustausch verwendeten, organischen QDQRs

unterschiedlicher Emissionswellenlénge.

CdSe-
1. AbSmax | EMimax | PLQY Lange x Breite HD
Kerngrolie

QDQRsgrin | 545nm | 557 nm 70% 2,2 nm 24,0nmx 5,0nm | 18 nm

QDQRsgelb | 570nm | 579nm | 58% 2,7 nm 29,7nmx 4,0 nm | 19 nm

QDQRs rot 596 nm | 607 nm 64% 3,2 nm 20,7 nm x 4,9 nm -

Um die GroRe der Nanopartikel zu bestimmen, wurden erneut DLS-Messungen und TEM-
Aufnahmen der QDQRs vor und nach dem Phasentransfer gemacht. Die hydrodynamischen
Durchmesser in der intensitatsgewichteten Messung der griin-emittierenden QDQRs in Was-
ser weichen kaum von der in Organik bestimmten GréRe der QDQRs ab. Die erhaltenen
Durchmesser in Wasser sind dabei mit 16 und 18 nm flr den kurz- bzw. langkettigen Ligan-
den etwas kleiner als der bzw. gleich dem Durchmesser von 18 nm in n-Hexan. Auch in den
TEM-Aufnahmen (s. Abbildung 23) lassen sich keine Unterschiede im Hinblick auf die Gro-

Re oder Form der QDQRs vor und nach dem Phasentransfer feststellen.
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Abbildung 23: TEM-Aufnahmen der griin-emittierenden QDQRs in n-Hexan (A) und nach
Phasentransfer mit Ligand 17a (B) bzw. Ligand 17b (C) in Wasser.

Bei den DLS-Messungen der rot-emittierenden QDQRs in n-Hexan und Wasser konnten
selbst bei wiederholten Messungen — zum Teil identischer Nanopartikelproben — keine repro-
duzierbaren Ergebnisse erhalten werden. Die Messungen in n-Hexan beispielsweise lieferten
stark variierende Durchmesser zwischen 18 und 38 nm in der intensitatsgewichteten Messung.
Eine mdgliche Ursache liegt in der fur die Messung unginstigen Lage der Emissionsbande
der QDQRs. Das Emissionsmaximum der Nanopartikel in n-Hexan befindet sich bei 607 nm
mit einem FWHM von 32 nm. In Wasser liegt das Emissionsmaximum der QDQRs bei 602
bzw. 605 nm fiir den kurz- bzw. langkettigen zwitterionischen Liganden bei gleichem FWHM
von 32 nm. Die Anregungswellenlange des Lasers waéhrend der DLS-Messung betrégt
633 nm. Alle QDQR-Proben emittieren noch im Bereich um 633 nm, was am Detektor dazu
fuhrt, dass nicht nur das Streusignal der Partikel, sondern auch deren Emissionssignal gemes-
sen wird. Das Ergebnis wird dadurch verfélscht und eine verlassliche Bestimmung des hydro-
dynamischen Durchmessers ist nicht méglich. Anhand der TEM-Aufnahmen lassen sich je-
doch keine Unterschiede zwischen den QDQRs in n-Hexan und Wasser feststellen
(s. Abbildung 24), was bei den rot-emittierenden QDQRs ebenfalls fiir einen GroRen- und

Formerhalt nach dem Phasentransfer spricht.
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Abbildung 24: TEM-Aufnahmen der rot-emittierenden QDQRs in n-Hexan (A) und nach
Phasentransfer mit Ligand 17a (B) bzw. Ligand 17b (C) in Wasser.

Mit den Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Ligandenaustausch mit den zwitterio-
nischen Liganden 17a und 17b auch auf QDQRs mit anderen Emissionswellenlangen uber-
tragbar ist. Demnach eignen sich die synthetisierten Liganden prinzipiell, um elongierte

Nanopartikel mit einer dulReren CdS-Schale in Wasser zu tberfiihren.
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4.3 Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen der Quantum Dot in

Quantum Rods

Im vorangegangenen Kapitel wurde festgestellt, dass sich die PLQY nach dem Phasentransfer
der QDQRs mit den synthetisierten zwitterionischen Liganden in allen Fallen verringert. Um
einen genaueren Einblick in die Prozesse der dabei auftretenden Fluoreszenzléschung zu er-
halten, wurden in Zusammenarbeit mit Jan-Philip Merkl (Universitdt Hamburg) die Fluores-
zenzabklingkurven der unterschiedlichen QDQRs gemessen. In diesem Rahmen wurden die
drei unterschiedlich emittierenden QDQRs vor und nach dem Phasentransfer mit dem kurz-
und langkettigen Liganden C3-ZW-DTC (17a) bzw. C11-ZW-DTC (17b) sowohl in Reinst-
wasser als auch in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) vermessen. Es sollte dabei unter-
sucht werden, ob sich die Verringerung der PLQY auf die Fluoreszenzabklingzeit auswirkt.

In Tabelle 4 befinden sich die aus den Fluoreszenzabklingkurven berechneten mittleren Fluo-
reszenzabklingzeiten nach einer biexponentiellen Anpassung. Abbildung 25 zeigt die nor-
mierten Abklingkurven der unterschiedlichen Proben. Die Fluoreszenzabklingzeit aller wéss-
rigen Proben ist gegenuber der Abklingzeit der nativen QDQRs in n-Hexan deutlich verrin-
gert. Beim Vergleich der wassrigen Proben ist zu erkennen, dass sich die Fluoreszenzabkling-
zeiten in Abhangigkeit von der Kettenldnge der Liganden kaum voneinander unterscheiden.
Jedoch weisen QDQRs, die mit dem kurzkettigen Ligand 17a in Wasser Uberfihrt wurden, in
der Regel eine geringfugig hohere Fluoreszenzabklingzeit gegeniiber den Nanopartikeln auf,

die mit dem langkettigen Ligand 17b in Wasser Uberfiihrt wurden.

Tabelle 4: Mittlere Fluoreszenzabklingzeiten < 7 > der unterschiedlich emittierenden QDQRs

in n-Hexan und nach Phasentransfer mit den zwitterionischen Liganden C3-ZW-DTC und C11-

ZW-DTC in Wasser bzw. PBS.

nativ C3-ZW-DTC C11-ZW-DTC
n-Hexan | Wasser PBS Wasser PBS
QDQRs grun 28,9 ns 7,5ns 7,8 ns 5,6 ns 7,0 ns
QDQRs gelb 18,0 ns 8,3 ns 9,5ns 8,4 ns 8,5ns
QDQRs rot 20,8 ns 122ns | 152ns | 114ns | 12,3ns
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Das Verhalten der zeitaufgelosten Fluoreszenz ist starker von der Emissionswellenléange der
QDQRs als von den Eigenschaften der fur den Phasentransfer verwendeten Dithiocarbamat-
Liganden abhangig. Je kleiner die Emissionswellenldnge der QDQRs ist, desto geringer ist
deren Abklingzeit in wéssrigem Milieu.
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Abbildung 25: Normierte Fluoreszenzabklingkurven der griin- (A), gelb- (B) und rot-
emittierenden (C) QDQRs in n-Hexan sowie nach dem Phasentransfer mit den zwitterionischen

Liganden 17a und 17b in Wasser bzw. PBS.

Aufgrund der ahnlichen PLQY der grun-, gelb- und rot emittierenden QDQRs in wassrigem
Milieu sind eine Analyse des Fluoreszenzloschmechanismus und ein Vergleich der Proben
untereinander maoglich. Die Ursache der Fluoreszenzldéschung und der damit verbundenen
Abnahme der Fluoreszenzintensitat ist haufig auf eine Wechselwirkung des Fluorophors mit
einer I6schenden Substanz (Quencher) zurlckzufihren. Je nach ablaufendem Fluoreszenz-
I6schmechanismus kann die Fluoreszenzabklingzeit des Fluorophors dabei beeinflusst wer-
den.®* Es wird zwischen zwei Mechanismen, der statischen und der dynamischen Fluores-
zenzléschung, in Abhangigkeit von der Kontaktzeit zwischen Fluorophor und Quencher un-

terschieden. Bei der statischen Fluoreszenzldschung wird ein Komplex aus Fluorophor und
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Quencher gebildet, wobei die Kontaktzeit deutlich langer als die Lebensdauer des angeregten
Zustandes ist und der Komplex nach Anregung des Fluorophors nicht fluoresziert. Durch die
Komplexbildung sind insgesamt weniger Fluorophore im Ensemble vorhanden, die nach Ab-
sorption eines Photons fluoreszieren konnen. Aufgrund dessen verringert sich zwar die Fluo-
reszenzintensitét, die Abklingzeit des Fluorophors bleibt jedoch unveréndert. Bei der dynami-
schen Fluoreszenzldschung hingegen findet eine StoRreaktion innerhalb der Lebensdauer des
angeregten Zustands zwischen Fluorophor und Quencher statt. Dabei kommt es zu einer
Energie- oder Ladungsibertragung auf den Quencher und eine strahlende Relaxation des an-
geregten Zustands ist nicht mehr méglich. Durch den Transfer kommt es zu einer verringerten
Fluoreszenzintensitdt und die Fluoreszenzabklingzeit nimmt ab, da die Energie- bzw. La-
dungsiibertragung in Konkurrenz zur Fluoreszenz steht. Statische und dynamische Fluores-
zenzléschung kénnen auch parallel zueinander vorliegen, wobei man in einem solchen Fall

von gemischter Fluoreszenzléschung spricht.

Da die Fluoreszenzabklingzeit der grun-emittierenden QDQRs im Vergleich zu den nativen
Nanopartikeln in n-Hexan um etwa den Faktor vier verkirzt ist, werden die wéssrigen
QDQRs fast ausschlie3lich dynamisch geléscht. Der Anteil vollstdndig (statisch) geléschter
Nanopartikel ist in diesem Ensemble zwar gering, die verbleibenden fluoreszierenden QDQRS
besitzen jedoch jeweils eine verringerte PLQY und eine stark verkiirzte Fluoreszenzabkling-
zeit. Im Gegensatz dazu werden die rot-emittierenden QDQRs kaum dynamisch geldscht. Die
Fluoreszenzabklingzeit der wassrigen QDQRs wird um weniger als die Halfte reduziert. Auf-
grund der ahnlichen PLQY der rot- und grun-emittierenden QDQRs lasst das den Schluss zu,
dass im Falle der rot-emittierenden QDQRs der Anteil an vollstandig geldschten Nanoparti-
keln im Ensemble groB ist. Die restlichen fluoreszierenden QDQRs haben aber im Vergleich
zu den grin-emittierenden QDQRs sowohl eine hohere Fluoreszenzabklingzeit als auch eine
héhere PLQY. Werden die Fluoreszenzabklingzeiten der gelb-emittierenden QDQRs mit den
anderen beiden Proben verglichen, so liegt vermutlich eher statisches, als dynamisches L6-
schen vor. Die Abklingzeit der QDQRs reduziert sich um etwas mehr als die Hélfte und ist

dadurch eher mit den rot-emittierenden QDQRs vergleichbar.
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4.4 Stabilitit der Quantum Dot in Quantum Rods in wassriger

Umgebung

Im Hinblick auf biomedizinische Anwendungen von Nanopartikeln ist es wichtig, dass diese
Uber eine ausreichende Stabilitat in unterschiedlichen wéssrigen Milieus verfugen und weder
aggregieren noch deutlich an Fluoreszenzintensitat verlieren. Nach der physikochemischen
Charakterisierung wurden die zwitterionischen QDQRs hinsichtlich ihrer Stabilitat in biolo-
gisch relevanten Medien sowie bei unterschiedlichen pH-Werten (berpruft. Die Stabilitéts-
messungen wurden mit den gelb-emittierenden QDQRs durchgefihrt, die mit dem kurz- bzw.
langkettigen zwitterionischen Liganden ins Wasser Uberfihrt wurden (QDQRs-17a bzw.
QDQRs-17b). Fir die Messungen wurden 990 ul zu untersuchendes Medium in einer Quarz-
glaskiivette vorgelegt und mit 10 pl Nanopartikelldsung versetzt (Endkonzentration: 20 nM).
Nach zweiminutiger Inkubationszeit wurde die Fluoreszenzintensitét (iber einen Zeitraum von
einer Woche verfolgt. Am ersten Tag der Messreihe wurde die Fluoreszenzintensitat der
QDQR-L6sungen innerhalb der ersten zwei Stunden alle 20 Minuten und im weiteren Verlauf
des Tages stiindlich gemessen. Im Anschluss daran wurden die Proben alle 24 Stunden ver-
messen. Als Referenzsignal (Ausgangsfluoreszenzintensitat) diente die Fluoreszenzintensitat
der Proben nach zweiminatiger Inkubationszeit in PBS, da dieses sowohl flr die Stabilitats-
messungen der QDQRs in unterschiedlichen Medien als auch bei verschiedenen pH-Werten

verwendet wurde und dadurch eine Vergleichbarkeit der Messungen erméglicht.

4.4.1 Untersuchungen zur Stabilitdt in biologisch relevanten Medien

Die Stabilitat der wasserléslichen QDQRs wurde in folgenden biologisch relevanten Medien
untersucht: PBS, 10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 10% fetales Kalberserum (FCS) in DMEM
und 1% Rinderserumalbumin (BSA) in PBS. Zusatzlich wurde die Stabilitat der Proben in
Reinstwasser Uberprift. In Abbildung 26 ist die zeitliche Entwicklung der relativen Fluores-
zenzintensitat der QDQRs-17a innerhalb der ersten sechs Stunden (A) und im Verlauf einer
Woche (B) gezeigt. Anhand Abbildung 26 A ist zu erkennen, dass die Proben etwa ein bis
zwei Stunden bendtigen, um sich zu aquilibrieren, wobei die relativen Fluoreszenzintensitaten

in diesem Zeitraum zundchst ansteigen. Eine Ausnahme stellen hierbei die Proben in DMEM
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sowie 10% FCS in DMEM dar. In DMEM steigt die relative Fluoreszenzintensitat kurzzeitig
an und fallt dann langsam wieder ab. In Gegenwart von 10% FCS in DMEM sinkt die relative
Fluoreszenzintensitét direkt zu Beginn und schwankt im Verlauf der ersten Stunden zwischen

50 und 100% der Ausgangsintensitét.

Bis auf die Probe in DMEM waren alle QDQR-Dispersionen Uber die ersten sechs Stunden
kolloidal stabil. Die Probe in DMEM hingegen begann nach finf Stunden zu prézipitieren.
Die Ursache hierfir konnte nicht genauer geklart werden, da die Zusammensetzung des
DMEMs sehr komplex ist und dementsprechend viele Substanzen mit den QDQRs wechsel-
wirken koénnen. Im weiteren Verlauf der Woche (s. Abbildung 26 B) fielen nach drei Tagen
die QDQRs in 10 mM HEPES ebenfalls aus. Alle anderen Proben waren Gber den restlichen
Zeitraum kolloidal stabil.
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Abbildung 26: Relative Fluoreszenzintensititen der QDQRs-17a in unterschiedlichen Medien

innerhalb der ersten sechs Stunden (A) und im Verlauf einer Woche (B).

Die relativen Fluoreszenzintensitaten der QDQRs mit dem kurzkettigen zwitterionischen Li-
ganden 17a in Wasser und PBS andern sich nach dem Anstieg wahrend der ersten zwei Stun-
den innerhalb der Woche kaum und entsprechen am Ende des Messzeitraums etwa dem Dop-
pelten der Ausgangsintensitét (s. Abbildung 26 B). Auffallend ist das Verhalten der QDQRs
in proteinhaltigen Medien. In Anwesenheit von 1% BSA in PBS steigt die relative Fluores-
zenzintensitat der QDQRs auf ber das Flunffache der Ausgangsintensitat an und ist damit
mehr als doppelt so hoch im Vergleich zu proteinfreiem PBS. Das Protein muss demnach ei-
nen fluoreszenzerhthenden Effekt auf die QDQRs haben. Poderys et al. konnten zeigen, dass

Proteine wie BSA prinzipiell einen positiven Effekt auf die Fluoreszenzintensitat und die Sta-
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bilitat von QDs haben kénnen.** In jener Studie wurden mit Mercaptoessigsaure belegte
CdTe-QDs verwendet und mit einer BSA-Losung versetzt. Die Fluoreszenzintensitat der QDs
erhdhte sich nach BSA-Zugabe um etwa 30% und stieg innerhalb der ersten 40 Stunden bis
auf 150% an. Im weiteren Verlauf nahm die Intensitat zwar wieder etwas ab, jedoch konnte
keine Aggregation der Partikel in den folgenden sechs Monaten beobachtet werden. Der fluo-
reszenzerhohende Effekt wird auf eine Adsorption des Proteins auf der Nanopartikeloberfla-
che und anschlieender Reorganisation der Liganden zuriickgefuihrt. Im Gegensatz dazu ag-
gregierten die CdTe-QDs in Abwesenheit von BSA schon nach neun Tagen. Die Autoren er-
klaren diesen Befund damit, dass der Ligand im Laufe der Zeit von der Nanopartikelober-
flache desorbiert, was zunédchst zu einer Erniedrigung der Fluoreszenzintensitat und schliel3-

lich zur Aggregation der QDs fihrte.

Das hier beobachtete Verhalten der zwitterionischen QDQRs in Gegenwart von BSA steht im
Gegensatz zu Veroffentlichungen in der Literatur, in denen zwitterionische Nanopartikel als
besonders resistent gegen die Bildung einer Proteinkorona beschrieben werden.?®?"**> Das
BSA scheint jedoch offenbar mit der Oberflache der zwitterionischen QDQRs zu wechselwir-
ken, was zu einer Erhdhung der Fluoreszenzintensitat fuhrt. Die Zugabe von FCS hingegen
hat einen positiven Einfluss auf die kolloidale Stabilitat der QDQRs. Zwar sinkt die relative
Fluoreszenzintensitat in FCS-haltigem DMEM nach einer Woche deutlich auf ein Viertel der
Ausgansintensitat ab, die Nanopartikel bleiben aber im Gegensatz zu der Probe in proteinfrei-

em DMEM uber den gesamten Messzeitraum kolloidal stabil (s. Abbildung 26 B).

Die Stabilitdt der QDQRs mit dem langkettigen zwitterionischen Liganden 17b in den ver-
schiedenen Medien (s. Abbildung 27) unterscheidet sich von der Stabilitat der QDQRs-17a.
Zunéchst einmal sind die Nanopartikel in Wasser nur zwei Stunden und in 10 mM HEPES
drei Stunden kolloidal stabil, bevor sie langsam prézipitieren (s. Abbildung 27 A). In DMEM
sind sie etwas langer stabil, verlieren aber schon nach einer Stunde deutlich an Fluoreszenzin-
tensitat und prézipitieren schlieBlich nach zwei Tagen (s. Abbildung 27 B). Die relative Fluo-
reszenzintensitdt in PBS bleibt tber den gesamten Zeitraum nahezu konstant und entspricht
etwa dem Doppelten der Ausgangsintensitat, was vergleichbar mit den Ergebnissen der
QDQRs-17a in PBS ist. QDQRs-17b sind demzufolge in salzhaltigen Lésungen kolloidal

stabiler, da sie in Wasser schon nach kurzer Zeit prézipitieren.
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Abbildung 27: Relative Fluoreszenzintensititen der QDQRs-17b in unterschiedlichen Medien

innerhalb der ersten sechs Stunden (A) und im Verlauf einer Woche (B).

