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1. Einleitung

Das Interesse an der Erforschung und Entwicklung neuer Therapien sowie friihzeitiger
Diagnostik in der Krebsforschung ist sehr hoch.!!l Laut der im Jahr 2012 erhobenen
Statistik der WHO starben weltweit 8.2 Mio. Menschen an Krebs und 14 Mio. Neuer-
krankte wurden registriert. Die hdufigsten Krebserkrankungen mit todlichem Ausgang
treten bei den inneren Organen wie Lunge, Leber, Magen und Darm auf.[?

Neben Herzerkrankungen und Diabetes stellt Krebs die haufigste Todesursache der
westlichen Bevolkerung dar. Die Entstehung, Entwicklung sowie Verbreitung (Metasta-
sierung) von Krebs im Korper lassen noch viele Fragen offen, deren Beantwortung sich
durch Nanomaterialien aus einer neuen Perspektive betrachten ldsst. Mit der Nano-
technologie werden im Bereich der Diagnostik und Therapie neue und innovative Wege
beschritten, da Nanopartikel iiber aufergewdhnliche physikalische Eigenschaften verfii-
gen. Allgemein handelt es sich dabei um Teilchen, die so klein sind, dass sie sich im
Korper z.B. fiir den Transport von Wirkstoffen einsetzen lassen. Ein Nanopartikel mit
einer Grofse von 5 nm verhélt sich zu einem roten Blutkdrperchen (ca. 8 um) wie ein
Mensch zur Zugspitze. Fiir die medizinische und biochemische Anwendung sind vie-
le Dinge zu beachten, damit ein Nanopartikel seinen Zielort im Ko&rper erreicht und
nicht als Fremdstoff wahrgenommen wird. Eine Aufenhiille um die Nanopartikel ist der
Schliissel fiir eine erfolgreiche Tarnung. Zudem ist eine Funktionalisierung mit Erken-
nungsmolekiilen oder Wirkstoffen mdoglich, um spezifisch am Zielort mit den Zellen zu

interagieren.

Nanotechnologie hat nicht nur im Forschungsbereich der Physikalischen Chemie einen
hohen Stellenwert eingenommen, bereits im alltdglichen Leben sind Nanopartikel in
Kosmetika, Hochleistungsmaterialien im Flugzeugbau, kratzfesten Autolacken, der So-
lartechnologie sowie LED-Technik und vielen weiteren Bereichen zu finden. Das beson-
dere an Nanomaterialien ist, dass ein bereits bekanntes Material durch Minimierung und
Kontrolle iiber dessen Form ganz neue Eigenschaften hervorbringt. Die Moglichkeiten
und der Nutzen durch die Nanotechnologie iibersteigt alle toxikologischen Bedenken,

die dennoch beachtet werden miissen. 3]

Im medizinischen Bereich wird die Nanotechnologie bereits erfolgreich durch den Ein-



satz von Eisenoxidnanopartikeln (SPIOs) in der Diagnostik als Kontrastmittel fiir die
Magnetresonanztomographie (MRT) genutzt. Auch kénnen SPIOs effektiv in der The-
rapie von Tumoren mittels Hyperthermie genutzt werden. Hier fiihrt ein magnetisches
Wechselfeld zu einer starken Bewegung der Nanopartikel, wodurch eine lokale Erhitzung
des Gewebes entsteht und dieses zerstort wird. [

Die Nanomedizin lasst sich grob in die drei Bereiche a) Verbesserung bestehender The-
rapien, b) medizinische Grundlagenforschung und ¢) Biotechnologie unterteilen. Allge-
mein sind die Fortschritte in der Analytik durch Nanotechnologie als Vorteil fiir alle
Bereiche ergénzend zu erwdhnen, wie zum Beispiel Mikrofluidiksysteme beim " Lap-
on-a-chip", das biologische Analysen an einzelnen Zellen durch Kanile zulésst, die sich
nur um wenige Mikrometer unterscheiden. Weitere erfolgreiche Beispiele der Nanomedi-
zin sind Silbernanopartikel zur antiseptischen Wundheilung, Oberflichenbeschichtungen

von Prothesen, selbst heilende Knochen und vieles mehr. !



1.1. Moglichkeiten durch Nanokonzepte in der medizinischen

Forschung

Neue Therapien in der Krebsforschung messen sich an zwei Makstidben. Zum Einen die
Begrenzung der Wirkung auf eine lokale Umgebung und zum Anderen das der Wirkstoff
den Zielort unveriindert erreicht ohne metabolisiert zu werden.! Ziel ist es Nebenwir-

kungen zu verringern.

Zur Entstehung eines Tumors ist bereits eine einzige genetisch mutierte Zelle aus-
reichend, um ein Tumorwachstum auszulGsen. Diese Zellen haben keinen natiirlichen
Apoptosemechanismus und teilen sich fortlaufend, dabei verdringen die Krebszellen
die gesunden Zellen und befallene Organe, die in der Folge zunehmend ihre Funktion
einstellen. Tumore wachsen zunfichst bis zu einer diffusionslimitierten Grofe von bis
zu 2 mm?®.[7l Sie brauchen eine Grundversorgung durch Glucose, Sauerstoff und Ami-
nosaduren, um zu wachsen. Ohne neue Blutgefife ist dies nicht weiter moglich und im
Inneren sterben deshalb die Zellen ab. Es bildet sich ein nekrotischer Kern aus. Dabei
finden Wachstum und Zerfall im gleichen Maf statt, die Abfallprodukte werden iiber
Diffusion abtransportiert. Dieser Zustand kann iiber mehrere Jahre bestehen bleiben.
Bei groferen Tumoren haben sich neue Blutgefife gebildet (Angiogenese), dies sind un-
strukturiert und weisen eine pordse Struktur auf im Gegensatz zu normalen Gefafsen,
weil das Wachstum schnell und unkontrolliert verlduft.[6-!

Chemo- und Strahlentherapien beruhen auf dem Prinzip, das Krebszellen schneller
wachsen und schnellere Reaktionen zeigen als normale Zellen, dennoch werden bei diesen
Therapieformen auch viele gesunde Zellen geschidigt und viele unerwiinschte Neben-
wirkungen hervorgerufen. "]

Die Nanomedizin er6ffnet die Chance traditionelle Therapien zu unterstiitzen oder sogar
zu ersetzen. Dabei sind sowohl diagnostische Friitherkennungen sowie minimal invasive
Therapien im Fokus der zukiinftigen medizinischen Anwendung. Auf der Forschungs-
ebene wird dabei unterschieden zwischen reinen Transportmizellen ohne anorganische
Nanopartikel (Liposomen),[g’lo] Nanocontainern und funktionalisierten Nanocontainern
mit spezifischer Bindungsfahigkeit oder sogar mehren Funktionen, wie beispielsweise
gezielter Wirkstofffreisetzung durch Anderung des pH-Werts, der Temperatur oder des

Drucks. [4:5:11]



Die Anforderungen an jedes dieser neuen Nanosysteme ist den Bedingungen im bio-
logischen Organismus unterlegen. Dabei spielen sowohl Zirkulationszeiten als auch die
Ausscheidung iiber Leber, Niere sowie Erkennung durch Makrophagen anhand der Gro-
fe und Ladung eine wesentliche Rolle. %13l

Ein Schritt zur erfolgreichen medizinischen Anwendung ist der Einsatz von Polyethylen-
oxid (PEQO) bei einem Nanocontainer. Das PEO weist eine geringe Wechselwirkungen
mit Proteinen auf (Stealth-Effekt) und fiihrt zu lingeren Zirkulationszeiten im Blut. ']
Die Umhiillung schiitzt instabile Substanzen, iiberfiihrt schwer 16sliche Wirkstoffe und
schiitzt den Organismus vor giftigen Stoffen bis zum Zielort.!"® Liposomen, die mit
Chemotherapeutika versehen worden sind, finden bereits klinische Anwendung, wie bei-
spielsweise Doxorubicin Liposomal (Handelsname Doxil®), das seit 1995 durch die FDA
zugelassen ist.['] Es zeigten sich lingere Zirkulationszeiten und eine stirkere Aufnahme

des Wirkstoffes in die Tumorzellen, der in die DNA interkaliert und die Zellfunktionen

storen, in dem die Transkription bestimmter Proteine verhindert wird.[!"]