Wie auch fir die QDQRs mit dem kurzkettigen zwitterionischen Liganden 17a beobachtet
werden konnte, hat die Anwesenheit von Proteinen wie BSA oder FCS einen positiven Effekt
auf die Fluoreszenzeigenschaften und die kolloidale Stabilitat der QDQRs-17b. Die relative
Fluoreszenzintensitat in Gegenwart von BSA in PBS steigt innerhalb einer Woche auf das
Siebenfache der Ausgangsintensitat. In Anwesenheit von FCS in DMEM hingegen sinkt die
relative Fluoreszenzintensitat zwar auf 60% der Ausgangsintensitat ab, die Nanopartikel blei-
ben aber im Gegensatz zu der Probe in DMEM ohne Proteinzusatz kolloidal stabil (s. Abbil-
dung 27 B).

Insgesamt betrachtet reagierten die QDQRs mit dem langkettigen zwitterionischen Ligan-
den 17b empfindlicher auf Veranderungen des umgebenden Milieus und waren in Wasser

nicht so stabil wie die QDQRSs mit dem kurzkettigen zwitterionischen Liganden 17a.

Um den Einfluss von BSA und FCS auf die Fluoreszenzeigenschaften der QDQRs genauer zu
untersuchen, wurde in einem weiteren Experiment die absolute PLQY mit Hilfe einer Ul-
bricht-Kugel zwei Mal téglich Gber einen Zeitraum von einer Woche gemessen. Damit die
Proben untereinander vergleichbar waren und um einen negativen Effekt des Mediums auszu-
schlielen, wurde BSA als 1%ige und FCS als 10%ige Lésung in PBS angesetzt. Die optische
Dichte der Proben wurde im ersten Absorptionsmaximum auf den Wert 0.1 eingestellt, was
einer Nanopartikelkonzentration von 100 nM entspricht. Die erste Messung fand etwa 15 Mi-
nuten nach der Probenpréaparation statt. In Abbildung 28 ist der zeitliche Verlauf der PLQY in
Anwesenheit von BSA und FCS fir QDQRs-17a und QDQRs-17b gezeigt. Die PLQY in Ge-
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genwart von FCS betrug bei der ersten Messung 16% fir QDQRs-17a bzw. 14% fur
QDQRs-17b. Die PLQY mit BSA waren etwas geringer und betrug 13 bzw. 12%.

Nach sieben Stunden ist fur alle Proben ein Anstieg der PLQY zu verzeichnen. Im weiteren
Verlauf der Woche fallen die PLQY wieder etwas ab und schwanken leicht. Diese Schwan-
kungen liegen jedoch im Bereich der Messgenauigkeit der Methode. Nach 168 Stunden steigt
die PLQY der QDQRs-17a in Anwesenheit von FCS um ein Viertel auf 20%. Im Falle von
QDQRs-17b betragt die PLQY am Ende der Messreihe 24% und ist damit 71% hoher als zu
Beginn der Messungen. In Gegenwart von BSA steigt die PLQY der QDQRs-17a um fast
zwei Drittel auf 21%. Die PLQY der QDQRs-17b wird in Gegenwart von BSA mehr als ver-
doppelt und erhoht sich von 12 auf 26%. Obwohl die Proben somit individuelle Unterschiede
aufweisen, zeigen die Veranderungen einen nahezu parallelen Verlauf und folgen einem ein-

heitlichen Trend.
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Abbildung 28: Absolute Photolumineszenz-Quantenausbeuten der QDQRs-17a und
QDQRs-17b in Anwesenheit von BSA und FCS im Verlauf einer Woche.

Die Zunahme der PLQY ist den Ergebnissen zufolge in BSA-haltigem PBS stérker ausgepragt
als in FCS-haltigem PBS. AulRerdem ist die relative Erhohung der PLQY fiir QDQRs-17b im
Vergleich zu QDQRS-17a groRer. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Annahme, dass die QDQRS

mit dem langkettigen zwitterionischen Liganden 17b empfindlicher auf Veranderungen des
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umgebenden Milieus reagieren, da der positive Einfluss des Proteins auf die PLQY in beiden

Féllen deutlich starker ausgeprégt ist.

4.4.2 Untersuchungen zur pH-Stabilitat

Zur Untersuchung der pH-Stabilitat wurde der pH-Wert zwischen 5,1 und 11,5 variiert. Fir
den pH-Wert 5,1 wurde ein Citrat-Puffer, fir den pH-Wert 7,4 wurde PBS, fir den pH-
Wert 9,0 ein Borat-Puffer und fur den pH-Wert 11,5 ein Phosphat-Puffer verwendet. In Ab-
bildung 29 ist der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitat von QDQRs-17a innerhalb der
ersten sechs Stunden (A) und im Verlauf einer Woche (B) bei unterschiedlichen pH-Werten
gezeigt. Anhand Abbildung 29 A ist zu erkennen, dass alle Proben in etwa eine Stunde beno-
tigen, um sich zu &quilibrieren, wobei die relativen Fluoreszenzintensitaten in diesem Zeit-
raum zundchst ansteigen. Auffallend ist die hohe relative Fluoreszenzintensitat bei pH 11,5

innerhalb der ersten Stunden im Vergleich zu den restlichen Proben.
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Abbildung 29: Relative Fluoreszenzintensititen der QDQRs-17a bei unterschiedlichen
pH-Werten innerhalb der ersten sechs Stunden (A) und im Verlauf einer Woche (B).

Eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat unterschiedlicher QDs im basischen Milieu ist be-
reits in der Literatur bekannt. Es wird angenommen, dass durch die Bildung von Cadmium-
hydroxid Oberflachenfehlstellen abgeséattigt werden, was eine Erhéhung der Fluoreszenz zur
Folge hat.™®**® Des Weiteren hat der pH-Wert Einfluss auf die Bindung des Liganden an die

Nanopartikeloberflache. Im Basischen wird das Dithiocarbamat deprotoniert und kann leich-
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ter eine Bindung zur Oberflache eingehen. Wird der pH-Wert erniedrigt, kommt es zur Proto-
nierung des Liganden und er kann von der Oberflache desorbieren, wodurch die Nanopartikel

destabilisiert werden.*®

Innerhalb der ersten sechs Stunden bleibt die relative Fluoreszenzintensitat bei pH 5,1 bis 9,0
anndhernd konstant, wohingegen sie bei pH 11,5 etwas abféllt. Bei pH 5,1 bleibt die relative
Fluoreszenzintensitat Gber den gesamten Messzeitraum nahezu konstant und entspricht am
Ende etwa dem Vierfachen der Ausgangsintensitét (s. Abbildung 29 B). Im Vergleich dazu
sinkt die relative Fluoreszenzintensitdt der QDQRs nach 24 Stunden bei pH 7,4 und 9,0 zu-
nachst, andert sich aber im weiteren Verlauf der Woche nicht mehr und entspricht dem Dop-
pelten bzw. Dreifachen der Ausgangsintensitéat bei pH 7,4 bzw. 9,0. Auch hier wird die Fluo-
reszenzerhdhung durch das basische Milieu deutlich. Die relative Fluoreszenzintensitat der
QDQRs bei pH 11,5 nimmt zunachst nach 24 Stunden etwas zu, sinkt aber im Verlauf der
Woche wieder und entspricht am Ende der Messreine etwa der Ausgangsintensitét
(s. Abbildung 29 B). Insgesamt zeigen die QDQRs mit dem kurzkettigen zwitterionischen
Liganden bei pH-Werten zwischen 5,1 und 11,5 Uber den gesamten Zeitraum von einer Wo-

che eine gute kolloidale Stabilitat ohne gravierende Verluste an Fluoreszenzintensitat.

Die pH-Stabilitat der QDQRs mit dem langkettigen zwitterionischen Liganden 17b (s. Abbil-
dung 30) unterscheidet sich deutlich von der Stabilitdt der QDQRs mit dem kurzkettigen zwit-
terionischen Liganden 17a. Bei pH 5,1 fallen die Nanopartikel bereits innerhalb der ersten
20 Minuten aus der Ldsung aus. Cadmiumsulfid ist in starken S&uren léslich, weshalb ange-
nommen wird, dass die langkettigen zwitterionischen Liganden die Oberflache der Nanopar-
tikel weniger gut abschirmen und es daher zur Aggregation der QDQRs kommt. Bei pH 9,0
sind die QDQRs nur innerhalb der ersten vier Stunden kolloidal stabil (s. Abbildung 30 A).
Einzig die Proben bei pH 7,4 und 11,5 sind tber den gesamten Zeitraum kolloidal stabil. Eine
Erklarung, warum QDQRs-17b bei pH 9,0 nicht stabil sind, liegt zurzeit noch nicht vor. Da
die QDQRs mit dem langkettigen zwitterionischen Liganden 17b jedoch insgesamt empfind-
licher auf Verdnderungen des umgebenden Milieus reagieren (vgl. Kapitel 4.4.1), konnte
ebenfalls die Zusammensetzung des Puffers eine Rolle spielen, da die Nanopartikel sowohl
im Citrat- als auch Borat-Puffer, nicht jedoch in den Phosphat-Puffern ausfallen. Im Vergleich
zu QDQRs-17a bendtigen QDQRs-17b mit Ausnahme der Probe bei pH 11,5 ca. zwei Stun-
den zum Aquilibrieren und die relativen Fluoreszenzintensititen betragen etwa das Doppelte

der jeweiligen Ausgangsintensitat. Im neutralen Milieu bei pH 7,4 bleibt die relative Fluores-
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zenzintensitat innerhalb der ersten sechs Stunden konstant und entspricht dem Doppelten der
Ausgangsintensitat. Im Basischen bei pH 11,5 hingegen entspricht die relative Fluoreszenzin-
tensitdt nach sechs Stunden etwa dem 1,5-fachen der Ausgangsintensitat (s. Abbildung 30 A).
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Abbildung 30: Relative Fluoreszenzintensititen der QDQRs-17b bei unterschiedlichen
pH-Werten innerhalb der ersten sechs Stunden (A) und im Verlauf einer Woche (B).

Im weiteren Verlauf der Woche féllt die relative Fluoreszenzintensitat bei pH 7,4 leicht ab
und erreicht am Ende des Messzeitraums 150% der Ausgangsintensitat. Bei pH 11,5 ist die
relative Fluoreszenzintensitat nahezu konstant und entspricht am Ende der Woche wieder der
Ausgangsintensitat (s. Abbildung 30 B). Insgesamt weisen die QDQRs mit dem langkettigen
zwitterionischen Liganden im Vergleich zu QDQRs-17a eine geringere pH-Stabilitat auf und
der positive Einfluss des basischen Milieus auf die Fluoreszenzintensitat ist nicht so stark

ausgepragt.

Die Ergebnisse der Stabilitatsmessungen zeigen, dass die Lange der Alkylkette der zwitterio-
nischen Liganden einen merklichen Einfluss auf die Stabilitat und die Fluoreszenzeigenschaf-
ten der zwitterionischen QDQRs hat. Dabei bewirkt die kiirzere Alkylkette in QDQRs-17a
eine bessere Abschirmung der Nanopartikel gegen &uliere Einflusse wie pH-Wert, lonenstérke
oder in biologischen Puffern vorhandene Zusétze. Es wird vermutet, dass sich die Kettenldnge
auf die Belegungsdichte der Liganden auf der Nanopartikeloberflache auswirkt. Durch die
langere Alkylkette in QDQRs-17b erhéhen sich zwar die hydrophoben Wechselwirkungen
benachbarter Liganden, der Raumanspruch dieser kdnnte aber durch die groRRere Flexibilitét
der Ketten zunehmen, was in einer geringeren Belegungsdichte des Liganden auf der Oberfla-

che resultiert. Im Gegensatz dazu konnen sich bei QDQRs-17a die zwitterionischen Kopf-
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gruppen nahezu parallel anordnen und so die QDQRs gut vom umgebenden Medium ab-
schirmen. Weiterhin ist es moglich, dass die langere Alkylkette des Liganden 17b besser mit
den nativen hydrophoben Liganden auf der QDQR-Oberflache wechselwirken kann. Dadurch
wirden die nativen Liganden im Vergleich zum Ligandenaustausch mit dem kurzkettigen
Liganden 17a weniger effektiv von der Oberflache verdréngt, was in einer schlechteren Ab-

schirmung der Nanopartikel vom umgebenden Medium resultiert.
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4.5 Invitro Untersuchungen mit A549-Zellen

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die physikochemischen Eigenschaften wie Grof3e
und Fluoreszenzeigenschaften der wasserloslichen QDQRs sowie deren Stabilitdt in biolo-
gisch relevanten Medien und bei unterschiedlichen pH-Werten ausfiihrlich untersucht. Hin-
sichtlich biomedizinischer Anwendungen von Nanopartikeln gibt es jedoch weitere Eigen-
schaften, die eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehoren beispielsweise die Toxizitdt der ver-
wendeten Nanopartikel oder deren Wechselwirkung mit Zellen, insbesondere die unspezifi-
sche Aufnahme der Nanopartikel in Zellen. Diese Eigenschaften sind unter anderem dafiir
ausschlaggebend, ob die Nanopartikel fiir diagnostische oder therapeutische Zwecke in Be-
tracht kommen koénnen. Die zwitterionischen QDQRs wurden daraufthin in diversen in vitro
Versuchen hinsichtlich ihrer Toxizitdt und der unspezifischen Zellaufnahme untersucht. Fiir
die Versuche wurden die gelb-emittierenden QDQRs mit dem kurz- und langkettigen zwitter-
ionischen Liganden (QDQRs-17a und QDQRs-17b) verwendet, um einen moglichen Einfluss
der Kettenldnge des Liganden auf die Wechselwirkungen der QDQRs mit Zellen zu untersu-
chen. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Charis Schlundt und Dr. Johannes
Ostermann (CAN GmbH) durchgefiihrt. Sowohl fiir die Toxizitdtsuntersuchungen als auch fiir
die Zellaufnahmestudien wurden A549-Zellen verwendet. A549-Zellen sind humane, aus ei-
nem Adenokarzinom der Lunge stammende basale Epithelzellen, die als Zelllinie kultiviert

wurden.

4.5.1 Toxizitat der zwitterionischen QDQRs

Fur den Einsatz von Nanopartikeln in der Biochemie oder Medizin ist es unabdingbar, dass
von ihnen keine intolerable Toxizitat ausgeht. Generell besteht bei cadmiumhaltigen Nano-
partikeln die Moglichkeit, dass die Zellen durch austretende Cadmiumionen geschédigt wer-
den.''%*** Die Wahrscheinlichkeit, dass Cadmiumionen in die Umgebung freigesetzt werden,
ist gerade bei den hier verwendeten QDQRs relativ hoch. Zum einen ist der Anteil an Cadmi-
um in den elongierten Nanopartikeln im Vergleich zu sphérischen Partikeln gleichen Durch-
messers um den Faktor 12 hoher. Zum anderen fehlt den QDQRs eine passivierende Schale
aus Zinksulfid, mit der cadmiumhaltige Nanopartikel oftmals umhillt werden, um das

Herausldsen von Cadmiumionen zu verhindern,****°
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Die zytotoxische Wirkung einer Substanz kann mit unterschiedlichen Methoden, die bereits in
Kapitel 2.3.2 beschrieben wurden, untersucht werden. Die Toxizitat der zwitterionischen
QDQRs-17a und QDQRs-17b wurde in dieser Arbeit mit Hilfe des Cellomics Array Scan
gepruft. Fur die Toxizitatsuntersuchungen wurden A549-Zellen auf einer 96-Well Platte aus-
plattiert und mit QDQR-L6sungen in einem Konzentrationsbereich von 25 bis 500 nM inku-
biert. Als Positivkontrolle wurde Cadmiumchlorid verwendet, welches in einem Konzentrati-
onsbereich von 25 bis 1.000 uM eingesetzt wurde. Die um den Faktor 1.000 hohere Konzen-
tration an Cadmiumchlorid ist der Tatsache geschuldet, dass in einem einzelnen QDQR der
untersuchten Proben etwa 8.200 Cadmiumatome enthalten sind. Unter der Annahme, dass
sich die gesamten Nanopartikel auflésen und das in ihnen enthaltene Cadmium freisetzen,
entsprache die kleinste eingesetzte Konzentration von 25 nM QDQRs einer Konzentration
von 205 pM Cadmiumchlorid. Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden wurden die Zellen
mit einer Férbeldsung, bestehend aus dem Zellkernfarbstoff Hoechst 33342 und dem Mito-
chondrienfarbstoff MitoTracker® Deep Red FM, versetzt und danach mit Formaldehydlésung
fixiert. Im Anschluss wurden die 96-Well Platten mit dem Cellomics Array Scan ausgelesen.
Dabei wurden anhand der Intensitit des Hoechstfarbstoffs die Parameter Zellzahl, Zellkernin-
tensitat sowie ZellkerngréRe und anhand des Mitochondrienfarbstoffs das Transmembranpo-
tential der Mitochondrien mit Hilfe einer Software automatisch bestimmt. Ferner wurden mi-
kroskopische Bilder der Zellen zur Kontrolle der Zellzahl und Zellmorphologie aufgenom-

men.

In Abbildung 31 sind die oben genannten Parameter in Abhangigkeit der eingesetzten Kon-
zentration an QDQRs bzw. Cadmiumchlorid gezeigt. Jeder Datenpunkt stellt dabei den Mit-
telwert aus drei Messwerten dar. Anhand der Diagramme A bis D in Abbildung 31 wird deut-
lich, dass sowohl QDQRs-17a als auch QDQRs-17b einschlieBlich der hdchsten getesteten
Konzentration von 500 nM keine erkennbare toxische Wirkung auf die Zellen haben. Die An-
zahl der Zellen pro Well (A), die Zellkernintensitat (B), die ZellkerngréRe (C) und auch das
Transmembranpotential der Mitochondrien (D) bleiben tber den gesamten Konzentrationsbe-

reich nahezu konstant.
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Abbildung 31: Quantifizierung der Toxizitéitstests der QDQRs-17a und QDQRs-17b sowie des
Cadmiumchlorids. (A) Anzahl der Zellen, (B) Intensitit des Zellkernfarbstoffs Hoechst 33342,
(C) GroBie der Zellkerne und (D) Transmembranpotential der Mitochondrien. Anmerkung: Da
Cadmiumchlorid bereits ab einer Konzentration von 100 pM eine toxische Wirkung auf die

Zellen zeigt, sind in der Darstellung nur die Werte bis 500 nM abgebildet.

Ebenso sind bei der Betrachtung der mikroskopischen Aufnahmen keine morphologischen
Anderungen der Zellen oder Zellkerne nach 16-stiindiger Inkubation mit den zwitterionischen
QDQRs erkennbar. Als Beispiel hierflr sind in Abbildung 32 die mikroskopischen Aufnah-
men der A549-Zellen nach Inkubation mit QDQRs-17a dargestellt. Die Eigenfluoreszenz der
QDQRs ist in den Bildern nicht zu sehen, da sie durch entsprechende Filtereinstellungen am

Gerat unterdriickt wurde.
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Abbildung 32: Mikroskopische @ Aufnahmen der AS549-Zellen nach  16-stiindiger
Inkubationszeit mit unterschiedlichen Konzentrationen von QDQRs-17a. Die Zellkerne sind mit
Hoechst 33342 (blau) und die Mitochondrien mit MitoTracker® Deep Red (rot) angefirbt. Zur
Kontrolle (KO) ist eine Aufnahme von A549-Zellen nach 16 Stunden gezeigt, die ohne QDQRs

inkubiert wurden.