Neben priméaren allgemeingiiltigen Zielen, wie verringerter Wirkstoffmengen durch ge-
zielte Freisetzung und geringerer Abbau (bzw. Metabolisierung), ist die Frage zu stellen
welcher Zielort erreicht werden soll und wie der Nanocontainer (NC) (50-100 nm) dort-
hin gelangt.

Die Anwendungsstrategien von Nanomaterialien zur Diagnostik und Grundlagenfor-
schung lassen sich beispielhaft anhand von Tumorgewebe erértern. Nach dem Review

(18] wird auf drei Beispiele eingegangen.

von Gao et al.
A) Nanocontainer (NC) dringen durch die schlecht ausgebildeten porésen Blutbahnen,
mit Liicken von 380-780 nm,!®! in das Tumorgewebe ein. Durch die Grife der Nano-
container (50-150 nm) wird der sogenannte EPR (enhanced permebility and retention)
Effekt begiinstigt, der die Verteilung durch Diffusion beschreibt und besagt, dass gros-
sere Makromolemiile zwar langsam in Tumorgewebe eindringen, aber auch anschliefend

linger verweilen. [18-21]

B) Durch das Eindringen der NC iiber die Liicken des schlecht ausgebildeten Endothels



und den erwihnten begiinstigenden EPR-Effekt gelangen die NC zu den Tumorzellen.
Zusétzlich konnen die NC mit einem Affinitdtsmolekiil (AM) versehen werden, um spe-

zifisch an die Tumorzellen zu binden.!!$21l

C) Im Fall einer induzierten Angiogenese verfiigt das Tumorgewebe iiber gut ausgebilde-
te Blutbahnen, die durch Endothellzellen ausgekleidet sind. Funktionalisierte Nanocon-
tainer konnen dann in Wechselwirkung mit {iberexprimierten Selektinen oder Integrinen
der Endothellzellen, die auf eine Tumorentwicklung hindeuten, treten. Der Vorteil der
induzierten Angiogenese beim Tumor ist die Verringerung des Tumorinnendrucks und
eine verbesserte Zuginglichkeit im gesamten Tumor. Dadurch wird die Wirksamkeit

von klassischen Therapien wie Chemo- und Strahlentherapie erhéht. 22!

Die Hoffnung, ist friihzeitig Veranderung der Endothelzellen durch die funktionalisier-
ten NC festzustellen und eine Tumorbildung durch Metastasen zu erkennen. Zusétzlich
besteht bei dieser Herangehensweise die Moglichkeit zur Erforschung weitere Erkran-
kungen und Mechanismen, die ebenfalls eine Verdnderung der Endothelzellen aufweisen,
wie es allgemein im Verlauf von Entziindungsreaktionen, 23 beispielsweise bei Atherio-

sklerose, der Fall ist.



2. Theorie | - Aufbau von Nanocontainern

Ein Nanocontainer (NC) ist ein komplexes Konstrukt, das aus vielen einzelnen Kom-
ponenten hergestellt wird. Die einzelnen Teilabschnitte bis zum fertigen NC miissen
sorgfiltig abgestimmt und optimiert werden, um sie fiir biochemische und medizinische

Anwendungen nutzen zu konnen.

In der theoretischen Einfiihrung wird detailliert der Aufbau eines Nanocontainers be-
schrieben, sowie unterschiedliche Kopplungsstrategien zur Funktionalisierung gezeigt.

Die einzelnen Bestandteile eines Nanocontainers lassen sich grob in den Kern aus Na-
nopartikeln, der Hiille aus Diblockcopolymeren sowie deren Funktionalisierung mit Af-
finitatsmolekiilen bzw. deren Kopplung an den NC aufteilen (s. Abb. 1). Der Schwer-
punkt dieser Arbeit ist dabei die Einordnung und Betrachtung der unterschiedlichen
Kopplungsstrategien zur Funktionalisierung der NC im Hinblick auf den Einsatz in bio-

logischen Systemen. Das zukiinftige Ziel ist es, ein Grundkonzept fiir NC zu entwickeln,

Funktionalisierung / AM )

Abbildung 1: Aufbau eines Nanocontainers aus Nanopartikeln im Kern, Hiille aus

Diblockcopolymeren sowie Funktionalisierung mit Affinitdtsmolekiilen
(AM).

bei dem die Bestandteile je nach den medizinischen Anforderungen angepasst werden
konnen. Die Vorstellung dabei ist, die Eigenschaften individuell durch die Wahl des
Nanopartikels, der Hiille aus Polymeren und zuletzt die Methode der Funktionalisie-
rung je nach der Aufgabe des Affinitatsmolekiils bzw. des Zielorts festlegen zu kénnen.
Dadurch wird ein Konzept erhalten, das flexibel verdndert werden kann und schnelle

Losungswege verspricht.



2.1. Nanopartikel

Grundsatzlich bezeichnet Nano nur eine Gréfenordnung, die Strukturen in einem Be-
reich von etwa 1-100 nm betrachtet.[?*l Nanopartikel kénnen aus sehr unterschiedlichen
Materialien bestehen. Der Begriff Partikel bezieht sich dabei auf die meist sphéarische
Form, wird aber auch fiir andere Strukturen als Sammelbegriff haufig verwendet. An-
organische kristalline Nanopartikel, oder auch Nanokristalle, kénnen gezielt in Form,
Zusammensetzung und Struktur hergestellt werden.[?®! Ebenso wird ,Nanopartikel “ als
Begriff fiir Strukturen verwendet, die aus organischen Substanzen wie Polymeren oder
kiinstlicher DNA bestehen und sich ebenfalls gezielt in Grofe und Form herstellen las-

sen. 1261

Ein bekanntes Anwendungsbeispiel, bei dem Nanopartikel zum FEinsatz kommen, ist
rotes Glas, das bereits im Mittelalter seine Farbe durch Gold-Nanopartikel (Au-NP)
erhalten hat. Das Metall hat durch die Minimierung auf die atomare Ebene seine phy-
sikalischen Eigenschaften im Vergleich zum makroskopischen Festkorper verindert. "]
Nanopartikel haben ihren Einzug in unser alltégliches Leben gefunden. Titandioxid Na-
nopartikel sind z.B. in Kosmetika und Oberflichenbeschichtungen enthalten. 8l

Eine Vielzahl an biologischen Analysemethoden basieren auf der Detektion von fluo-
reszierenden Markern, wie beispielsweise bei der Einfarbung von Zellkernen oder DNA-
Fragmenten sowie Bindungsessays mit Antikorpern. Fluoreszierende Nanopartikel aus
Halbleitermaterialien sind besonderes interessant, weil durch Anderung der Groke und
Form Einfluss auf die optischen und elektronischen Eigenschaften genommen wird (s.
Kapitel 3).2%3% In dieser Arbeit wurden fluoreszierende Halbleiternanopartikel aus Cad-
miumselenid, Cadmiumsulfid sowie Zinksulfid verwendet. Im zweiten Teil der Theorie
werden dazu die physikalischen Grundlagen der sogenannten Quantum Dots (QDs)
ndher erldutert. Die biomedizinischen Vorteile von QDs als Fluoreszenzmarker heben
sich gegeniiber organischen Farbstoffen oder fluoreszierenden Proteinen durch ihre hohe
photochemische Stabilitdt, ein breites Absorptionsspektrum sowie schmale Emissions-
banden ab. Die Gréfe von QDs liegt im Grofenbereich von fluoreszierenden Proteinen,
wie das hiufig verwendete green fluorescent protein (GFP) (mit einen Durchmesser von

3 nm und 4 nm Linge).B!