Im Gegensatz dazu ist bei Cadmiumchlorid ab einer Konzentration von 100 puM, die etwa
einer QDQR-Konzentration von 12 nM entspricht, eine toxische Wirkung auf die Zellen er-
kennbar. Die Anzahl an Zellen pro Well, die Zellkernintensitat und die Zellkerngréfie nimmt
signifikant ab, was durch das Absterben der Zellen bedingt ist (Abbildung 31 A — C). Das
Transmembranpotential steigt im Konzentrationsbereich von 50 bis 100 uM erst an und fallt
dann wieder ab (Abbildung 31 D). Dieser Verlauf ist typisch fur die toxische Wirkung einer
Substanz. Durch Zellstress werden Apoptose-auslosende Faktoren freigesetzt und es kommt
zunéchst zu einer Zunahme der Mitochondrienmasse, was in der Messung zu einer Intensi-
tatssteigerung des Mitochondrienfarbstoffs flhrt. Bei weiterer Erhdhung der Cadmiumchlo-
rid-Konzentration sterben die Zellen zunehmend ab, wodurch die Mitochondrienmasse eben-
falls abnimmt und das Signal des Farbstoffs wieder schwécher wird. Die erneute Zunahme der
Zellkernintensitat und der ZellkerngréRRe bei einer Konzentration von 500 uM Cadmiumchlo-
rid sowie die groRen Fehlerbalken dieser Messwerte sind dadurch zu erkléaren, dass bei hoher
Toxizitédt einer Substanz nur noch sehr wenige Zellen im Well vorhanden sind, wodurch we-
niger Messpunkte flr die Auswertung zur Verfligung stehen und die statistischen Fehler ent-

sprechend groR werden.
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Besonders deutlich wird dies bei der Betrachtung der mikroskopischen Aufnahmen der Zellen
nach 16-stlndiger Inkubation mit Cadmiumchlorid, die in Abbildung 33 dargestellt sind. Ab
einer Konzentration von 100 uM Cadmiumchlorid sinkt die Anzahl an Zellen merklich und
sie kugeln sich ab. Bei hoheren Konzentrationen Cadmiumchlorid sind in den Wells nur noch

vereinzelt Zellen zu finden.

100 pM 250 pM 500 UM

Abbildung 33: Mikroskopische = Aufnahmen der AS549-Zellen nach  16-stiindiger
Inkubationszeit mit unterschiedlichen Konzentrationen Cadmiumchlorid. Die Zellkerne sind
mit Hoechst 33342 (blau) und die Mitochondrien mit MitoTracker® Deep Red (rot) angefirbt.
Zur Kontrolle (KQO) ist eine Aufnahme von A549-Zellen nach 16 Stunden gezeigt, die ohne

Cadmiumchlorid inkubiert wurden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz des hohen Cadmiumgehalts in den verwendeten
QDQRs und dem Fehlen einer zusétzlich passivierenden Zinksulfidhiille keine messbare To-
xizitat von den QDQRs bis zu einer Konzentration von 500 nM ausgeht. Damit erfillen die
hergestellten zwitterionischen QDQRs eine wichtige Voraussetzung fur spatere biomedizini-

sche Anwendungen.
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4.5.2 Zellaufnahmeverhalten der zwitterionischen QDQRs mit A549-Zellen

Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die zwitterionischen QDQRs
auch in hohen Konzentrationen von bis zu 500 nM keine toxische Wirkung auf A549-Zellen
haben. AnschlieBend wurde das Aufnahmeverhalten der QDQRs-17a und QDQRs-17b mit
A549-Zellen analysiert und tberpriift, ob die Nanopartikel in Abh&ngigkeit von der Ketten-
lange des Liganden unterschiedlich aufgenommen werden. Im Rahmen dieser Untersuchun-
gen wurden zum einen zwei unterschiedlich lange Inkubationszeiten (vier und 16 Stunden)
getestet. Zum anderen wurde die Inkubation entweder in Gegenwart oder Abwesenheit von
10% FCS durchgefiihrt. Durch die Abwesenheit von FCS im Medium sollte untersucht wer-
den, ob die Nanopartikelaufnahme gegebenenfalls in die hungernden Zellen forciert werden
kann. In allen Experimenten wurden die Zellen mit einer 100 nM QDQR-L&sung inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Zellen gewaschen, die Zellkerne mit Hoechst 33342 gefarbt,
fixiert und mit Hilfe eines Konfokalmikroskops analysiert.

Fir QDQRs-17a war unter allen experimentellen Bedingungen eine unspezifische Aufnahme
der Nanopartikel zu erkennen (s. Abbildung 34). Die Aufnahme nach vier Stunden (A und B)
war dabei nicht so stark ausgepréagt wie nach 16 Stunden (C und D). Nach viersttndiger Inku-
bation befanden sich die QDQRs zudem vornehmlich in der Nahe der Zellmembran, wohin-
gegen die Nanopartikel nach langerer Inkubationszeit mehr oder weniger gleichméiig im
Zellinneren verteilt waren. Die Fluoreszenz der Nanopartikel war dabei oftmals in punktfor-
migen Strukturen zu erkennen, bei denen es sich mutmallich um mit QDQRs geftllte Endo-
somen handelt. Da A549-Zellen keine phagozytierenden Zellen sind, gelangen die QDQRS
héchstwahrscheinlich Uber unspezifische Endozytose in die Zellen. AufRerdem wurden die
QDQRs nach vier Stunden Inkubationszeit in Gegenwart von 10% FCS (B) im Vergleich zum
Experiment unter serumfreien Bedingung (A) deutlich weniger von den Zellen aufgenommen.
Eine reduzierte Aufnahme von Nanopartikeln in serumhaltigem Medium ist bereits aus der
Literatur bekannt, wobei die verringerte Aufnahme auf das VVorhandensein einer Proteinkoro-
na zuriickgefiihrt wird.****%°1% Opwohl zwitterionische Liganden auf Nanopartikeln die Bil-

dung einer Proteinkorona verhindern sollen,?°"%°

scheinen die zwitterionischen QDQRs-17a
mit dem Protein in Losung zu wechselwirken, was in einer verringerten Zellaufnahme resul-
tiert. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den in Kapitel 4.4.1 beschriebenen Beobachtun-

gen zur Erhéhung der Fluoreszenzintensitat der QDQRs in Gegenwart von BSA oder FCS.
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Abbildung 34: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von A549-Zellen nach der Inkubation
mit 100 nM QDQRs-17a fiir vier Stunden (A und B) und 16 Stunden (C und D). Die Inkubation
erfolgte unter serumfreien Bedingungen (A und C) oder in Gegenwart von 10% FCS (B und D).
Die Zellkerne wurden mit dem Farbstoff Hoechst 33342 angefirbt (blau). Die roten Bereiche

resultieren aus der Fluoreszenz der QDQRs.

Bei der Inkubation von A549-Zellen mit QDQRs-17b zeigte sich berraschenderweise ein
vo6llig anderes Bild (s. Abbildung 35). Die Nanopartikel wurden nach vierstiindiger Inkubati-
onszeit weder unter serumhaltigen (B) noch unter serumfreien Bedingungen (A) von den Zel-
len aufgenommen. Auch die erhéhte Inkubationszeit von 16 Stunden flihrte in Gegenwart von
10% FCS zu keiner unspezifischen Aufnahme der QDQRs (D). Lediglich in serumfreiem
Medium war eine leichte unspezifische Aufnahme der QDQRs zu erkennen (C), die jedoch im

Vergleich zu QDQRs-17a deutlich geringer ausfiel.

Um den genauen Aufnahmemechanismus der zwitterionischen QDQRs in die Zellen zu unter-
suchen, sind weitere Experimente notwendig. Durch Zugabe von Inhibitoren oder Abkihlung
der Zellen auf 4 °C wahrend der Inkubation ist es beispielsweise mdglich, bestimmte Mecha-
nismen der Zellaufnahme gezielt zu blockieren und so Aufschluss iber den Aufnahmemecha-

nismus zu erhalten, %160
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Abbildung 35: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von A549-Zellen nach der Inkubation
mit 100 nM QDQRs-17b fiir vier Stunden (A und B) und 16 Stunden (C und D). Die Inkubation
erfolgte unter serumfreien Bedingungen (A und C) oder in Gegenwart von 10% FCS (B und D).
Die Zellkerne wurden mit dem Farbstoff Hoechst 33342 angefirbt (blau). Die roten Bereiche

resultieren aus der Fluoreszenz der QDQRs.

Allgemein ist Zellaufnahme von Nanopartikeln von vielen verschiedenen Faktoren, wie z. B.

| 63,66,163 95,115,130,164
H

der GroRe und Form der Partike oder dem Vor-

133,160-162

ihrer Oberflachenladung,
handensein einer Proteinkorona abhédngig. Wie anhand der DLS-Messungen und der
TEM-Aufnahmen gezeigt werden konnte, sind sowohl die Grél3e als auch die Form von
QDQRs-17a und QDQRs-17b nahezu identisch (vgl. Kapitel 4.2.1), so dass diese Faktoren

das unterschiedliche Zellaufnahmeverhalten nicht erklaren konnen.

Die Oberflachenladung von Nanopartikeln kann beispielsweise durch das Zeta-Potential be-
stimmt werden. Daraufhin wurden die QDQRs mit Reinstwasser verdiinnt (Endkonzentration:
100 nM) und in eine spezielle Messkivette tberflhrt. Die Zeta-Potential-Messungen lieferten
jedoch nur mit QDQRs-17a verwertbare Ergebnisse und das Zeta-Potential dieser Partikel lag
im Bereich von -35 mV. Im Gegensatz dazu konnte eine Zeta-Potential-Messung der

QDQRs-17b aufgrund der geringeren Verdunnungsstabilitat nicht durchgefihrt werden. Die

72



Nanopartikel begannen wahrend der Messung besonders im Bereich der Elektroden zu aggre-

gieren, wodurch eine verlassliche Bestimmung des Zeta-Potentials nicht moglich war.

Eine weitere Methode, Informationen uber die Oberflichenladung von Nanopartikeln zu er-
halten, stellt die Agarose-Gelelektrophorese dar. Fir die Gelelektrophorese wurden 0,8%ige
Agarose-Gele angesetzt und die QDQR-Proben in zwei unterschiedlichen Konzentration (100
und 500 nM) aufgetragen. Zunéachst wurde ein Standard Puffer fur Agarose-Gelelektropho-
resen (TRIS-Acetat-EDTA, TAE) verwendet und es wurde fur 30 Minuten eine Spannung
von 90 V angelegt. Abbildung 36 zeigt das Gel unter UV-Licht nach Ablauf der 30 Minuten.
In den Kammern 1, 2, 5 und 6 befanden sich QDQRs-17a, die an zwei unterschiedlichen Ta-
gen prépariert wurden, wobei die Konzentration 500 nM in den Kammern 1 und 5 und
100 nM in den Kammern 2 und 6 betrug. Die restlichen Kammern (3, 4, 7 und 8) wurden mit
QDQRs-17b in analoger Weise befullt. Es ist zu erkennen, dass alle Proben in Richtung Ano-
de ins Gel wanderten, wobei QDQRs-17a deutlich weiter ins Gel einliefen. Demnach schei-
nen QDQRs-17a mehr negative Ladungen auf der Oberflache zu tragen als QDQRs-17b. Die
Konzentration hatte bei QDQRs-17a kaum Einfluss auf das Laufverhalten. QDQRs-17b ag-
gregierten jedoch teilweise wahrend der Elektrophorese, was dazu flihrte, dass nur ein Teil der
héher konzentrierte Probe ins Gel wanderte und sich die niedriger konzentrierte Probe kaum
aus der Kammer bewegte. Dementsprechend kann vorerst nur die Aussage getroffen werden,
dass die Oberflache der QDQRSs negativ geladen ist, was zumindest fir QDQRs-17a auch mit

den vorangegangenen Zeta-Potential-Messungen tbereinstimmt.
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Abbildung 36: 0,8%iges Agarose-Gel unter UV-Licht nach 30 Minuten Laufzeit bei 90 V in
TAE-Puffer. Die Kammern 1, 2, 5 und 6 sind mit QDQRs-17a, die Kammern 3, 4, 7 und 8 mit
QDQRs-17b befiillt. Die Konzentration der Proben betrigt 500 nM in den Kammern 1, 3, 5 und
7 und 100 nM in den Kammern 2, 4, 6 und 8.
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Bei dem verwendeten TAE-Puffer kann nicht ausgeschlossen werden, dass die QDQRs nach
der Verdunnung mit Bestandteilen des Puffers wechselwirken. Diese Wechselwirkungen kdn-
nen letztendlich nicht nur die Stabilitdt der Nanopartikel, sondern auch deren Oberflachenla-
dung beeinflussen. In weiteren Experimenten wurden daher unterschiedliche Puffersysteme
getestet, um herauszufinden, inwieweit sich die QDQRs in ihrer negativen Ladung unter-
scheiden. Es wurden zwei unterschiedliche Phosphat-Puffer (PBS pH 7,4 und Phosphat-Puffer
nach Sorensen pH 7,0) sowie ein HEPES-Puffer pH 7,2 verwendet. Mit keinem der getesteten
Puffer konnte die Elektrophorese der QDQRs erfolgreich durchgefiihrt werden, da die Proben
entweder zum Teil aggregierten oder selbst nach mehreren Stunden kaum ins Gel wanderten.
Es konnte vorerst kein geeignetes Puffersystem gefunden werden, das sowohl fir eine
Elektrophorese geeignet ist als auch keine Wechselwirkungen mit den Nanopartikeln zeigt
oder zu deren Aggregation fiihrt. Aus diesem Grund war es nicht moéglich herauszufinden,
inwieweit sich die Oberflachenladung der QDQRs voneinander unterscheidet.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die QDQRs Uberraschend deutlich in ihrem
Aufnahmeverhalten von A549-Zellen unterscheiden. Wahrend QDQRs-17a nahezu unter al-
len experimentellen Bedingungen aufgenommen wurden, war die Zellaufnahme der
QDQRs-17b nur unter drastischen Bedingungen zu sehen. Die molekularen Ursachen fiir die-
ses unterschiedliche Verhalten konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden werden. Die
zwitterionischen QDQRs-17a eignen sich somit fiir die unspezifische Markierung von Zellen,
wéhrend sich die zwitterionischen QDQRs-17b fir eine spezifische Markierung eignen soll-
ten, sofern sie zusétzlich mit einem Affinitatsmolekiil versehen werden, welches die Zellauf-

nahme induziert.
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4.6 Aufnahme und Organverteilung der Quantum Dot in

Quantum Rods in vivo

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse aus den Toxizitatsstudien und des unterschiedli-
chen Verhaltens beziiglich der Aufnahme in A549-Zellen wurden im Anschluss an die in vitro
Experimente die Aufnahme und Organverteilung von QDQRs-17a und QDQRs-17b in vivo in
Kooperation mit Alexander Fischer vom Universitétsklinikum Eppendorf untersucht. Prinzi-
piell kann nach intravendser Injektion von Nanopartikeln zwischen drei verschiedenen Me-
chanismen unterschieden werden, die die Nanopartikel wieder aus dem Blutkreislauf entfer-
nen. Die Ausscheidung kann durch die Nieren mit dem Urin (renal) oder durch die Leber mit
der Galle (hepatobiliar) erfolgen. Dartiber hinaus kdnnen die Nanopartikel durch Aufnahme in
Makrophagen des retikuloendothelialen Systems (RES; Leber, Milz oder Knochenmark) ent-
fernt werden.'®® Die Leber ist eines der Hauptorgane, durch das verschiedenste Nanopartikel
aufgenommen und gegebenenfalls wieder ausgeschieden werden.*?*®® In der Leber sind vor
allem die sogenannten Kupffer-Zellen, speziell in der Leber vorkommende Makrophagen, fir
die Aufnahme von groReren Partikeln verantwortlich.*®"*%®® AuRerdem ist aus der Literatur
bekannt, dass neben den Kupffer-Zellen auch die sinusoidalen Leberendothelzellen (liver si-
nusoidal epithelial cells, LSECs) Nanopartikel internalisieren kdnnen.****™® Daher wurde das
Verhalten der zwitterionischen QDQRs in Echtzeit mittels Intravital-Mikroskopie in der Le-
ber von Mausen verfolgt und anschlielend die Organverteilung der Nanopartikel ex vivo ana-
lysiert. Jeder Maus wurden pro Experiment 1,5 nmol QDQRs in physiologischer Kochsalzl6-
sung (150 pL) in die Schwanzvene injiziert. Unter Berticksichtigung des Blutvolumens einer
Maus von ca. 3 mL entspricht diese Menge einer QDQR-Konzentration von etwa 500 nM im
Organismus. Bis zu dieser Konzentration konnte in den in vitro Untersuchungen keine toxi-
sche Wirkung der QDQRs beobachtet werden (vgl. Kapitel 4.5.1), weshalb diese Konzentra-

tion auch in den in vivo Versuchen verwendet wurde.

Nach der intravendsen Injektion der QDQRs mit dem kurzkettigen zwitterionischen Ligan-
den 17a war ein sogenanntes Lining der Blutgefdlie in der Leber durch die Nanopartikel zu
erkennen, was flr eine Aufnahme in LSECs spricht. Zusatzlich zum Lining befanden sich die
QDQRs in dichter gepackten, groReren Strukturen, was auf eine Aufnahme in Kupffer-Zellen
hindeutet (s. Abbildung 37, linke Seite). Die QDQRs mit dem langkettigen zwitterionischen
Liganden 17b zeigten ebenfalls ein Lining der Blutgefale. Im Gegensatz zu QDQRs-17a
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konnten jedoch keine grofieren Ansammlungen von Nanopartikeln festgestellt werden (s. Ab-
bildung 37, rechte Seite). Somit schlagt sich das unterschiedliche Verhalten der QDQRs-17a
und QDQRs-17b in vitro auch in den in vivo Befunden nieder. Da es in der Leber zur Auf-
nahme der QDQRs kam, wurde zusatzlich der Darm als stark durchblutetes Organ mit hoher
Immunzellaktivitat intravital-mikroskopisch untersucht. Im Gegensatz zur Leber kam es im

Darm zu keiner unspezifischen Aufnahme der Nanopartikel.

QDQRs-17a QDQRs-17b

vorher nachher vorher nachher

Abbildung 37: Mikroskopische Aufnahmen der Leber vor und nach der Injektion von
QDQRs-17a (linke Seite) und QDQRs-17b (rechte Seite). Obere Reihe: Uberlagerung von
Hintergrundsignal und dem Kanal, in dem die Fluoreszenz der QDQRs (rote Bereiche)

gemessen wird. Untere Reihe: Kanal, in dem die Fluoreszenz der QDQRs gemessen wird.

Um Aufschluss tber die groBeren Strukturen in der Leber zu erhalten, in denen sich
QDQRs-17a ansammelten, wurden in einem weiteren Experiment nach Injektion der QDQRs
etwa 1 um groBRe FluoSpheres® injiziert. Aufgrund ihrer GroRe akkumulieren die griin-fluo-
reszierenden Partikel ausschlieBlich in Phagozyten wie den Kupffer-Zellen, aber nicht in
LSECs.'™" Abbildung 38 zeigt eine mikroskopische Aufnahme eines Leberausschnitts nach
Injektion von QDQRs-17a und der FluoSpheres®. Die Fluoreszenz der FluoSpheres® ist dabei
in Grun (A) und die Fluoreszenz der QDQRs in Rot (C) dargestellt. Abbildung 38 B zeigt die
Uberlagerung der beiden Bilder. Es ist deutlich eine Kolokalisation der QDQRs und der
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FluoSpheres® innerhalb der gleichen Strukturen zu erkennen, was fir eine Aufnahme der
QDQRs-17a in die Kupffer-Zellen der Leber spricht.

Abbildung 38: Mikroskopische Aufnahme eines Leberausschnittes nach Injektion von
QDQRs-17a und FluoSpheres®. Fluoreszenz der FluoSpheres® (A), Uberlagerung der
Fluoreszenz von FluoSpheres® und QDQRs-17a (B) und Fluoreszenz der QDQRs-17a (C). Die
Pfeile in (B) markieren die Strukturen, in denen sich sowohl FluoSpheres® als auch QDQRs-17a

befinden.

Das Lining der BlutgefalRe nach Injektion von QDQRs-17a und QDQRs-17b lasst, wie schon
erwéhnt, auf eine Aufnahme der Nanopartikel in LSECs schliefen. Um diese Annahme zu
bestatigen, wurden die Mause nach den Experimenten perfundiert und Vibratomschnitte der
Leber angefertigt, die immunohistologisch untersucht wurden. Dazu wurden die Schnitte zu-
nachst mit einem Primarantikorper (Ratte-anti-Maus CD31) und im Anschluss mit einem Se-
kundérantikorper (anti-Ratte Cy5) inkubiert, um das Leberendothel zu markieren. Zusatzlich
wurden die Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) an-
gefarbt. Die Analyse der Leberschnitte erfolgte mit Hilfe eines Konfokalmikroskops. Abbil-
dung 39 A — C zeigt mikroskopische Aufnahmen eines Leberschnittes einer Maus, der
QDQRs-17a injiziert wurden. Die Fluoreszenz der QDQRs ist in Rot (A) und der Endothel-
marker in Violett (C) dargestellt. Die Zellkerne sind durch den Farbstoff DAPI blau geférbt
und dienen der Orientierung. Die Uberlagerung der beiden Aufnahmen (B) zeigt, dass sich die
QDQRs zum Teil in den Leberendothelzellen befinden, da sich die violette Farbung (Endo-
thelmarker) und die Fluoreszenz der QDQRs an einigen Stellen berschneiden. Zusétzlich ist
in diesen Bildern erneut die Aufnahme der QDQRs-17a in Kupffer-Zellen zu erkennen (gro-
Rere Strukturen in Rot). In Abbildung 39 D — F sind die mikroskopischen Aufnahmen eines
Leberschnittes einer Maus gezeigt, der QDQRs-17b injiziert wurden. Auch hier ist in der

Uberlagerung (E) der Fluoreszenz der QDQRs und des Endothelmarkers die Uberschneidung
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von roten und violetten Bereichen zu sehen. Es kann demnach von einer Aufnahme der

QDQRs in LSECs ausgegangen werden.

Abbildung 39: Mikroskopische Aufnahmen eines Leberausschnittes nach Injektion von
QDQRs-17a (A — C) bzw. QDQRs-17b (D — F). Die Fluoreszenz der QDQRs ist in Rot dargestellt
(A und D), das Leberendothel ist mit CD31 markiert und in Violett dargestellt (C und F) und die
Zellkerne sind mit DAPI gefirbt (blau). Aufnahmen B und E zeigen die Uberlagerung von
QDQRs und Endothelmarker.

Nachdem das Verhalten der QDQRs in der Leber mittels Intravital-Mikroskopie analysiert
wurde und die Aufnahme der Nanopartikel in LSECs bzw. Kupffer-Zellen durch weitere Ex-
perimente belegt werden konnte, wurde die Organverteilung der QDQRS ex vivo untersucht.
Dazu wurden nach dem Perfundieren der Mduse Lunge, Milz, Nieren und interscapulares
braunes Fettgewebe seziert und mikroskopisch analysiert. QDQRs-17b zeigten keine Auf-
nahme in den untersuchten Geweben. Im Gegensatz dazu wurden QDQRS-17a sowohl in der
Lunge als auch in der Milz aufgenommen, wobei das Signal der Nanopartikel in diesen Orga-
nen weitaus geringer im Vergleich zur Leber war. Die Beobachtungen aus den in vivo Expe-
rimenten decken sich folglich mit den Ergebnissen aus den in vitro Untersuchungen, in denen
QDQRs-17a eine unspezifische Aufnahme in A549-Zellen zeigten, wohingegen QDQRs-17b
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nur unter drastischen Bedingungen (lange Inkubationszeiten und ohne Zusatz von FCS) auf-
genommen wurden. Die genaue Ursache der unterschiedlichen Aufnahme von QDQRs-17a
und QDQRs-17b ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht geklart. Es erscheint jedoch ungewohn-
lich, dass die Aufnahme nur von der Lange des verwendeten Liganden bestimmt werden soll-
te. Durch eine unterschiedliche Oberflachenbelegung der zwitterionischen Liganden kénnte es
beispielsweise zur Adhé&sion verschiedener Opsonine kommen, die einen Einfluss auf die
Zellaufnahme haben. Ebenso konnen andere physikochemische Eigenschaften wie das Ag-
gregationsverhalten eine gréfienbedingte Aufnahme zur Folge haben, sodass die Aufnahme
nicht durch eine klassische Struktur-Wirkungs-Beziehung zu erklaren wére. Es sind daher
weitere umfassende Untersuchungen notwendig, um die Ursache der unterschiedlichen Auf-
nahme zu ergriinden. Es kénnten beispielsweise zwitterionische Liganden anderer Kettenlan-
ge synthetisiert werden, um zusétzliche Informationen beziglich der Abhéngigkeit der Zell-
aufnahme von der Lange des Liganden zu erhalten. AulRerdem kdnnten statt der elongierten
QDQRs spharische QDs fir den Ligandenaustausch verwendet werden, um den Einfluss der

Form zu untersuchen.

Fir QDQRs-17b eroffnen sich dennoch interessante therapeutische Perspektiven, da sie vor-
nehmlich nur in LSECs, aber nicht in Kupffer-Zellen aufgenommen werden. Aus der Literatur
ist bekannt, dass LSECs eine groRe Rolle in der peripheren Immunregulation durch regulato-
rische T-Zellen (Tregs) spielen.’’? Nanopartikel, die spezifisch von LSECs aufgenommen
werden, kénnen beispielsweise mit bestimmten Autoantigen-Peptiden gekoppelt werden.
Durch nanopartikelvermitteltes Targeting konnen LSECs diese Autoantigen-Peptide prozes-
sieren und présentieren. Carambia et al. zeigten, dass dies zu einer Induktion regulatorischer
T-Zellen fiihrt, die das Autoantigen erkennen.*® Tregs wirken als Immunmodulatoren. Sie
kénnen Immunantworten dampfen und so zur Toleranz gegenuber Antigenen beitragen. In
einem Mausmodell von Multipler Sklerose (MS) wurden Nanopartikel injiziert, an denen Pep-
tide des Myelin-Basischen-Proteins gekoppelt waren. Dies fuhrte zu einer Induktion spezifi-
scher Tregs, die das Fortschreiten der MS unterdriicken konnten.'®® Dieser Effekt war dabei
allein von der Induktion der Tregs durch die LSECs abhéangig. Somit konnten QDQRs-17b
eine Mdoglichkeit darstellen, Substanzen spezifisch in LSECs zu transportieren, um immuno-

regulatorische Effekte zu vermitteln.
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5 Zusammenfassung

Das Interesse am Einsatz von Nanopartikeln zu biochemischen oder medizinischen Zwecken
ist in den letzten Jahren merklich gestiegen. QDQRs erweisen sich in diesem Zusammenhang
als besonders vielversprechend fur den Einsatz als Fluoreszenzmarker, da sie unter anderem
aufgrund ihrer hohen PLQY und den immensen Extinktionskoeffizienten viele Vorteile ge-
genliber organischen Farbstoffen, aber auch spharischen QDs vergleichbarer GroRe haben.
Die Anwendung von Nanopartikeln in diesen Bereichen erfordert einen hohen Forschungs-
aufwand und stellt eine grolRe Herausforderung dar. Nach ihrer Synthese sind QDQRSs weder
wasserléslich noch biokompatibel, sodass vor allem an das fur den Phasentransfer verwendete
Ligandensystem hohe Anforderungen gestellt werden. Die Liganden miissen die Nanopartikel
vor &uleren Einflissen des umgebenden Mediums abschirmen und gleichzeitig daflr sorgen,
dass Bestandteile der Partikel nicht nach auf3en gelangen, da die Nanopartikel teilweise aus
toxischen Materialien bestehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues zwitterionisches Ligandensystem mit einer Dithio-
carbamat-Ankergruppe fir den Phasentransfer von elongierten 11-VI-Halbleiternanopartikeln
entwickelt. Dabei wurden sowohl Liganden mit zwei unterschiedlichen Kettenlangen als auch
ein symmetrischer Ligand mit zwei zwitterionischen Kopfgruppen synthetisiert. Die mehrstu-
fige Synthese der Liganden war einfach durchfihrbar, wobei die einzelnen Reaktionen in gu-
ten bis sehr guten Ausbeuten verliefen. Die Méglichkeit, die Liganden mit einer funktionellen
Gruppe zu versehen, konnte beispielhaft an einem Allyl-Derivat gezeigt werden. Der an-
schliefende Phasentransfer wurde in einem zweiphasigen System aus Methanol und n-Hexan
durchgefuhrt und hinsichtlich des Ligandeniberschusses optimiert. Durch die Fallung der
QDQRs wahrend des Ligandenaustauschs wurden der Phasentransfer sowie die Aufreinigung
der Nanopartikel stark vereinfacht. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass im Gegen-
satz zu vielen in der Literatur beschriebenen Phasentransferreaktionen kein toxisches TMAH
bendtigt wird, was fur den Einsatz in der Biochemie vorteilhaft ist. Nach dem Phasentransfer
blieben sowohl die GroRe als auch die elongierte Form der Partikel erhalten. Im Rahmen der
Ligandenaustauschreaktionen konnte weiter gezeigt werden, dass die optischen Eigenschaften
der Nanopartikel nicht von der Kettenldnge des Liganden beeinflusst werden. Sowohl die Ab-
sorptions- als auch die Emissionsspektren waren leicht blauverschoben und die erhaltenen

PLQY lagen in einem Bereich von 10 — 15%. Der Phasentransfer mit dem symmetrischen
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Liganden war hingegen nicht erfolgreich, was vermutlich auf den erhéhten Platzbedarf des
Liganden auf der Nanopartikeloberflache zurtickgefihrt werden kann.

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss der Lange des Liganden auf die Stabilitat der
QDQRs in diversen biologisch relevanten Medien und bei pH-Werten zwischen 5,1 und 11,5
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die QDQRs mit dem kurzkettigen zwitterionischen
Liganden insgesamt stabiler waren. Besonders interessant war das Verhalten der QDQRs in
Gegenwart von Proteinen. Obwohl zwitterionische Nanopartikel als weitgehend resistent ge-
gen die Bildung einer Proteinkorona beschrieben werden, wurde eine deutliche Erhdhung der
Fluoreszenzintensitat sowie eine Steigerung der kolloidalen Stabilitat der Partikel nach Zuga-
be von BSA oder FCS beobachtet, was auf eine Wechselwirkung der Nanopartikeloberflache

mit den Proteinen in Lésung schlie3en I&sst.

Im Rahmen von in vitro Zellkulturexperimenten wurde die Eignung der zwitterionischen
QDQRs fiir den Einsatz in der Biochemie oder Medizin untersucht. In Toxizitdtsmessungen
zeigte sich, dass die QDQRs trotz ihres im Vergleich zu spharischen QDs deutlich héheren
Anteils an Cadmium und dem Fehlen einer passivierenden ZnS-Schale bis zu einer Konzen-
tration von 500 nM nicht toxisch auf A549-Zellen wirkten. Dadurch erfuillen die QDQRs eine
wichtige Voraussetzung fir biochemische Anwendungen. In weiteren Experimenten wurde
die Zellaufnahme der QDQRs mit A549-Zellen untersucht, wobei eine deutliche Abhéngig-
keit der Aufnahme von der Lange des Liganden festgestellt wurde. Wéhrend die Aufnahme
der QDQRs mit dem kurzkettigen Liganden unter allen experimentellen Bedingungen statt-
fand, wurden die QDQRs mit dem langkettigen Liganden nur nach langen Inkubationszeiten
ohne Zusatz von FCS aufgenommen. Generell kdnnen Nanopartikel durch verschiedenste
Mechanismen von Zellen aufgenommen werden. Eine detaillierte Studie zur Klarung der Un-

terschiede beziglich der Zellaufnahme in vitro war jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit.

Die anschlieenden in vivo Studien zur Zellaufnahme zeigten, dass die zwitterionischen
QDQRs nach intravendser Injektion in der Leber akkumulieren. Dabei befanden sich die
QDQRs mit dem kurzkettigen Liganden sowohl in Kupffer-Zellen als auch in LSECs. Im Ge-
gensatz dazu waren die QDQRs mit dem langkettigen Liganden fast ausschlieflich in LSECs
zu finden. Die erstaunliche Selektivitat eroffnet die Moglichkeit, diese QDQRS zur Therapie
von Autoimmunkrankheiten, wie zum Beispiel Multipler Sklerose, durch gezielten Transport
immunstimulierender Medikamente in LSECs einzusetzen, um die Induktion spezifischer

Tregs zu stimulieren und dadurch immunoregulatorische Effekte zu vermitteln.
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6 Summary

The interest in using nanoparticles for biochemical or medical applications has grown notice-
ably within the last years. In this context QDQRs prove to be especially promising for the use
as fluorescent markers. They exhibit many advantages over organic dyes and even spherical
QDs of comparable size because of their high PLQY and immense extinction coefficients for
example. The biochemical or medical application of nanoparticles requires great research ef-
fort and is still representing a major challenge. After their synthesis QDQRs are neither solu-
ble in water nor biocompatible which leads to high demands on the ligand system used for the
phase transfer. The ligands need to protect the nanoparticles from external influences of the
surrounding medium and simultaneously need to ensure that no components of the partially

toxic nanoparticles can diffuse into the external medium.

In this thesis a new zwitterionic ligand system with a dithiocarbamate anchoring group was
developed for the phase transfer of elongated I1-VI-semiconductor nanoparticles. In this re-
gard, ligands of two different spacer lengths as well as a symmetric ligand with two
zwitterionic head groups were synthesized. The multi step synthesis of the ligands was easy to
perform with good to excellent yields for each reaction. The possibility for functionalization
of the ligands was demonstrated exemplary by the synthesis of an allyl-substituted derivative.
The following phase transfer was performed in a biphasic system containing methanol and
n-hexane and was optimized with regard to the ligand excess. By precipitation of the QDQRS
during the ligand exchange reaction the phase transfer and the successive purification of the
nanoparticles were greatly facilitated. Moreover, in contrast to many ligand exchange reac-
tions described in literature no toxic TMAH was needed, which is beneficial for the applica-
tion of nanoparticles in biochemistry. After the phase transfer the size as well as the elongated
shape of the QDQRs were well preserved. Furthermore it could be shown, that the optical
properties of the nanoparticles were not dependent on the spacer length of the ligands. The
absorption as well as the emission spectra were slightly blue-shifted and the resulting PLQY
was in the range of 10 — 15%. The phase transfer with the symmetric ligand however, was not
successful, which is probably the result of an insufficient surface occupation owed to the in-

creased spatial requirements of the ligand.

In additional experiments the influence of the spacer length of the ligands with regard to the
QDQR stability in several biological relevant media as well as at pH values between 5.1 and

11.5 was analyzed. In this context, QDQRs coated with the short chain zwitterionic ligand
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were more stable in comparison to QDQRs displaying the long chain zwitterionic ligand.
Very interesting results were obtained for the QDQR stability in the presence of proteins. De-
spite the fact, that zwitterionic nanoparticles are described as remarkably resistant to protein
corona formation, a major increase in fluorescence intensity and colloidal stability of the
zwitterionic QDQRs was observed after addition of BSA or FCS. This suggests an interaction
of the nanoparticle surface with the proteins in solution.

In several in vitro cell culture experiments the suitability of the zwitterionic QDQRs for their
use in biochemical or medical applications was investigated. Despite of their significantly
higher proportion of cadmium in comparison to spherical QDs and the absence of a
passivating ZnS shell, the zwitterionic QDQRs showed no signs of toxicity towards A549
cells up to concentrations of 500 nM. Thus, the zwitterionic QDQRS appear to be promising
candidates for biochemical applications. In further experiments the cell uptake of QDQRs by
A549 cells was investigated. Surprisingly, the spacer length of the ligand induced clear-cut
differences in cellular uptake. QDQRs coated with the short chain zwitterionic ligand were
internalized by the cells under all experimental conditions. On the other hand, QDQRs with
the long chain zwitterionic ligand were only internalized by the cells after long incubation
times and in the absence of FCS. In general, cellular uptake of nanoparticles may occur by
various biological processes. A detailed study explaining the differences in cellular uptake in

vitro was not within the scope of this thesis.

Subsequent in vivo studies showed that the zwitterionic QDQRs accumulated in the liver after
intravenous injection. Interestingly, QDQRs coated with the short chain ligand were found in
Kupffer cells as well as LSECs, whereas QDQRs coated with the long chain ligand almost
exclusively accumulated in LSECs. This remarkable selectivity provides the opportunity to
use these QDQRs for the therapy of autoimmune diseases, like Multiple Sclerosis by selective
transport of immunostimulatory drugs to the LSECSs, in order to induce specific Tregs and

thereby mediating immunoregulatory effects.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden ohne zusétzliche Aufarbeitung einge-
setzt.

Agarose (BioReagent), Allylbromid (97%), n-Butyllithium (1,6 M in n-Hexan), 11-Bromun-
decanséure (95%), meta-Chlorperbenzoeséure (< 77%), Citronensdure (> 99,5%), Dichlor-
methan (> 99,9%), Diethylether (trocken, stabilisiert mit BHT, > 99%), Dimethylamin
(33 Gew.% in Ethanol), Ethanol (> 99,8%), Ethylacetat (> 99,5%), n-Hexan (> 99%), HEPES
(> 99,5%), 3,3’-Iminobis-N,N-dimethylpropylamin (97%), Kaliumcarbonat (> 99%), Kalium-
iodid (> 99%), Kaliumpermanganat (> 99%), Kohlenstoffdisulfid (> 99,9%), Lithiumalumi-
niumhydrid (2 M in THF), Methanol (> 99,8%), Natriumhydrogencarbonat (> 99,5%), Natri-
umhydrogensulfit (40%ig), Oxalylchlorid (98%), 1,3-Propansulton (98%), Tetrahydrofuran,
(trocken, stabilisiert mit 250 ppm BHT, > 99,9%), Triethylamin (> 99%) und N,N,N’-
Trimethylpropan-1,3-diamin (96%) wurden von Sigma-Aldrich, Amberlyst® A26 (OH), Bor-
séure (zur Analyse), Glycin (zur Synthese), Methylamin (40 Gew.% in Wasser, zur Synthese)
und Schwefelséure (95 — 97%) von Merck, Dichlormethan (trocken, stabilisiert mit Amylen,
> 99,8%) von Acros, Amberlyst® A15 (H*) von Alfa Aesar, Dikaliumhydrogenphosphat
(>99,99%), Di-tert-butyldicarbonat (> 98%) und Hexachloroplatin(1VV)-séure (8%ige Lésung
in Wasser) von Fluka und Methyl-tert-butylether (> 99,5%), Natriumchlorid (> 99,5%), Na-
triumhydroxid (> 99%) und Natriumsulfat (> 99%) von Carl Roth bezogen.