Um {iberhaupt Nanopartikel in einem biologischen System nutzten zu kénnen, ist eine
stabilisierende Umbhiillung besonders wichtig, zusammen mit den Partikeln werden diese
dann als Nanocontainer bezeichnet. Die Hiille muss zum einen auf den Nanopartikel gut
abgestimmt sein, damit seine physikalischen Eigenschaften erhalten bleiben und zum
anderen auf das biologische System in dem es Einsatz finden soll.

Dabei lassen sich Nanocontainer herstellen, die gegeniiber konventionellen Fluoreszenz-
farbstoffen viele Vorteile bieten, wie beispielsweise einer Funktionalisierung der Ober-
flichen durch Affinititsmolekiile('8:32:33] pH-Sensitivitit!?¥ oder Hybridmaterialien aus
QD und SPIOs, die sowohl fluoreszierende als auch magnetische Eigenschaften aufwei-

ser. [35,36]

2.2. Toxizitdt von anorganischen Nanoteilchen

Anorganische Nanopartikel beinhalten héufig Schwermetalle wie Cadmium, Quecksil-
ber, Nickel oder Blei, deren Toxizitit hinreichend in der Literatur beschrieben wird.[37]
Die akute Toxizitdt von Cadmium beruht auf der Denaturierung von Proteinen an
Membrangrenzflichen iiber Radikalbildung, die zu einer Oxidation der Lipide fiihrt. 7]
Zum Schutz der Organe wird freies Cadmium durch ein stark cysteinhaltiges Protein
gebunden, das durch die Niere abgefangen und als Komplex in der Nierenrinde sowie
in der Leber und der Muskulatur eingelagert wird. Ein Abbau findet mit einer Halb-
wertszeit von 10-30 Jahren statt. [37:38]

Alternativen bieten Nanopartikel aus essentiellen Schwermetallen, wie beispielsweise
Eisen, Kupfer oder Zink die in geringen Mengen im Korper wichtige Aufgaben erfiillen,
in grofer Menge aber auch eine toxische Wirkung zeigen. 3%

Im Einzelnen miissen deshalb Mechanismen und Abbau iiberpriift werden. Eine geeigne-
te Umhiillung kann zur Verringerung einer akuten Toxizitat beitragen. Am Beispiel von
Eisenoxidnanopartikeln als Kontrastmittel konnte Artur Giemsa in seiner Dissertation
zeigen, dass ein langsamer Abbau erfolgt und bei entsprechenden klinischen Mengen
keine Gefahr fiir den Organismus anzunehmen ist. ]

Bei Beachtung der Risiken eroffnen sich im Gegenzug neue Chancen zur verbesserten
Diagnostik sowie der Einsatz geringer Mengen durch eine gesteigerte Wirksamkeit am

gewiinschten Einsatzort. Eine lange Zirkulationszeit der Nanopartikel durch eine Poly-

merverkapselung ist dabei der erste Schritt. Gekoppelte Wirkstoffe sind stabiler und



werden langsamer abgebaut. Unerwiinschte Nebenwirkungen durch Metabolisierung
werden somit ebenfalls verringert. Durch die Grofe, Ladung und Zusammensetzung
kann gesteuert werden, in welches Gewebe die Nanocontainer eintreten.*” Die Frei-
setzung eines Wirkstoffes kann beispielsweise iiber den pH-Wert, Temperatur oder die
Salzkonzentration gesteuert werden.®l Der zukiinftige Weg in der Medizin liegt vermut-
lich in Liposomen, die ausschlieflich aus Polymeren bestehen und z.B. zum Transport
von Wirkstoffen bis ins Gehirn gelangen und dort temperaturempfindlich diese freiset-

zen konnen. [41:42]

Eisenoxidnanopartikel sind bereits heute als Kontrastmittel unter dem Handelsnamen
Resovist® fiir die Magnetresonanztomographie (MRT) im klinischen Einsatz.

Cadmiumbhaltige fluoreszierende Nanopartikel dienen der wissenschaftlichen Forschung
zur direkten Kontrolle durch analytische Methoden, wie Durchflusszytometrie (FACS),
Fluoreszenzmikroskopie oder in Agarosegelen. Der Einsatz von cadmiumhaltigen NP
im klinischen Alltag ist umstritten und nur bei anschliekender Entfernung, schweren

Erkrankungen oder bei Einsatz sehr geringer Mengen denkbar.