7.2 Verwendete Gerdte, Techniken und Charakterisierungsmetho-

den

Die Synthesen wurden, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur, Standarddruck

und unter Stickstoffatmosphére durchgefihrt.
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Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsspektren wurden an einem Cary 500 Spektrometer der Firma VARIAN auf-

genommen.

Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden 0,8%ige Agarose-Gele verwendet. Dazu wurden 240 mg
Agarose in 30 mL Elektrophoresepuffer in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose voll-
standig geldst hatte. Die Proben wurden mit Elektrophoresepuffer auf eine Konzentration von
100 bzw. 500 nM verdiinnt. 20 pL der Probe wurden mit 5 uL Glycerin (30-Vol.%) versetzt
und im Anschluss in die Kammern des Gels gefiillt. Je nach verwendetem Elektrophoresepuf-
fer betrug die angelegte Spannung zwischen 20 und 90 V. Die Dauer der Elektrophorese rich-
tete sich nach der Wanderungsgeschwindigkeit der Proben und variierte zwischen 30 und
300 Minuten.

Diinnschichtchromatographie

Fur die Dinnschichtchromatographie (DC) wurden entweder ALUGRAM® SIL G/ UV 254
(Roth) oder Aluminiumoxid 60 Fjs4, neutral (Merck) DC-Platten verwendet. Die Sichtbar-
machung der Substanzen erfolgte auf unterschiedliche Weise: UV-Licht der Wellenlédnge
254 nm, Eintauchen in alkalische Permanganatldsung, Anspriihen mit lodplatinat oder Ver-

aschen mit 10%iger Schwefelsdure in EtOH.

Fur die alkalische Permanganatlésung wurden 255 mg NaOH in 21,2 mL H,0 gelést und an-
schlieend 3,18 g Kaliumpermanganat sowie 21,21 g Kaliumcarbonat hinzugefugt. Die Mi-
schung wurde portionsweise mit insgesamt 302 mL H,O versetzt und so lange gerhrt, bis

sich alles geldst hatte. Die Losung wurde unter Lichtausschluss aufbewahrt.

Fur die lodplatinatlésung wurden 3 mL Hexachloroplatin(l1V)-saure (8%ige wassrige Ldsung)
mit 97 mL H,O verdinnt. AnschlieBend wurden 100 mL einer 6%igen Kaliumiodidlésung in

H,0 hinzugefugt. Die L6sung wurde unter Lichtausschluss aufbewahrt.
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Dynamische Lichtstreuung und Zeta-Potential

Messungen zur dynamischen Lichtstreuung wurden an einem Zetasizer Nano ZS durchge-
fuhrt. Die Proben wurden in Quarzkuvetten vermessen und der hydrodynamische Durchmes-
ser wurde mit Hilfe der Dispersion Technology Software Version 7.03 der Firma Malvern
berechnet. Fir die Bestimmung des Zeta-Potentials wurden die Proben in eine gefaltete
Einweg-Kapillarzelle Gberfihrt und am Zetasizer Nano ZS vermessen. Die Auswertung er-

folgte ebenfalls mit der Dispersion Technology Software.

Emissionsspektroskopie

Die Emissionsspektren wurden mit einem PTI QuantaMaster™ 40, der mit einer 150 W
Xenon-Bogenlampe ausgestattet war, gemessen. Die Bestimmung der Photolumineszenz-
Quantenausbeute erfolgte mit Hilfe einer Ulbricht-Kugel. Fir die Stabilitdtsmessungen wurde
ein Horiba/ Jobin Yvon FluoroMax-4 Spektrometer verwendet.

Flashchromatographie

Die chromatographische Aufreinigung der hergestellten Substanzen erfolgte mit der automati-
sierten Flashchromatographie CombiFlash®Rf 200 der Firma Teledyne Isco und den dort
erhaltlichen RediSep Flashséulen. Die Flashsaulen waren je nach Art der zu trennenden Sub-
stanz mit Kieselgel 60 oder neutralem Aluminiumoxid gefillt. Das verwendete Laufmittel ist

bei der entsprechenden Reaktionsvorschrift angegeben.

Fluoreszenzabklingzeiten

Der Fluoreszenzabfall einer Probe wurde durch zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlung (time
correlated single photon counting, TCSPC) bestimmt. Zur Ermittlung der Fluoreszenzab-
klingzeiten wurden die Proben mit einem PDL 800-D Diodenlaser der Firma PicoQuant bei
einer Wellenldnge von 438 nm und einer Pulsfrequenz von 31,25 Hz angeregt. Die Signalde-

tektion erfolgte mit einer Zeitauflosung von 250 ps mit einem PicoQuant PMA-M 185 Pho-
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tomultiplier und das Signal wurde durch einen Constant-Fraction 200 MHz Diskriminator und
einem Zeit-zu-Amplituden Konverter der Firma EG & G Ortec aufbereitet. Fir die Kurven-
anpassung der Zerfallskurven wurde die Software FluoFit der Firma PicoQuant verwendet.

Mit Hilfe der Software wurden die Messdaten an einen biexponentiellen Zerfall angepasst.

Infrarot-Spektroskopie

Die IR-Spektren wurden mit einem ALPHA Platinum ATR-IR Gerét der Firma Bruker aufge-

nommen. Die Substanzen wurden dabei unverdiinnt als Feststoff oder Flissigkeit vermessen.

Konfokalmikroskopie

Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen erfolgten an einem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop des Typs FV 1000 der Firma Olympus.

Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden mit einem Agilent 6224 Elektrosprayionisation-

Flugzeitmassenspektrometer (ESI-TOF-MS) im positiven Modus aufgenommen.

Mikrowelle

Die Reaktionen in der Mikrowelle wurden mit der CEM Discover S-Class der Firma CEM je
nach Reaktionsvolumen in 10 oder 35 mL Reaktionsgefalen durchgefiihrt. Reaktionszeit und

Temperatur sind bei der entsprechenden Reaktionsvorschrift angegeben.
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NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden an einem Avancel Spektrometer (‘H-Resonanz: 400 MHz, **C-
Resonanz 100 MHz) oder einem Avancelll Spektrometer (*H-Resonanz: 600 MHz, **C-
Resonanz 150 MHz) der Firma Bruker in deuterierten Losungsmitteln (CDCI; oder D,0) ge-
messen, wobei das Losungsmittelsignal als Referenz verwendet wurde. Die Kalibrierung der
13C-NMR-Spektren in D,O erfolgte durch bereits bekannte chemische Verschiebungen be-
stimmter Gruppen im Molekdl (z.B. einer tert-Butyl-Gruppe). Chemische Verschiebungen &
wurden relativ zum Lésungsmittelsignal in ppm und Kopplungskonstanten in Hertz (Hz) an-
gegeben. Die im Experimentalteil angegebene Nummerierung der Substanzen erfolgte zur
Vereinfachung der Zuordnung der Signale und entspricht nicht der IUPAC-Nummerierung.
Zur Auswertung der Spektren wurde die Software MestReNova 9.0.1 verwendet.

Transmissionselektronenmikroskopie

Fir die TEM-Aufnahmen wurde ein CM-300 UT Elektronenmikroskop der Firma Philips mit
einer Beschleunigungsspannung von 200 kV verwendet. Zur Probenpraparation wurden
10 pL einer verdunnten Nanopartikelldsung auf ein mit Kohlenstoff beschichtetes Kupfergrid
aufgetragen. Das Losungsmittel wurde nach 30 bis 60 Sekunden mit Hilfe eines Filterpapiers

entfernt.

Toxizitatstests

Die Analyse der Toxizitatsproben erfolgte in 96-Well Platten mit einem Cellomics Array
Scan V, einem automatischen Fluoreszenzmikroskop fir Hochdurchsatzanalysen, der Firma
Thermo Scientific. Das Fluoreszenzmikroskop ist mit einer WeiRlichtlampe und einem CCD-
Detektor ausgestattet. Wahrend einer Messung werden mit Hilfe der Software die Intensitaten
zweier Farbstoffe parallel bestimmt und Bildinformationen in Datensdtze umgewandelt Aus
den Datensatzen werden Informationen bezlglich der Anzahl an Zellen, der GroRe und Form

der Zellkerne sowie des Transmembranpotentials der Mitochondrien erhalten.
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7.3  Funktionalisierung des 1,3-Propansultons

7.3.1 Darstellung des 3-Allyl-1,2-oxathiolan-2,2-dioxids

1,3-Propansulton (4,4 mL, 50,07 mmol) wurde in trockenem THF (100 mL) gel6st und auf
-89 °C abgekdihlt. Innerhalb von 30 Minuten wurde n-BuLi (1,6 M, 35 mL, 55,65 mmol) so
langsam zugetropft, dass die Temperatur -80 °C nicht tberstieg. Nach erneutem Abkihlen auf
-95 °C wurde Allylbromid (4,3 mL, 49,76 mmol) zugetropft, wobei die Temperatur -76 °C
nicht uberstieg. Die Reaktionsmischung wurde auf -110 °C abgekihlt und fir zwei Stunden
zwischen -80 und -110 °C geruhrt. Nach langsamem Erwédrmen wurde bei einer Temperatur
von -55 °C die Kéltemischung entfernt und nach 30-minitigem Rihren war eine Temperatur
von 0 °C erreicht. Die Reaktionsmischung wurde vorsichtig mit H,O (ca. 1 mL) gequencht
und ein Mal mit geséattigter NaCl-Lésung (50 mL) extrahiert. Die resultierende wassrige Pha-
se wurde zwei Mal mit DCM (je 30 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
uber Na,SO,4 getrocknet, am Rotationsverdampfer eingeengt und im Anschluss saulenchroma-
tographisch gereinigt (n-Hexan/ EtOAc). Das Produkt lag in Form einer farblosen Flussigkeit

Vvor.

Ausbeute: 54%
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): 5 [ppm] = 7,26 (CDCls); 5,86 — 5,76 (m, 1H, H-9); 5,26 — 5,19
(m, 2H, H-10); 4,45 — 4,33 (m, 2H, H-3); 3,35 — 3,28 (m, 1H, H-1); 2,79 — 2,72 (m, 1H, H-
8); 2,68 — 2,60 (m, 1H, H-2a); 2,46 — 2,39 (m, 1H, H-8b) und 2,36 — 2,26 (m, 1H, H-2b).

7.3.2 Darstellung des 3-(Oxiran-2-ylmethyl)-1,2-oxathiolan-2,2-dioxids

3-Allyl-1,2-oxathiolan-2,2-dioxid (811 mg, 5,00 mmol) und m-CPBA (77%, 1,35 g,
6,02 mmol) wurden in trockenem DCM (20 mL) gel6st und 48 Stunden unter Rickfluss er-
hitzt. Wahrend dieser Zeit bildete sich ein farbloser Niederschlag. Nach Abkuhlen auf Raum-
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temperatur wurde der Feststoff abfiltriert und die organische Phase zwei Mal mit 20%iger
NaHSOs;-Losung (je 20 mL) sowie zwei Mal mit gesattigter NaHCO3-L6sung (je 50 mL) ex-
trahiert. Die organische Phase wurde uUber Na,SO,4 getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Nach séulenchromatographischer Reinigung (DCM) wurde das Produkt in Form
einer farblosen Flissigkeit erhalten.

Ausbeute: 52%

Das Produkt liegt infolge der beiden Chiralitatszentren an C-1 und C-9 als Diastereomeren-
gemisch vor. Das Verhdltnis wurde nicht bestimmt, da es fiir die Folgereaktionen nicht rele-

vant war. Die Signale wurden — soweit moglich — zugeordnet.

'H-NMR (400 MHz, CDCI3): & [ppm] = 7,26 (CDCly); 4,51 — 4,37 (m, 2H, H-3): 3,52 — 3,35
(m, 1H, H-1); 3,13 — 3,07 (m, 1H, H-9); 2,87 — 2,84 (m, 1H, H-10a); 2,79 — 2,71 (m, 1H, H-
24); 2,63 — 2,58 (m, 1H, H-10b); 2,48 — 2,38 (m, 1H, H-2b); 2,14 — 2,11 (m, 1H, H-8a) und
1,69 — 1,61 (m, 1H, H-8b).

7.4 Synthese der Dithiocarbamat-Precursor

7.4.1 Darstellung des tert-Butyl(3-(dimethylamino)propyl)(methyl)carba-

mats

N,N,N’-Trimethylpropan-1,3-diamin (586 pL, 3,98 mmol) und TEA (1,6 mL, 11,54 mmol)
wurden in trockenem DCM (12 mL) gelést und in einem Eisbad abgekihlt. Im Anschluss
wurde Di-tert-butyldicarbonat (1 mL, 4,35 mmol) in trockenem DCM (2 mL) gelést und bei
einer Temperatur unter 2 °C langsam hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde fiir weite-
re 45 Minuten bei 0 °C und Uber Nacht (15 Stunden) bei Raumtemperatur gerihrt. Zur Aufar-
beitung wurde die organische Phase mit gesattigter NaCl, gesattigter NaHCO3-L6sung und
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H2O (je 5 mL) extrahiert, Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum ent-

fernt. Das Produkt lag in Form eines hellgelben Ols vor.

Ausbeute: 87%

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 7,26 (CDCls); 3,28 — 3,20 (m, 2H, H-3); 2,84 (s, 3H,
H-1); 2,31 — 2,25 (m, 2H, H-5); 2,23 (s, 6H, H-7 und H-8); 1,73 — 1,66 (m, 2H, H-4) und 1,45
(s, 9H, H-13, H-14 und H-15).

7.4.2 Darstellung des 3-((3-((tert-Butoxycarbonyl)(methyl)amino)propyl)-di-

methylammonio)-propan-1-sulfonats

tert-Butyl(3-(dimethylamino)propyl)(methyl)carbamat (1,11 g, 5,13 mmol) und 1,3-
Propansulton (677 pL, 7,70 mmol) wurden in trockenem DCM (25 mL) gel6st. Die Reakti-
onsmischung wurde flr finf Tage bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sich ein perlmuttfarbe-
ner Feststoff bildete. Das Lésungsmittel wurde weitestgehend am Rotationsverdampfer ent-
fernt und der Uberschuss 1,3-Propansulton durch mehrmaliges Waschen mit trockenem THF
abgetrennt. Der Ruckstand wurde im Vakuum getrocknet und das Produkt lag als farbloser

Feststoff vor.

Ausbeute: 81%
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'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 4,79 (D;0); 3,55 — 3,51 (m, 2H, H-7); 3,42 — 3,35 (m,
4H, H-3 und H-5); 3,16 (s, 6H, H-11 und H-12); 3,02 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-9), 2,91 (s, 3H, H-
1); 2,29 — 2,21 (m, 2H, H-8), 2,12 — 2,04 (m, 2H, H-4) und 1,50 (s, 9H, H-17, H-18 und H-
19).

3C-NMR (100 MHz, D,0): & [ppm] = 157,6 (C-13); 81,8 (C-16); 62,3 (C-5); 62.0 (C-7); 50,6
(C-11 und C-12); 47,2 (C-9); 45.0 (C-3); 33,8 (C-1); 27,7 (C-17, C-18 und C-19); 20,8 (C-4)
und 18,2 (C-8).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir C14H3:N20sS (M + H)* 339,1948, gef. 339,1955.

IR (neat): ¥ [cm™] = 2973; 2925; 1679 (C=0); 1199 (S=0); 1161 (C-O); 1034 (S=0), 605
und 524.

7.4.3 Darstellung des 3-(Dimethyl(3-(methylamino)propyl)ammonio)propan-

1-sulfonats

3-((3-((tert-Butoxycarbonyl)(methyl)amino)propyl)dimethylammonio)-propan-1-sulfonat

(435 mg, 1,29 mmol) wurde in Reinstwasser (13 mL) gelést und das Reaktionsgefa mit
Stickstoff gespult. AnschlieRend wurde die Losung fir 90 Minuten in der Mikrowelle auf
135 °C erhitzt. Nach Entfernen des Wassers wurde das Rohprodukt in MeOH (8 mL) geldst,
mit Amberlyst A26 versetzt und vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss
wurde das Amberlyst abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Zur
vollstandigen Trocknung wurde der Rickstand in wenig Reinstwasser aufgenommen und lyo-

philisiert. Das Produkt lag als farbloser, stark hygroskopischer Feststoff vor.

Ausbeute: 88%
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IH-NMR (400 MHz, D;0): 5 [ppm] = 4,79 (D-0); 3,52 — 3,48 (m, 2H, H-7); 3,41 — 3,37 (m,
2H, H-5); 3,13 (s, 6 H, H-11 und H-12); 3,00 (t, 2H, J = 7,1 Hz, H-9); 2,76 — 2,72 (m, 2H, H-
3): 2,42 (s, 3H, H-1); 2,27 — 2,19 (m, 2H, H-8) und 2,06 — 1,99 (m, 2H, H-4),
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3C-NMR (100 MHz, D,0): & [ppm] = 62,2 (C-7); 61,9 (C-5); 50,7 (C-11 und C-12); 47,1 (C-
9): 46,6 (C-3); 34,1 (C-1); 21,2 (C-4) und 18,1 (C-8).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir CaH23N,03S (M + H)" 239,1424, gef. 239,1430.

IR (neat): ¥ [cm™] = 3432; 3034; 2968; 1164; 1032 (S=0), 601 und 521.

7.4.4 Darstellung des tert-Butyl-bis(3-(dimethylamino)propyl)carbamats

3,3’-Iminobis-N,N-dimethylpropylamin (891 uL, 4,00 mmol) und TEA (1,6 mL, 11,54 mmol)
wurden in trockenem DCM (12 mL) gel6st und in einem Eisbad abgekihlt. Im Anschluss
wurde Di-tert-butyldicarbonat (1 mL, 4,35 mmol) in trockenem DCM (2 mL) geldst und bei
einer Temperatur unter 3 °C langsam hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde fur weite-
re 90 Minuten bei 1 °C und tber Nacht (15 Stunden) bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Aufar-
beitung wurde die organische Phase mit geséattigter NaCl, gesattigter NaHCO3-Ldsung und
H,O (je 5 mL) extrahiert, Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum ent-

fernt. Das Produkt lag in Form eines hellgelben Ols vor.

Ausbeute: 68%
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7,26 ppm (CDCls); 3,24 — 3,17 (m, 4H, H-2 und H-
8); 2,25 (t, 4H, J = 7,4 Hz, H-4 und H-10); 2,21 (s, 12H, H-6, H-7, H-12 und H-13); 1,72 —
1,65 (m, 4H, H-3 und H-9) und 1,45 (s, 9H, H-18, H-19 und H-20).
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7.4.5 Darstellung des 3,3’-((((tert-Butoxycarbonyl)azadiyl)bis(propan-3,1-
diyl))bis(dimethylammoniodiyl))bis(propan-1-sulfonats)

tert-Butyl-bis(3-(dimethylamino)propyl)carbamat (500 mg, 1,74 mmol) und 1,3-Propansulton
(459 pL, 5,22 mmol) wurden in trockenem DCM (20 mL) geldst. Nach 24 Stunden hatte sich
ein farbloser Feststoff gebildet und die entstandene Suspension war so dickfliissig, dass erneut
trockenes DCM (20 mL) hinzugefiigt wurde. Die Reaktionsmischung wurde weitere drei Tage
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde weitestgehend am Rotationsverdamp-
fer entfernt und der Uberschuss 1,3-Propansulton durch mehrmaliges Waschen mit trockenem
THF abgetrennt. Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und das Produkt lag als farblo-
ser Feststoff vor.

Ausbeute: 91%
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'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 4,79 (D20); 3,55 — 3,51 (m, 4H, H-6 und H-14); 3,40 —
3,36 (m, 8H, H-2, H-4, H-10 und H-12); 3,16 (s, 12H, H-18, H-19, H-20 und H-21); 3,02 (t,
4H, J = 7,1 Hz, H-8 und H-16); 2,27 — 2,21 (m, 4H, H-7 und H-15); 2,13 — 2,05 (m, 4H, H-3
und H-11) und 1,52 (s, 9H, H-26, H-27 und H-28).

BBC-NMR (100 MHz, D;0): & [ppm] = 157,1 (C-22); 82,3 (C-25); 62,2 (C-4, C-6, C-12 und
C-14); 50,8 (C-18, C-19, C-20 und C-21); 47,2 (C-8 und C-16); 40,3 (C-2 und C-10); 27,7 (C-
26, C-27 und C-28); 22,7 (C-3 und C-11) und 18,2 (C-7 und C-15).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir Co1HasN3OsS, (M + H)* 532,2721, gef. 532,2741.

IR (neat): # [cm™] = 3452; 3038; 2974; 1676 (C=0), 1157 (C-O); 1033 (S=0), 602 und 521.
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7.4.6 Darstellung des 3,3’-((Azadiylbis(propan-3,1-diyl))bis(dimethylammo-

niodiyl))bis-(propan-1-sulfonats)

3,3’-((((tert-Butoxycarbonyl)azanediyl) bis(propan-3,1-diyl)) bis(dimethylammoniodiyl))bis-
(propan-1-sulfonat) (783 mg, 1,47 mmol) wurde in Reinstwasser (14,7 mL) geldst. Das Reak-
tionsgefal wurde mit Stickstoff gespiilt und die Losung wurde fur 90 Minuten in der Mikro-
welle auf 135 °C erhitzt. Nach Lyophilisation wurde das Produkt in MeOH (10 mL) gel6st
und uber Nacht in Gegenwart von Amberlyst A 26 geruhrt. Nach Abfiltrieren des Amberlyst
wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand nach Zugabe
von wenig Reinstwasser erneut lyophilisiert. Das Produkt lag in Form eines hellgelben,
schaumartigen Feststoffes vor.

Ausbeute: 71%
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'H-NMR (400 MHz, D;0): 5 [ppm] = 4,79 (D;0); 3,55 — 3,51 (m, 4H, H-4 und H-12); 3,44 —
3,39 (4H, m, H-6 und H-14); 3,16 (s, 12 H, H-18, H-19, H-20 und H-21); 3,03 (t, 4H, J =
7,1 Hz, H-8 und H-16); 2,77 — 2,74 (m, 4H, H-2 und H-10); 2,30 — 2,22 (m, 4H, H-7 und H-
15) und 2,07 — 1,99 (m, 4H, H-3 und H-11).

C-NMR (100 MHz, D;0): & [ppm] = 62,2 (C-4 und C-12); 62,00 (C-6 und C-14); 50,7 (C-
18, C-19, C-20 und C-21); 47,2 (C-8 und C-16); 44,9 (C-2 und C-10); 21,7 (C-7 und C-15)
und 18,1 (C-3 und C-11).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir C1sHssN30sS, (M + H)* 432,2197, gef. 432,2216.

IR (neat): # [cm™] = 3434; 3038; 2968; 2824; 1167; 1033 (S=0), 602 und 521.
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7.4.7 Darstellung des 1-((3-((tert-Butoxycarbonyl)(methyl)amino)dimethyl-

ammonio)hex-5-en-3-sulfonats

tert-Butyl(3-(dimethylamino)propyl)(methyl)carbamat (434 mg, 2,01 mmol) und 3-Allyl-1,2-
oxathiolan-2,2-dioxid (442 mg, 2,72 mmol) wurden in trockenem DCM (20 mL) geldst. Die
Reaktionsmischung wurde fur finf Tage bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sich ein perl-
muttfarbener Feststoff bildete. Das L6ésungsmittel wurde weitestgehend am Rotationsver-
dampfer entfernt und der Uberschuss 3-Allyl-1,2-oxathiolan-2,2-dioxid durch mehrmaliges
Waschen mit trockenem THF abgetrennt. Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und
das Produkt lag als farbloser Feststoff vor.

Ausbeute: 83%
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'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 5,98 — 5,87 (m, 1H, H-14); 5,31 — 5,22 (m, 2H, H-15);
4,79 (D,0); 3,67 — 3,60 (m, 1H, H-7a); 3,55 — 3,31 (m, 5H, H-3, H-5 und H-7b); 3,14 (s, 6H,
H-11 und H-12); 3,04 — 2,98 (m, 1H, H-9), 2,91 (s, 3H, H-1); 2,79 — 2,72 (m, 1H, H-13a);
2,42 — 2,36 (M, 1H, H-13b); 2,26 — 2,14 (m, 2H, H-8), 2,08 — 2,03 (M, 2H, H-4) und 1,50 (s,
9H, H-20, H-21 und H-22).

B3C-NMR (100 MHz, D;0): 5 [ppm] = 157,1 (C-16); 134,2 (C-14); 118,4 (C-15); 81,8 (C-19);
61,6 (C-5 und C-7); 56,5 (C-9): 50,8 (C-11 und C-12); 45,3 (C-3); 34,0 (C-13); 33,7 (C-1);
27,7 (C-20, C-21 und C-22); 22,2 (C-8) und 20,8 (C-4).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir C17HgsN,0sS (M + H)* 379,2261, gef. 379,2284.

IR (neat): # [cm™] = 2976; 1679 (C=0); 1199 (S=0); 1172 (C-0); 1028 (S=0), 602 und 537.
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7.4.8 Darstellung des 1-(Dimethyl(3-methylamino)propyl)ammonio)hex-5-

en-3-sulfonats

1-((3-((tert-Butoxycarbonyl)(methyl)amino)dimethylammonio)hex-5-en-3-sulfonat (568 mg,
1,50 mmol) wurde in Reinstwasser (15 mL) gelost. Das Reaktionsgefal? wurde mit Stickstoff
gespilt und die Losung wurde fir 90 Minuten in der Mikrowelle auf 135 °C erhitzt. Nach
Lyophilisation wurde das Produkt in MeOH (10 mL) geldst und Gber Nacht in Gegenwart von
Amberlyst A 26 geriihrt. Nach Abfiltrieren des Amberlyst wurde das Losungsmittel am Rota-
tionsverdampfer entfernt und der Rickstand nach Zugabe von wenig Reinstwasser erneut
lyophilisiert. Das Produkt lag in Form eines hellgelben, schaumartigen Feststoffes vor.

Ausbeute: 90%

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 5,97 — 5,87 (m, 1H, H-14); 5,31 — 5,23 (m, 2H, H-15);
4,79 (D,0); 3,68 — 3,60 (m, 1H, H-7a); 3,54 — 3,47 (m, 1H, H-7b); 3,41 — 3,37 (m, 2H, H-5);
3,13 (s, 6H, H-11 und H-12); 3,04 — 2,98 (m, 1H, H-9); 2,79 — 2,72 (m, 3H, H-3 und H-13a);
2,43 (s, 3H, H-1); 2,42 — 2,36 (m, 1H, H-13b); 2,27 — 2,11 (m, 2H, H-8) und 2,06 — 1,98 (m,
2H, H-4).

BBC-NMR (100 MHz, D;0):  [ppm] = 134,2 (C-14); 118,4 (C-15); 61, 7 (C-5); 61,5 (C-7);
56,5 (C-9); 50,7 (C-11 und C-12); 46,7 (C-3): 34,2 (C-1); 34,0 (C-13); 22,2 (C-8) und 21,3
(C-4).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir C1,Hz7N,03S (M + H)* 279,1737, gef. 279,1751.

IR (neat): # [cm™] = 3453; 3028; 2942; 2847; 2793; 1173; 1028 (S=0), 601 und 532.
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7.4.9 Darstellung des 11-Brom-N-methylundecanamids

11-Bromundecanséure (5,00 g, 18,85 mmol) wurde in trockenem DCM (100 mL) geldst und
innerhalb von finf Minuten wurde eine Lésung aus Oxalylchlorid (1,7 mL, 19,82 mmol) in
trockenem DCM (10 mL) zugetropft. Es wurde zu Beginn eine Gasentwicklung beobachtet
und die Reaktionsmischung wurde flr eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Im Anschluss
wurde das Ldsungsmittel und tberschiissiges Oxalylchlorid im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt in trockenem Et,O (12 mL) geldst. Die aktivierte Sdure wurde zu einer im Eisbad
gekuhlten wassrigen Methylaminldsung (40%ig, 4,3 mL, 49,80 mmol) getropft, wobei sich
sofort ein farbloser Niederschlag bildete. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit H,O

(50 mL) gewaschen. Das Produkt lag nach Trocknung im Vakuum als farbloser Feststoff vor.

Ausbeute: 89%

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7,26 (CDCls); 5,82 (brs, 1H, NH); 3,40 (t, 2H, J =
6,9 Hz, H-2); 2,82 (s, 3H, H-14); 2,21 (t, 2H, J = 7,6 Hz, H-11); 1,88 — 1,81 (m, 2H, H-3);
1,65 — 1,60 (m, 2H, H-10); 1,43 — 1,38 (m, 2H, H-4) und 1,34 — 1,25 (m, 10H, H-5 bis H-9).

7.4.10 Darstellung des 11-(Dimethylamino)-N-methylundecanamids

11-Brom-N-methylundecanamid (1,39 g, 5,00 mmol) und eine Lésung aus Dimethylamin in
EtOH (33 Gew.%, 9 mL, 50,40 mmol) wurden flr zwei Stunden in der Mikrowelle auf 60 °C
erhitzt. Das Losungsmittel und tberschiissiges Dimethylamin wurden im Vakuum entfernt
und das Hydrobromid des Produkts wurde in Form eines hellgelben Feststoffes erhalten. Der
Feststoff wurde in MTBE (10 mL) suspendiert und mit 1 M NaOH (5 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde tber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

Das Produkt lag in Form eines hellgelben Feststoffes vor.

Ausbeute: 91%
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7,26 (CDCls); 5,50 (brs, 1H, NH): 2,80 (s, 3H, H-
15); 2,33 (t, 2H, J = 7,7 Hz, H-3); 2,29 (s, 6H, H-1 und H-16); 2,15 (t, 2H, J = 7,6 Hz, H-12);
1,65-1,57 (m, 2H, H-11); 1,53 — 1,46 (m, 2H, H-4) und 1,34 — 1,22 (m, 12H, H-5 bis H-10).

7.4.11 Darstellung des N,N,N’-Trimethylundecan-1,11-diamins

LiAIH; (2 M in trockenem THF, 2,7 mL, 5,40 mmol) in trockenem THF (5 mL) wurde in
einem Eisbad auf -2 °C abgekihlt. Bei dieser Temperatur wurde eine Ldsung von 11-
(Dimethylamino)-N-methylundecanamid (660 mg, 2,72 mmol) in trockenem THF (15 mL)
langsam zugetropft. Wéhrend der Zugabe wurde die Ldsung triib. Nach Zugabe wurde die
Reaktionsmischung langsam auf Raumtemperatur erwérmt und im Anschluss unter Ruckfluss
fur drei Stunden erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde im Anschluss auf 0 °C abgekdihlt und
vorsichtig mit H,O (205 pL), 15%iger NaOH (205 pL) und erneut H,O (615 uL) gequencht,
wobei die anorganischen Salze ausfielen. Die Suspension wurde fiir weitere 30 Minuten bei
Raumtemperatur geruhrt. Um den Feststoff abzutrennen, wurde die Suspension zentrifugiert
und der Feststoff mehrfach mit trockenem THF gewaschen. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurden Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt lag in Form eines gelben Ols vor und wurde ohne weitere Aufarbeitung einge-

setzt.

Ausbeute: 96% (Rohausbeute)

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 7,26 (CDCL3); 2,55 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-13); 2,43 (s,
3H, H-15); 2,23 (t, 2H, J = 7,4 Hz, H-3); 2,21 (s, 6H, H-1 und H-16); 1,51 — 1,43 (m, 4H, H-4
und H-12) und 1,34 — 1,23 (m, 14H, H-5 bis H-11).
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7.4.12 Darstellung des tert-Butyl(11-(dimethylamino)undecyl(methyl)carba-

mats

Di-tert-butyldicarbonat (512 pL, 2,23 mmol) und Amberlyst 15 (76 mg, 15 Gew.%) wurden
in einem Rundkolben vorgelegt. Im Anschluss wurde N,N,N’-Trimethylundecan-1,11-diamin
(505 mg, 2,21 mmol) hinzugetropft und es wurde eine starke Gasentwicklung beobachtet. Die
Reaktionsmischung wurde 15 Minuten geruhrt, anschlieend mit DCM (22 mL) verdiinnt und
das Amberlyst abfiltriert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (DCM/ Methanol/ TEA) gereinigt. Das Produkt lag in
Form eines hellgelben Ols vor.

Ausbeute: 57%
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7,26 (CDCly); 3,17 (t, 2H, J = 6,9 Hz, H-3); 2,82 (s,
3H, H-1); 2,27 (t, 2H, J = 7,6 Hz, H-13); 2,24 (s, 6H, H-15 und H-16); 1,52 — 1,46 (m, 4H, H-
4 und H-12); 1,45 (s, 9H, H-21, H-22 und H-23) und 1,28 — 1.26 (m, 14H, H-5 bis H-11).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 156.0 (C-17); 79,2 (C-20); 77,2 (CDCls); 60,0 (C-
13); 48,7 (C-3); 45,5 (C-15 und C-16); 34,2 (C-1); 29,7 — 29,5 (C-5 bis C-11); 28,6 (C-21, C-
22 und C-23); 27,8 — 27,6 (C-4 und C-12) und 26,9 (C-5 bis C-11).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir C1oHaiN20, (M + H)* 329,3163, gef. 329,3160.

IR (neat): ¥ [cm™] = 2973; 2925; 2854; 1696 (C=0) und 1153 (C-O).
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7.4.13 Darstellung des 3-((11-((tert-Butoxycarbonyl)(methyl)amino)undecyl)-

dimethylammonio)-propan-1-sulfonats

tert-Butyl-(11-(dimethylamino)undecyl(methyl)carbamat (250 mg, 0,76 mmol) und 1,3-
Propansulton (105 pL, 1,17 mmol) wurden in trockenem DCM (10 mL) gel6st. Die Reakti-
onsmischung wurde 11 Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde weitest-
gehend am Rotationsverdampfer entfernt und der Uberschuss 1,3-Propansulton durch mehr-
maliges Waschen mit trockenem THF abgetrennt. Der Riickstand wurde im Vakuum getrock-

net und das Produkt lag als farbloser Feststoff vor.

Ausbeute: 77%
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'H-NMR (600 MHz, D;0): 5 [ppm] = 4,79 (D-0); 3,50 — 3,47 (m, 2H, H-15); 3,35 — 3,32 (m,
2H, H-13); 3,24 — 3,25 (m, 2H, H-3); 3,12 (s, 6H, H-26 und H-27); 2,99 (t, 2H, J = 7,1 Hz, H-
17); 2,84 (s, 3H, H-1); 2,26 — 2,20 (m, 2H, H-16); 1,79 — 1,77 (m, 2H, H-12); 1,57 — 1,53 (m,
2H, H-4); 1,46 (s, 9H, H-23, H-24 und H-25); 1,38 (m, 4H, H-10 und H-11); 1,33 (m, 8H, H-
6 bis H-9) und 1,30 — 1,28 (m, 2H, H-5).

BBC-NMR (150 MHz, D,0): & [ppm] = 156,8 (C-19); 81,1 (C-22); 65,1 (C-13); 62,9 (C-15);
51,5 (C-26 und C-27); 49,4 (C-3); 48,2 (C-17); 34,5 (C-1); 29,9 — 29,3 (C-5 bis C-10); 28,8
(C-23, C-24 und C-25); 26,9 (C-4); 26,5 (C-12); 22, 8 (C-11) und 19,0 (C-16).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir C2sHasN20sS (M + H)* 451,3200, gef. 451,3214.

IR (neat): ¥ [cm™] = 3456; 2973; 2925; 2855; 1680 (C=0); 1165 (C-0); 1035 (S=0), 606 und
521.
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7.4.14 Darstellung des 3-(Dimethyl(11-(methylamino)undecyl)ammonio)pro-

pan-1-sulfonats

3-((11-((tert-Butoxycarbonyl)(methyl)amino)undecyl)dimethylammonio)-propan-1-sulfonat
(600 mg, 1,33 mmol) wurde in Reinstwasser (13 mL) gel6st. Das Reaktionsgefal} wurde mit
Stickstoff gespiilt und die Losung wurde fur 90 Minuten in der Mikrowelle auf 135 °C erhitzt.
Das Wasser wurde durch Lyophilisation entfernt und das Produkt lag als farbloser, stark
hygroskopischer Feststoff vor.

Ausbeute: 93%
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'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 4,79 (D,0): 3,51 — 3,46 (m, 2H, H-15); 3,36 — 3,32 (m,
2H, H-13); 3,12 (s, 6H, H-19 und H-20); 3,01 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-17); 2,95 — 2,91 (m, 2H,
H-3); 2,63 (s, 3H, H-1); 2,28 — 2,20 (m, 2H, H-16); 1,81 — 1,77 (m, 2H, H-12); 1,69 — 1,61
(m, 2H, H-4); 1,39 (m, 4H, H-5 und H-11) und 1,33 (m, 10H, H-6 bis H-10).

B3C-NMR (100 MHz, D;0): & [ppm] = 64,2 (C-13); 61,9 (C-15); 50,6 (C-19 und C-20); 49,5
(C-3); 47,3 (C-17); 33,0 (C-1); 28,4 — 28,1 (C-6 bis C-10); 26,0 (C-4); 25,7 — 25.4 (C-5 und
C-11); 21,7 (C-12) und 18,1 (C-16).

ESI-MS: (m/z) ber. fiir C17HssN,03S (M + H)* 351,2676, gef. 351,2689.

IR (neat): ¥ [cm™] = 2919; 2849; 1196 (S=0); 1036 (S=0), 603 und 526.