2.3. Polymerhiille am Nanocontainer

Zur Synthese monodisperser Nanopartikel sind hochsiedene organische Ldsungsmittel,
wie HDA oder TOP/TOPO, notwendig.? Die langkettigen und hydrophoben Lo-
sungsmittel dienen gleichzeitig als Liganden, sodass die NP in einer kolloidalen Lsung
vorliegen. Grundsétzlich gilt es die anorganischen hydrophoben Nanopartikel fiir eine
medizinische Anwendung in ein wiéssriges Medium zu iiberfiihren, ohne dass die NP
agglomerieren. Dazu miissen die Liganden ausgetauscht bzw. mit hydrophilen Hiillen
versehen werden. Als ein geeigneter Losungsweg sind Hiillen aus Polymeren besonders

[43]

interessant.!*”! Eine flexible Hiille aus Polymeren dhnelt den natiirlichen Membranen

von Zellen und konnte sich in Zukunft als Vorteil in der Interaktion von funktionali-

B3] auch die Grofe und Form konnen dabei

sierten NC mit Zelloberflichen erweisen,!
entscheiden sein. Besonders lange Zirkulationszeiten von 4 Tage in vivo konnten bei
Ratten mit linglichen und flexiblen Polymermizellen, sogenannte Filomizellen mit ei-
ner Lingen von 8 um, erreicht werden.!*!! Je nach Anwendung und Zielort im Korper

konnen die Eigenschaften der Nanocontainer somit angepasst werden.



Im Zelltest konnte die Wirksamkeit des Diblockcopolymer (DBC) Poly (isopren-block-
ethylenoxid) (PI-6-PEO) zum Schutz gegen eine Toxizitdt cadmiumhaltiger Nanopar-
tikel bereits mehrfach bewiesen werden. [32:45-47]

Weitere bekannte Moglichkeiten zur Verkapselung der Nanopartikel kénnen eine Silica-

[48,49]

schale oder eine Verstarkung des hydrophoben Kerns der PI-5-PEO verkapselten

NP durch Emulsionspolymerisation mit Styrol sein. %l

Im folgenden Kapitel wird verstarkt auf das DBC PI-b-PEO eingegangen, welches in

dieser Arbeit verwendet wurde.

2.4. Diblockcopolymer Poly(isopren-block-ethylenoxid)

Polymere zeichnen sich durch ihren Aufbau aus sich wiederholenden Einheiten aus.
Dabei kann es sich um synthetisch erzeugte Polymere (PVC, PE, PP) oder auch um
Naturstoffe (DNA, Peptide, Celluose) handeln. In beispielsweise anionischen, kationi-
schen oder radikalischen Reaktionen erfolgt die organische Synthese eines Polymers aus
den sogenannten Monomeren. Bei Blockcopolymeren handelt es sich um Polymere, die
aus unterschiedlichen Monomeren aufgebaut sind, die in Blocken aneinander gereiht
sind. P!l

Besonders geeignet zur Herstellung von Blockcopolymeren sind ,lebende* Polymerisa-
tionen. Dabei lassen sich unterschiedliche Strukturen wie Diblock-, Triblock-, Stern-
und Pfropfcopolymer herstellen. 4

Das amphiphile Diblockcopolymer PI-6-PEQO besteht aus zwei Blécken, Polyisopren
(PI) und Polyethlenoxid (PEO) (s. Abb. 2). Die in dieser Arbeit verwendeten DBCs

wurden in einer lebenden anionischen Polymerisation (LAP) mit bestimmten Block-

lingenverhiltnissen durch Johannes Ostermann!®? sowie Steffen Fischer synthetisiert.