7.5 Dithiocarbamat-Bildung

Die Dithiocarbamat-Bildung wurde absorptionsspektroskopisch im Bereich von 230-400 nm
verfolgt. Dazu wurden 1 mL einer 25 mM Lésung des Amins und 500 uL einer 0,66 M Lo6-

sung CS; in MeOH angesetzt. Fur die Referenzmessungen der Ausgangssubstanzen wurden je
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10 pL der Stammldsungen mit 1.5 mL MeOH in einer UV-Halbmikrokivette verdiinnt und
die Absorption gemessen. Zur Verfolgung der Dithiocarbamat-Bildung wurden 38 pL der
CS2-Ldsung zur restlichen Aminlosung gegeben und die Absorption (ber einen Zeitraum von
40 bzw. 110 Minuten verfolgt. Dazu wurden 10 pL der Reaktionsmischung nach unterschied-
lichen Zeitintervallen mit 1,5 mL MeOH verdunnt und am Absorptionsspektrometer vermes-

sen.

7.6 Ligandenaustauschversuche

Vor dem Ligandenaustausch wurden die QDQRs (1 nmol) drei Mal mit MeOH geféllt und bei
6.700 x g zentrifugiert. Der farblose Uberstand wurde verworfen und die Nanopartikel in
2,5 mL n-Hexan aufgenommen. Des Weiteren wurden Verdlnnungen der zwitterionischen
Amine 8a, 8b, 9 und 16 (je 0,2 M) sowie des CS; (0,66 M) in MeOH angesetzt. Die Ligan-
deniiberschiisse variierten zwischen 10.000 und 100.000 bezogen auf die Konzentration an
Nanopartikeln, wobei das Verhaltnis von Amin zu CS; 1:1 betrug. Zur Bildung der Dithiocar-
bamat-Liganden wurden die entsprechenden Mengen Amin und CS, auf ein Gesamtvolumen
von 1 mL mit MeOH aufgefillt und 15 Minuten (fir die Amine 8a, 8b und 16) bzw.
90 Minuten (fur das Amin 9) bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss wurde die Ligandlo-
sung zu den Nanopartikeln in n-Hexan gegeben und das Zweiphasensystem wurde
30 Minuten kraftig geruhrt, bis die QDQRs aus der Reaktionslosung ausfielen. In manchen
Fallen war eine verldngerte Reaktionszeit von bis zu sechs Stunden notwendig, um eine Fél-
lung der Nanopartikel zu erreichen. Nach kurzer Zentrifugation (1 Minute bei 1.000 x g) wur-
den die nun farblosen organischen Phasen entfernt, die Nanopartikel im Stickstoffstrom vor-

sichtig getrocknet und anschlieend in Reinstwasser (0,5 — 1 mL) aufgenommen.
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7.7 Bestimmung der Photolumineszenz-Quantenausbeute

Die PLQY der Proben wurde als Absolutwert mit Hilfe einer Ulbricht-Kugel bestimmt. Die
absolute PLQY ergibt sich unmittelbar aus dem Verhaltnis der Anzahl der emittierten Photo-
nen zur Anzahl der absorbierten Photonen:
Doni 2
PLQY = —™— @)
cDabs
Die Anzahl der emittierten Photonen entspricht dem Integral des Probensignals im Emissions-
spektrum. Die Anzahl der absorbierten Photonen hingegen ergibt sich aus der Differenz der
Integrale des Lampensignals im Emissionsspektrum des Losungsmittels und des Lampensig-

nals im Emissionsspektrum der Probe.

Fir die Bestimmung der PLQY wurde zunéchst ein Absorptionsspektrum der Probe gemessen
und anhand dessen die optische Dichte im ersten Absorptionsmaximum auf den Wert 0,1 ein-
gestellt. Das VVolumen der Probenlésung betrug dabei immer 3 mL. Die Anregungswellenlan-
ge fiir die Emissionsmessung entsprach der Wellenldnge, bei der die Absorption der Probe
erneut einen Wert von 0,1 aufwies. Der Eintrittsspalt des Anregungsmonochromators wurde
manuell auf 6 nm eingestellt. Der Eintrittsspalt des Emissionsmonochromators wurde manuell
so eingestellt, dass die Intensitat des Lampensignals wahrend der Referenzmessung (reines
Losungsmittel ohne Probe) zwischen 1,75 und 2 Millionen counts/Sekunde lag. AnschlieRend

wurde die Probe mit denselben Einstellungen vermessen.

7.8 Messung der Fluoreszenzabklingkurven

Zur Messung der Fluoreszenzabklingkurven wurden 10 uL einer 2 uM QDQR-L6sung mit
990 pL Reinstwasser bzw. PBS (pH 7,4) verdunnt (Endkonzentration: 20 nM). Nach
15 Minuten wurden die Fluoreszenzabklingkurven der Proben gemessen. Die Fluoreszenzab-
klingzeit wurde durch den biexponentiellen Zerfall (3) mit Hilfe des FluoFits und die durch-

schnittliche Fluoreszenzabklingzeit < T > mit Hilfe von Gleichung (4) bestimmt.
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1(t) = Aje'/m1 + A e/ 3)

Aty + AyT, (4)
ST>= "4 14,

7.9 Stabilitaitsmessungen

Fir die Stabilitdtsmessungen wurden folgende pH-Puffer angesetzt:
Citrat-Puffer pH 5,1

Citronenséure (960 mg, 5 mmol) wurde in einem 50 mL MaRkolben abgewogen, in
Reinstwasser (ca. 40 mL) geldst und mit Hilfe einer 1 M NaOH auf einen pH Wert von 5,1
eingestellt. AnschlieBend wurde bis zur Markierung mit Reinstwasser aufgefillt (Konzentra-
tion: 0,1 M).

Phosphat-Puffer pH 7,4
PBS-Puffer mit einem pH Wert von 7,4 wurde kommerziell erworben.
Borat-Puffer pH 9,0

H3;BO;3 (62 mg, 1 mmol) wurde in einem 50 mL Malkolben abgewogen, in Reinstwasser (ca.
40 mL) gelést und mit Hilfe einer 1 M NaOH auf einen pH Wert von 9,0 eingestellt. An-

schliefend wurde bis zur Markierung mit Reinstwasser aufgefullt (Konzentration: 20 mM).
Phosphat-Puffer pH 11,5

K,HPO, (8,71 g, 50 mmol) wurde in einem 50 mL Maflkolben abgewogen und in wenig
Reinstwasser geldst. Anschlieend wurde bis zur Markierung mit Reinstwasser aufgefillt
(Konzentration: 1 M). Von dieser Lésung wurden 500 pL mit 49,5 mL Reinstwasser verdinnt
(Konzentration 0,01 M) und mit Hilfe einer 1 M NaOH wurde ein pH Wert von 11,5 einge-
stellt.
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Des Weiteren wurden fir die Stabilitadtsmessungen folgende Medien verwendet: 10 mM
HEPES, DMEM (ohne Phenolrot), 10% FCS in DMEM, PBS und 1% BSA in PBS.

Fir die Stabilitdtsmessungen wurden 990 pL des pH-Puffers oder Mediums in einer Quarzk-
vette vorgelegt und 10 pL der Nanopartikelldsung hinzugefugt (Endkonzentration: 20 nM).
Nach einer Inkubationszeit von zwei Minuten wurde die Fluoreszenzintensitat der Proben
innerhalb der ersten zwei Stunden alle 20 Minuten, im weiteren Verlauf des ersten Tages
stundlich und im Anschluss daran alle 24 Stunden gemessen. Insgesamt wurde die Fluores-
zenzintensitat Uber einen Zeitraum von einer Woche verfolgt. Die Messungen wurden bei

einer Anregungswellenldnge von 350 nm durchgefihrt.

7.10 Zellkulturexperimente

Die Zellkulturexperimente wurden von Charis Schlundt (CAN GmbH) und die anschlieRen-
den Aufnahmen am Konfokalmikroskop von Dr. Johannes Ostermann (CAN GmbH) durch-
gefuhrt. Das Kultivierungsmedium bestand aus 10% FCS in DMEM mit je 1% PenStrep und
Natriumpyruvat. Die Inkubation der Zellen fand stets bei 37 °C und einem CO,-Gehalt von
5% statt.

7.10.1 Toxizitatstests

Fr die Toxizitéatstests wurden A549-Zellen in Kultivierungsmedium auf einer 96-Well Platte
ausplattiert (10.000 Zellen pro Well) und tber Nacht inkubiert. Nach Absaugen des Mediums
wurden die zu testenden Proben (verdinnt mit Kultivierungsmedium, 100 puL pro Well) in
unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen und fur 16 Stunden inkubiert. Im Anschluss
wurden die Proben entfernt und die Zellen mit 100 puL Férbelésung (Endkonzentration: 75 nM
MitoTracker® Deep Red und 2,5 pg/ml Hoechst 33342 in DMEM mit 10% FCS) versetzt und
weitere 30 Minuten inkubiert. Zur Fixierung der Zellen wurde die Farbelosung entfernt und

100 pL einer warmen Fixierlésung (3,7% Formaldehyd in Dulbecco’s PBS, DPBS) hinzuge-
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geben. Nach 20 Minuten wurde die Fixierlosung abgesaugt und zwei Mal mit DPBS gewa-

schen, bevor die Proben am Cellomics Array Scan vermessen wurden.

7.10.2 Zellaufnahmeversuche mit A549-Zellen

Fir die Zellaufnahmeversuche wurden A549-Zellen in Kultivierungsmedium auf einem
8-Well Labtek ausplattiert (20.000 Zellen pro Well) und 24 bzw. 48 Stunden inkubiert. Das
Medium wurde abgesaugt und die zu untersuchenden Proben (verdinnt mit DMEM und ent-
sprechend mit oder ohne 10% FCS, Konzentration: 100 nM) hinzugegeben. Im Anschluss
wurden die Zellen fur vier bzw. 16 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
das Medium entfernt, die Zellen mit einer Farbeldsung (Endkonzentration: 2,5 pg/ml Hoechst
33342 in DMEM, 200 pL pro Well) versetzt und erneut fir 30 Minuten inkubiert. Die Fixie-
rung der Zellen erfolgte ebenfalls mit einer 3,7%igen Formaldehyd-Ldsung in DPBS fir
20 Minuten. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit DPBS wurden die Proben am Kon-

fokalmikroskop vermessen.

7.11 Invivo Experimente

Die in vivo Experimente wurden von Alexander Fischer am Universitatsklinikum Eppendorf
in Hamburg durchgefuhrt. 12 Wochen alte FVB Mause wurden durch Inhalation von 4%igem
Isofluran narkotisiert. Wahrend der Experimente wurde die Narkose durch Inhalation von

1-1,5%igem Isofluran aufrechterhalten.

7.11.1 Intravital-Mikroskopie

Unter Narkose wurden die Leber und der Darmtrakt der Maus freigelegt und an einem Deck-
glaschen befestigt. Um eine Hypothermie der Maus zu vermeiden, wurden die Experimente in
einer klimatisierten Kammer bei einer Temperatur von 32 °C durchgefiihrt. Die Visualisie-

rung der Nanopartikelaufnahme erfolgte mit Hilfe eines Konfokalmikroskops, das mit einem
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resonanten Scanner (Nikon A1R) ausgestattet war. Der Maus wurden intravends 150 pL einer
10 uM QDQR-L06sung in steriler, physiologischer NaCl verabreicht und die Aufnahme der
Nanopartikel wurde mit einer Abtastrate von 30 Bildern pro Sekunde verfolgt. Zusétzlich
wurden Bilder der Leber vor und nach Injektion der QDQRs aufgenommen. Zur Markierung
der Makrophagen wurden griin-emittierende, etwa 1 um groRe FluoSpheres® aus Polystyrol
(~ 10°® Partikel/ Maus) 15 Minuten nach Injektion der QDQRs intravends verabreicht.

Um die Aufnahme in andere Gewebe zu untersuchen wurde die Maus 15 Minuten nach Injek-
tion der QDQRs mit 4%igem Paraformaldehyd in PBS perfundiert. Nach Entnahme von Lun-
ge, Milz, Niere und interskapularem, braunen Fettgewebe wurden die Gewebe sofort mikro-
skopisch analysiert.

7.11.2 Immunohistologie

Fir die Immunféarbung wurden nach der Perfusion der Maus 200 pum dicke Leberschnitte mit
Hilfe eines VT1000S Mikrotom (Leica) angefertigt. Die Schnitte wurden mit PBS gewaschen
und zur Reduktion der Autofluoreszenz fir 30 Minuten mit 5% Glycin in PBS inkubiert. Im
Anschluss wurden die Schnitte fur zwei Stunden in 3% BSA und 0,3% Triton X-100 (jeweils
in PBS) blockiert und permeabilisiert. Nach erneutem Waschen der Schnitte wurden diese flr
48 Stunden bei 4 °C mit dem Primarantikdrper (Ratte-Anti-Maus CD31, 1:500 in 1% BSA)
inkubiert. Daraufhin wurde die Schnitte drei Mal fur je 10 Minuten mit PBS gewaschen und
Uber Nacht bei 4 °C mit dem Sekundérantikorper (anti-Ratte Cy5, 1:500 in 1% BSA) inku-
biert. Die Schnitte wurden erneut drei Mal mit PBS gewaschen und die Zellkerne mit DAPI
angefarbt. Die Analyse der Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Konfokalmikroskops (Nikon
AlR).
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Anhang A - Sicherheit

Piktogramme

Gefahrenpiktogramme

OO SO

4 Pm
oy

©e

Kodierung

GHSO01

GHS02

GHS03

GHS04

GHS05

GHS06

GHS07

GHS08

GHS09

Gefahrenklasse

Explosionsgefahr

Entziindbar

Oxidierend

Gase unter Druck

Atzwirkung

Akute Toxizitat

Achtung/ Gefahr

Gesundheitsgefahr

Umweltgefahrdend



Gefahrenhinweise (H-Satze)

H200-Reihe: Physikalische Gefahren

H200

H201
H202
H203

H204
H205
H220
H221
H222
H223
H224
H225
H226
H228
H240
H241
H242
H250
H251
H252
H260

H261
H270
H271
H272
H280

Instabil, explosiv.

Explosiv; Gefahr der Massenexplosion.

Explosiv; Gefahr durch Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.
Explosiv; Gefahr durch Feuer, Luftdruck oder Splitter, Spreng- und
Waurfstiicke.

Gefahr durch Feuer oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

Extrem entzundbares Gas.

Entziindbares Gas.

Extrem entzundbares Aerosol.

Entziindbares Aerosol.

Flussigkeit und Dampf extrem entziindbar.

Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.

Flussigkeit und Dampf entziindbar.

Entzlindbarer Feststoff,

Erwarmung kann Explosion verursachen.

Erwarmung kann Brand oder Explosion verursachen.

Erwarmung kann Brand verursachen.

Entzundet sich in Bertthrung mit Luft von selbst.
Selbsterhitzungsféahig; kann in Brand geraten.

In grofRen Mengen selbsterhitzungsfahig; kann in Brand geraten.
In Berlihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich
spontan entziinden kénnen.

In Berihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.

Kann Brand verursachen oder verstarken; Oxidationsmittel.

Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.
Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel.

Enthalt Gas unter Druck; kann bei Erwéarmung explodieren.



H281

H290

Enthalt tiefgekihltes Gas; kann Kalteverbrennungen oder Verlet-
zungen verursachen.

Kann gegentiber Metallen korrosiv sein.

H300-Reihe: Gesundheitsgefahren

H300
H301
H302
H304

H310
H311
H312
H314

H315
H317
H318
H319
H330
H331
H332
H334

H335
H336
H340

Lebensgefahr bei Verschlucken.

Giftig bei Verschlucken.

Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

Kann bei Verschlucken oder Eindringen in die Atemwege todlich
sein.

Lebensgefahr bei Hautkontakt.

Giftig bei Hautkontakt.

Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.

Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und schwere Augensché-
den.

Verursacht Hautreizungen.

Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

Verursacht schwere Augenschaden.

Verursacht schwere Augenreizung.

Lebensgefahr bei Einatmen.

Giftig bei Einatmen.

Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembe-
schwerden verursachen.

Kann die Atemwege reizen.

Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.

Kann genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben,
sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen

Expositionsweg besteht).



H341

H350

H350i
H351

H360

H360F

H360D

H360FD

H360Fd

H360Df

H361

H361f
H361d
H361fd

H362

Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Expositionsweg
angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schlussig
belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg
besteht).

Kann bei Einatmen Krebs erzeugen.

Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern
schlussig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositi-
onsweg besteht).

Kann die Fruchtbarkeit beeintrdchtigen oder das Kind im Mutterleib
schéadigen (konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt) (Expositi-
onsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei
keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

Kann das Kind im Mutterleib schadigen.

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann das Kind im Mutter-
leib schadigen.

Kann die Fruchtbarkeit beeintrdchtigen. Kann vermutlich das Kind
im Mutterleib schadigen.

Kann das Kind im Mutterleib schédigen. Kann vermutlich die
Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im
Mutterleib schadigen (konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt)
(Expositionsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintréchtigen.

Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann vermutlich
das Kind im Mutterleib schadigen.

Kann Sauglinge tber die Muttermilch schadigen.



H370

H371

H372

H373

Schédigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen, sofern be-
kannt) (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass
diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Organe schadigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt) (Expositionsweg angeben, sofern schlissig belegt ist, dass
diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Schéadigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen, sofern be-
kannt) bei langerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg
angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionsweg besteht).

Kann die Organe schédigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt) bei langerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg
angeben, sofern schlissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem

anderen Expositionsweg besteht).

H400-Reihe: Umweltgefahren

H400
H410
H411
H412
H413

Sehr giftig fur Wasserorganismen.

Sehr giftig fur Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

Giftig fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Schéadlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Kann flir Wasserorganismen schéadlich sein, mit langfristiger Wir-

kung.

Ergdanzende Gefahrenmerkmale (EUH-Satze)

EUHO001
EUHO006
EUHO014
EUHO018

In trockenem Zustand explosiv.

Mit und ohne Luft explosionsféhig.

Reagiert heftig mit Wasser.

Kann bei Verwendung explosionsfahige/ entziindbare Dampf/ Luft-

Gemische bilden.



EUHO019
EUHO044
EUH029
EUHO031
EUH032
EUHO066
EUHO070
EUHO071
EUH059
EUH201

EUH201 A

EUH202

EUH203
EUH204
EUH205

EUH206

EUH207

EUH208

EUH209
EUH209 A
EUH210
EUH401

Kann explosionsféhige Peroxide bilden.

Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.

Entwickelt bei Berlihrung mit Wasser giftige Gase.

Entwickelt bei Berlihrung mit Séure giftige Gase.

Entwickelt bei Berlihrung mit S&ure sehr giftige Gase.

Wiederholter Kontakt kann zu spréder oder rissiger Haut fiihren.
Giftig bei Berihrung mit den Augen.

Wirkt dtzend auf die Atemwege.

Die Ozonschicht schadigend.

Enthalt Blei. Nicht fur den Anstrich von Gegenstanden verwenden,
die von Kindern gekaut oder gelutscht werden kénnten.

Achtung! Enthélt Blei.

Cyanacrylat. Gefahr. Klebt innerhalb von Sekunden auf der Haut
und Augenlider zusammen. Darf nicht in Hande von Kindern gelan-
gen.

Enthalt Chrom (VI). Kann allergische Reaktionen hervorrufen.
Enthalt Isocyanate. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.
Enthalt epoxidhaltige Verbindungen. Kann allergische Reaktionen
hervorrufen.

Achtung! Nicht zusammen mit anderen Produkten verwenden, da
gefahrliche Gase (Chlor) freigesetzt werden kénnen.

Achtung! Enthélt Cadmium. Bei der Verwendung entstehen geféahr-
liche Dampfe. Hinweise des Herstellers beachten. Sicherheits-
anweisungen einhalten.