N~ o /\/O
e o H
n B m

Abbildung 2: Struktur des Diblockcopolymers PI-5-PEO 1 | PI (Griin) und PEO
(Blau).
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Die LAP zeichnet sich durch ein reaktives Kettenende aus, an dem die Polymerisa-
tion unter Verbrauch des Monomers stattfindet, bis dieses in der Lésung verbraucht
ist.[*! Durch die LAP kann eine gute Kontrolle iiber das Molekulargewicht sowie eine
geringe Dispersitét erreicht werden. Dazu ist eine hohe Geschwindigkeit der Initiations-
reaktion im Vergleich zur Wachstumreaktion notwendig. Das Kettenwachstum erfolgt
gleichméfig durch die weitere Zugabe des Monomers. Zur Vermeidung von ungewoll-
ten Abbruchreaktionen ist der Ausschluss von Wasser und Luftsauerstoff erforderlich.
Es bestehen die Moglichkeit eine funktionale Endgruppe durch Abbruchreaktion ein-
zufithren oder die direkte Umsetzung zu einer anderen Kette zum DBC bzw. je nach
Synthesevorschrift durch erneute Initiierung mit einem anderen Monomer das Ketten-

wachstum fortzusetzen. P!l

Bei der Verkapselung der QDs dienen die Doppelbildungen zur radikalische Querver-
netzung, um stabile Mizellen zu erhalten, sodass auch bei einer Verdiinnung und dem
Unterschreiten der sogenannten critical micelle concentration (cmc) die Polymerhiille
um die Nanopartikel bestehen bleibt. Die Kettenverhéltnisse von PI zu PEO liegen bei
1 zu 2 fiir die optimale Verkapselung der NP.

PEO eignet sich durch seine hydrophilen und biokompatiblen Eigenschaften besonders
gut fiir medizinische Anwendungen.["l Die sogenannte PEGlierung, abgeleitet von der
Benennung Polyethylenglykol (PEG) fiir PEO ist eine hdufig angewandte Methode,
um Zirkulationszeiten zu verlangern, den Abbau von Medikamenten im Korper zu ver-
ringern sowie bei hydrophoben Wirkstoffen eine Loslichkeit in wéssrigen Systemen zu
bewirken. >

Polyethylenoxid ist ein FDA anerkanntes Polymer, das sich in einem breiten Anwend-
ungssprektum in Pharmazeutika, Kosmetika sowie Lebensmitteln finden ldsst. Es gilt
als toxikologisch unbedenklich, 16st keine Immunreaktionen aus und weder die Aktivi-
tidt von Proteinen noch andere Wechselwirkungen mit Zellmembranen (Stealth-Effekt)

konnten bislang beobachtet werden. [

Die einfachsten Systeme, um Nanopartikel in
Wasser zu iiberfithren sind PEO-Ketten mit einfachen Ankergruppen, wie Thiolen oder

Aminen. 26l
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Selbstorganisation

Grundlegend lassen sich alle symmetrischen Strukturen in der Natur als Systeme ver-
stehen, die sich durch spontane Selbstorganisation bilden. Als Beispiele sind DNA,
Lipiddoppelschichten der Zellmembran, Proteine oder auch magnetische Doménen zu
nennen. Die Entstehung von diesen Strukturen wird durch repulsive und attraktive
Krifte hervorgerufen, ohne dass sich kovalente Bindungen ausbilden.

Die Kenntnisse iiber die physikalischen Grundlagen zur Selbstorganisation ermdéglichen
es, neue sich selbst organisierende Strukturen zu entwickeln und natiirliche Systeme ge-
zielt nachahmen zu kénnen. Der kritische Punkt der Selbstorganisation ist dabei immer
der Ubergang von einem ungeordneten in einen geordneten Zustand. Der Ubergang
wird durch Anderung von Temperatur, Konzentration, pH-Wert, Salzkonzentration,
mechanischer Durchmischung oder Polaritidt des Losungsmittel hervorgerufen bzw. be-
einflusst. 34

Eine amphiphiles Diblockcopolymer, das aus einem hydrophilen und einem hydropho-
ben Teil besteht, verhalt sich &hnlich wie ein Tensid. Wird das DBC in ein Lésungsmittel
gegeben, in dem nur ein Teil des Polymers l6slich ist, kommt es zur Bildung von Mizel-
len. Die hydrophobe Kette bildet dabei z.B. den Kern und der hydrophile Teile formt

eine zum Wasser gerichtete Hiille.