Enthalt (Name des sensibilisierenden Stoffes). Kann allergische Re-
aktionen hervorrufen.

Kann bei Verwendung leicht entziindbar werden.

Kann bei Verwendung entziindbar werden.

Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.

Zur Vermeidung von Risiken fiur Mensch und Umwelt die Ge-

brauchsanleitung einhalten.
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Sicherheitshinweise (P-Satze)

P100-Reihe: Allgemeines

P101

P102
P103

Ist &rztlicher Rat erforderlich, Verpackung oder Kennzeichnungseti-
kett bereithalten.

Darf nicht in Hande von Kindern gelangen.

Vor Gebrauch Kennzeichnungsetikett lesen.

P200-Reihe: Pravention

P201
P202
P210

P211
P220

P221
P222
P223

P230
P231
P232
P233
P234
P235
P240
P241

P242

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

Vor Gebrauch alle Sicherheitsanweisungen lesen und verstehen.

Vor Hitze/ Funken/ offener Flamme/ heilen Oberflachen fernhalten.
Nicht rauchen.

Nicht gegen offene Flamme oder andere Zundquelle spriihen.

Von Kleidung /.../ brennbaren Materialien fernhalten/ entfernt auf-
bewahren.

Mischen mit brennbaren Stoffen /... unbedingt verhindern.

Kontakt mit Luft nicht zulassen.

Kontakt mit Wasser wegen heftiger Reaktion und mdglichem Auf-
flammen unbedingt verhindern.

Feucht halten mit ....

Unter inertem Gas handhaben.

Vor Feuchtigkeit schitzen.

Behalter dicht verschlossen halten.

Nur im Originalbehélter aufbewahren.

Kihl halten.

Behalter und zu beflllende Anlage erden.

Explosionsgeschutzte elektrische Betriebsmittel/ Luftungsanlagen/
Beleuchtung/ ... verwenden.

Nur funkenfreies Werkzeug verwenden.

VII



P243
P244
P250
P251

P260
P261

P262
P263
P264
P270
P271
P272

P273
P280

P281
P282

P283
P284
P285
P231 + P232
P235 + P410

MaRnahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.
Druckminderer frei von Fett und Ol halten.

Nicht schleifen/ sto3en/ ... / reiben.

Behalter steht unter Druck: Nicht durchstechen oder verbrennen,
auch nicht nach der Verwendung.

Staub/ Rauch/ Gas / Nebel/ Dampf/ Aerosol vermeiden.

Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas / Nebel/ Dampf/ Aerosol vermei-
den.

Nicht in die Augen, auf die Haut oder die Kleidung gelangen lassen.
Kontakt wéhrend der Schwangerschaft/ und der Stillzeit vermeiden.
Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

Nur im Freien oder in gut beltfteten R4umen verwenden.
Kontaminierte Arbeitskleidung nicht aulRerhalb des Arbeitsplatzes
tragen.

Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz
tragen.

Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.
Schutzhandschuhe/ Gesichtsschild/ Augenschutz mit Kéalteisolierung
tragen.

Schwer entflammbare/ flammhemmende Kleidung tragen.
Atemschutz tragen.

Bei unzureichender Beliiftung Atemschutz tragen.

Unter inertem Gas handhaben. VVor Feuchtigkeit schiitzen.

Kuhl halten. Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

P300-Reihe: Reaktion

P301
P302
P303

Bei Verschlucken:
Bei Beriihrung mit der Haut:

Bei Bertuhrung mit der Haut (oder dem Haar):
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P304
P305
P306
P307
P308
P309
P310
P311
P312
P313
P314

P315
P320

P321

P322
P330
P331
P332
P333
P334
P335
P336

P337
P338

P340

P341

Bei Einatmen:

Bei Kontakt mit den Augen:

Bei kontaminierter Kleidung:

Bei Exposition:

Bei Exposition oder falls betroffen:

Bei Exposition oder Unwohlsein:

Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
Arztlichen Rat einholen/ arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen/ drztliche Hilfe hinzuzie-
hen.

Sofort arztlichen Rat einholen/ arztliche Hilfe hinzuziehen.
Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

Besondere Behandlung erforderlich (siehe ... auf diesem Kenn-
zeichnungsetikett).

Gezielte Malinahmen (siche ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).
Mund aussplen.

Kein Erbrechen herbeifiihren.

Bei Hautreizung:

Bei Hautreizung oder —ausschlag:

In kaltes Wasser tauchen/ nassen Verband anlegen.

Lose Partikel von der Haut abbirsten.

Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftauen. Betroffenen
Bereich nicht reiben.

Bei anhaltender Augenreizung:

Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Madglichkeit entfernen.
Weiter ausspilen.

Die betroffenen Person an die frische Luft bringen und in einer Posi-
tion ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer Posi-

tion ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.



P342
P350
P351
P352
P353
P360

P361
P362

P363
P370
P371
P372
P373

P374

P375

P376

P377

P378

P380

P381

P390

P391
P301 + P310

P301 + P312

P301 + P330 + P331

Bei Symptomen der Atemwege:

Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen.

Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspulen.

Mit viel Wasser und Seife waschen.

Haut mit Wasser abwaschen/ duschen.

Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel Wasser abwaschen
und danach Kleidung ausziehen.

Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.
Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen wa-
schen.

Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.

Bei Brand:

Bei GroRbrand und groRe Mengen:

Explosionsgefahr bei Brand.

Keine Brandbekampfung, wenn das Feuer explosive Stoffe/ Gemi-
sche/ Erzeugnisse erreicht.

Brandbekampfung mit tblichen Vorsichtsmalinahmen aus angemes-
sener Entfernung.

Wegen Explosionsgefahr Brand aus Entfernung bekampfen.
Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.

Brand von ausstromendem Gas: Nicht léschen, bis Undichtigkeit
gefahrlos beseitigt werden kann.

... zum Loschen verwenden.

Umgebung raumen.

Alle Ziindguellen entfernen, wenn gefahrlos mdglich.

Verschittete Mengen aufnehmen, um Materialschdden zu vermei-
den.

Verschttete Mengen aufnehmen.

Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anru-
fen.

Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder
Arzt anrufen.

Bei Verschlucken: Mund aussptilen. Kein Erbrechen herbeiftihren.



P302 + P334

P302 + P350

P302 + P352

P303 + P361 + P353

P304 + P340

P304 + P341

P305 + P351 + P338

P306 + P360

P307 + P311
P308 + P313

P309 + P311

P332 + P313

P333 + P313

P335 + P334

P337 + P313

P342 + P311

P370 + P376

Bei Kontakt mit der Haut: In kaltes Wasser tauchen/ nassen Verband
anlegen.

Bei Kontakt mit der Haut: Behutsam mit viel Wasser und Seife wa-
schen.

Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen.

Bei Kontakt mit der Haut (oder dem Haar): Alle beschmutzten, ge-
trankten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwa-
schen/ duschen.

Bei Einatmen: An die frische Luft bringen und in einer Position ru-
higstellen, die das Atmen erleichtert.

Bei Einatmen: Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen
und in einer Position ruhigstellen, die das Atmen erleichtert.

Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser spiilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfer-
nen. Weiter spulen.

Bei Kontakt mit der Kleidung: Kontaminierte Kleidung und Haut
sofort mit viel Wasser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.
Bei Exposition: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/ arztli-
che Hilfe hinzuziehen.

Bei Exposition oder Unwohlsein: Giftinformationszentrum oder
Arzt anrufen.

Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen/ arztliche Hilfe hinzuzie-
hen.

Bei Hautreizung oder —ausschlag: Arztlichen Rat einholen/ érztliche
Hilfe hinzuziehen.

Lose Partikel von der Haut abbirsten: In kaltes Wasser tauchen/
nassen Verband anlegen.

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/ &rztliche
Hilfe hinzuziehen.

Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum oder Arzt
anrufen.

Bei Brand: Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.
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P370 + P378
P370 + P380
P370 + P380 + P375

P371 + P380 + P375

Bei Brand: ... zum Léschen verwenden.

Bei Brand: Umgebung rdumen.

Bei Brand: Umgebung rdumen. Wegen Explosionsgefahr Brand aus
der Entfernung bek&mpfen.

Bei Grof3brand und grof’en Mengen: Umgebung raumen. Wegen

Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bek&mpfen.

P400-Reihe: Aufbewahrung

P401
P402
P403
P404
P405
P406

P407
P410
P411
P412
P413

P420

P422

P402 + P404

P403 + P233

P403 + P235
P410 + P403

... aufbewahren.

An einem trockenen Ort aufbewahren.

An einem gut beltfteten Ort aufbewahren.

In einem geschlossenen Behélter aufbewahren.

Unter Verschluss aufbewahren.

In korrosionsbestandigem/ ... Behilter mit korrosionsbestéandiger
Auskleidung aufbewahren.

Luftspalt zwischen Stapeln/ Paletten lassen.

Vor Sonnenbestrahlung schutzen.

Bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C/ ... autbewahren.

Nicht Temperaturen von mehr als 50 °C aussetzen.

Schiittgut in Mengen von mehr als ... kg bei Temperaturen von
nicht mehr als ... °C aufbewahren.

VVon anderen Materialien entfernt aufbewahren.

Inhalt in/ unter ... aufbewahren.

In einem geschlossenen Behalter an einem trockenen Ort aufbewah-
ren.

Behalter dicht verschlossen an einem gut beliifteten Ort aufbewah-
ren.

Kihl an einem gut bellifteten Ort aufbewahren.

Vor Sonnenbestrahlung geschiitzt an einem gut bellifteten Ort auf-

bewahren.
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P410 + P412 Vor Sonnenbestrahlung schutzen und nicht Temperaturen von mehr
als 50 °C aussetzen.
P411 + P235 Kiihl und bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C aufbewahren.

P500-Reihe: Entsorgung

P501 Inhalt/ Behélter ... zufuhren.
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Verwendete Chemikalien

Substanz

Piktogramme

H-Satze

P-Satze

Agarose

Allylbromid (97%)

GHS02, GHSO05,
GHS06, GHS08,

H225-H301-H314-
H340-H350-H400

P201-P210-P273-
P280-P301+P310-

GHS09 P305+P351+P338
Gefahr

Amberlyst A15 (H") - - -

Amberlyst A26 (OH") - - -

Borsdure GHSO08 H360fd P201-P308+313
Gefahr

n-Butyllithium (1,6 M in n-

Hexan)

GHS02, GHSO05,
GHS07, GHS08,
GHS09
Gefahr

H225-H250-H261-
H304-H314-H336-
H361f-H373-H411

P210-P222-
P231+P232-P261-
P273-P422

11-Bromundecansaure
(95%)

meta-Chlorperbenzoeséure

GHS07, GHSO08

H242-H315-H317-

P220-P261-P280-

(£77%) Gefahr H319-H335 P305+P351+P338-
P410-P411+P235
Citronensdure GHSO07 H319 P305+P351+P338
Achtung
Dichlormethan GHSO07, GHS08 | H351-H373-H315- | P281-P201-P202-
Achtung H319-H335-H336 | P261-
P305+P351+P338-
P309+P311
Diethylether GHS02, GHS07 | H224-H302-H336 | P210-P261

Gefahr

Dikaliumhydrogenphosphat

XV




Substanz Piktogramme H-Satze P-Séatze
Dimethylamin (33 Gew.% | GHS02, GHS05, | H225-H314-H335- | P210-P261-P273-
in Ethanol) GHSO07 H412 P280-
Gefahr P305+P351+P338-
P310
Di-tert-butyldicarbonat GHS02, GHS06 | H226-H315-H317- | P260-P280-P284-
(>98%) Gefahr H319-H330-H335 | P305+P351+P338-
P310
Ethanol GHS02 H225 P210
Gefahr
Ethylacetat GHS02, GHS07 | H225-H319-H336 | P210-P261-
Gefahr P305+P351+P338
Glycin - - -
Hexachloroplatin(1V)-saure | GHS05, GHS07, | H302-H314-H317- | P261-P280-
(8%ige Losung in Wasser) | GHS08 H334 P305+P351+P338-
Gefahr P310
n-Hexan GHS02, GHS07, | H225-H304-H315- | P210-P261-P273-
GHS08, GHS09 | H336-H361f- P281-P301+P310-
Gefahr H373-H411 P331
HEPES - - -
3,3’-Iminobis-N,N- GHS05, GHS06 | H302-H311-H314 | P280-
dimethylpropylamin (97%) | Gefahr P305+P351+P338-
P310
Kaliumcarbonat GHSO07 H302-H315-H319- | P261-
Achtung H335 P305+P351+P338
Kaliumiodid GHSO07 H302-H315-H319 | P305+P351+P338
Achtung
Kaliumpermanganat GHS03, GHS05, | H272-H302-H314- | P220-P273-P280-
GHSO07, GHS09 | H410 P305+P351+P338-
Gefahr P310-P501
Kohlenstoffdisulfid GHS02, GHS07, | H225-H302-H315- | P210-P281-
(>99,9%) GHS08 H319-H361fd- P305+P351+P338-
Gefahr H372 P314
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Substanz Piktogramme H-Satze P-Séatze
Lithiumaluminiumhydrid GHS02, GHS05, | H225-H260-H314- | P210-P223-
(2 M in THF) GHSO07, GHS08 | H335-H351 P231+P232-P261-
Gefahr P370+P378-P422
Methanol GHS02, GHS06, | H225-H301-H311- | P210-P260-P280-
GHS08 H331-H370 P301+P310-P311
Gefahr
Methylamin (40 Gew.% in | GHS02, GHS05, | H225-H302-H314- | P210-P261-P280-
Wasser) GHS06 H331-H335 P305+P351+P338-
Gefahr P310
Methyl-tert-butylether GHS02, GHS07 | H225-H315 P280-P210-
Gefahr P302+P352
Natriumchlorid - - -
Natriumhydrogencarbonat | - - -
Natriumhydrogensulfit GHSO07 H302 P264-P270-
(40%-ige L6sung) Achtung EUHO031 P301+P312-P330-
P501
Natriumhydroxid GHS05 H290-H314 P280-
Gefahr P305+P351+P338-
P301+P330+P331-
P310
Natriumsulfat - - -
Oxalylchlorid GHS05, GHS06 | H314-H331-H335 | P261-P280-
Gefahr P305+P351+P338-
P310
1,3-Propansulton (98%) GHSO07, GHS08 | H302-H312-H319- | P201-P280-
Gefahr H350 P305+P351+P338-
P308+P313
Schwefelsdure (95 - 97%) | GHS 05 H290-H314 P280-
Gefahr P301+P330+P331-
P305+P351+P338-
P308+P310
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Substanz Piktogramme H-Satze P-Séatze

Tetrahydrofuran GHS02, GHS07, | H225-H319-H335- | P210-P261-P281-
GHS08 H351 P305+P351+P338
Gefahr

Triethylamin GHS02, GHS05, | H225-H302- P210-P261-P280-
GHSO06 H311+H331-H314- | P305+P351+P338-
Gefahr H335 P310

N,N,N’-Trimethylpropan- GHS02, GHS05, | H226-H302-H312- | P280-

1,3-diamin (96%) GHSO07 H314-H332 P305+P351+P338-
Gefahr P310
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Anhang B — NMR-Spektren

Teilweise waren in den **C-NMR-Spektren einige Signale infolge mangelhafter Relaxation
extrem verbreitert, so dass sie mit den Standard-Messprotokollen nicht oder nicht sicher er-
fasst werden konnten. Dieses Phanomen ist haufig bei quaterndren und Carbonyl-
Kohlenstoffatomen sowie Kohlenstoffatomen in Nachbarschaft zu Stickstoffatomen zu be-
obachten. In diesen Fallen wurden mittels 2D-NMR-Spektren (HSQC und HMBC, hier nicht
gezeigt) alle Signale zweifelsfrei detektiert, die chemische Verschiebung der Kohlenstoffato-

me zugeordnet und die Integritat der synthetisierten Strukturen somit sichergestellt.
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propyl)dimethylammonio)-propan-1-sulfonat 7a in D,0.
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Anhang C — Massenspektren

[M+H]+
339.1957
OYO
N IL/ SOy
[M-Isobuten+H|+ e W+W 3
283.1327
7a
[2M+Na] +
[M+Na]* 699.3661
361/.1771 [2M+H]+
677.383 [3M+Na] +
1037.5540
L A N LL
250 300 3'50 4'00 4'50 5'00 5'50 6'00 6'50 7;2[/)2(525)0 82)0 8'50 92)0 9'50 1(;00 1(350 1]'.00 l£50 12'00

Abbildung C1: ESI-Massenspektrum von 3-((3-((zert-butoxycarbonyl)(methyl)amino)propyl)-

dimethylammonio)-propan-1-sulfonat 7a im positiven Modus.

[M+H]+ |
H - :
239.1429 /NV\/’;‘WSOS
8a
[2M+Na]+
[M+HI* 499 2601
[M+Na]+ 477.278 [3M+Na]+
261.1243 { 737.3950
Loghl, _l.h_b. Ly L . . l

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200
m/z (Da)

Abbildung C2: ESI-Massenspektrum von 3-(Dimethyl(3-(methylamino)propyl)ammonio)-

propan-1-sulfonat 8a im positiven Modus.
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Erlduterungen zu Abbildung C3 und C4:

[M+H]+

532.2713

[M+Na]+
[E+H]+ 554.2526
288.2884 [P+H]+

410.2667

m ll'l.l.l.. L'L T - l.. : L N -

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
m/z (Da)

Abbildung C3: ESI-Massenspektrum von 3,3’-((((tert-Butoxycarbonyl)azadiyl)bis(propan-3,1-
diyl))bis(dimethyl-ammoniodiyl))bis(propan-1-sulfonat) im positiven Modus.
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M+H] +
432.2214

[E+H]+

288.2896
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Abbildung C4: ESI-Massenspektrum von 3,3’-((Azadiylbis(propan-3,1-diyl))bis(dimethyl-

ammoniodiyl))bis-(propan-1-sulfonat) 9 im positiven Modus.

[M+H]+
379.2287 \‘/
O (0]
N IL/ SOy
- W+ 3
[M-Isobuten+H]4
323.1650
[M-Boc+H]+
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. [2M+H]*
l { 757.4489 779.4310
Lo L bl \ L e \\
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m/z (Da)

Abbildung C5: ESI-Massenspektrum von 1-((3-((zert-butoxycarbonyl)(methyl)amino)dimethyl-

ammonio)hex-5-en-3-sulfonat im positiven Modus.
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Abbildung C6: ESI-Massenspektrum von 1-(Dimethyl(3-methylamino)propyl)ammonio)hex-5-

en-3-sulfonat 16 im positiven Modus.

[M-Isobuten+H]+ [M+H]+
273.2614 329.3380

N

O
@]

[M-Boc+H]+

229.2664

6b
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Abbildung C7: ESI-Massenspektrum von fer-Butyl(11-(dimethylamino)undecyl(methyl)-

carbamat 6b im positiven Modus.
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Abbildung C8: ESI-Massenspektrum von 3-((11-((zert-Butoxycarbonyl)(methyl)amino)undecyl)-

dimethylammonio)-propan-1-sulfonat 7b im positiven Modus.

M+H]+
oo § IL/ SOy
351.2914 ~ NN NN
yd . W 3
8b
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Abbildung C9: ESI-Massenspektrum von 3-(Dimethyl(11-(methylamino)undecyl)ammonio)-

propan-1-sulfonat 8b im positiven Modus.
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