Zur Verkapselung von Nanopartikel in wéssrigen Systemen werden amphiphile Diblock-
copolymere, die aus dem hydrophoben Polyisopren und dem hydrophilen Polyethylen-
oxid bestehen, eingesetzt. Die sphérische mizellare Struktur wird gebildet, wenn der
hydrophobe PI-Block kleiner ist als der hydrophile PEO-Block. Die Kriimmung der
Mizelle und somit auch ihre Grofe lisst sich dadurch einstellen. ! Durch Veriinderung
der Verhéltnisse konnen sich andere Strukturen, wie Vesikel oder Zylindermizellen, aus-
bilden. ™ In der gezeigten Abbildung 3 ist die Bildung einer kugelfsrmige Mizelle in
Wasser gezeigt, in der der PI-Block nach Innen und der hydrophile PEO-Teil nach Au-

Ren zeigt.
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Abbildung 3: Selbstorganisation zu kugelformigen Mizellen des amphiphilen DBCs
PI(Griin)-6-PEO (Blau) in Wasser.

2.5. Verkapselung von Nanopartikeln mit PI-b-PEO

Ein Nanopartikel kann auf unterschiedliche Weisen verkapselt werden. Die Verkapselung
der NP mit PI-b-PEO ist in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Weller vielfach opti-
miert und verbessert worden. Das genaue Verfahren wird im Methodenteil als Standard
vorgestellt. Zum Versténdnis der Funktionalisierung eines Nanocontainers wird hier das
Grundprinzip der Verkapselung beschrieben.

Bevor die Verkapselung mit dem DBC stattfindet, erfolgt ein Austausch der Ligan-
den (HDA oder TOP / TOPO) aus der Synthese, in dem ein sehr hoher Uberschuss
an Polyisopren-Diethylentriamin (PI-DETA) zugegeben wird. Die Kettenlinge des PI-
DETAs wird entsprechenden nach dem Polyisoprenanteil des PI-0-PEOs ausgewdihlt,
das zum Einsatz bei der Verkapselung genutzt werden kann. In einem organischen Lo-
sungsmittel, welches mischbar mit Wasser sein muss und die NP nicht beschédigt (z.B.
THF), werden die PI-DETA stabilisierten NP zusammen mit dem DBC geldst. Bei
der Uberfithrung in Wasser treten die Polyisoprenketten des PI-DETAs und des DBCs
in Wechselwirkung und bilden einen schiitzenden hydrophoben Kern, der den direkten
Kontakt der Nanopartikel mit Wasser weitgehend verhindert. Der entstandene NC ist
durch das PI geschiitzt und durch das PEO in Wasser gelost (s. Abb. 4). Nach einer
thermisch angeregten radikalischen Quervernetzung der Polyisoprene des DBCs und des
PI-DETAs werden stabile Mizellen erhalten, die nicht linger der kritischen Mizellkon-

zentration unterliegen und stark verdiinnt werden konnen. 4]
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Ligandenaustausch

s,}a‘ H?S’ ) in Hexan

PI-DETA

in THF

Quervernetzung der Micellen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Verkapselung von NP. Im ersten Schritt fin-
det ein Ligandenaustausch mit PI-DETA statt. Darauf folgt die mizellare
Verkapselung der NP durch das amphiphile DBC. Zur Stabilisierung der
NC erfolgt eine thermische radikalische Quervernetzung mit AIBN.

2.6. Funktionalisierung der Nanocontainer

Das iibergeordnete Ziel fiir eine erfolgreiche Studie in wvitro oder in wvivo ist es einen
Nanocontainer zu erschaffen, der keinerlei unspezifische Bindungen zeigt und die Zellen
nicht schidigt sowie die Erhaltung der Fluoreszenz. Erst durch eine Funktionalisierung
der Polymerhiille mit einem Affinitdtsmolekiil (AM) beispielsweise einem Glycosid, Apt-
amer oder Antikorper wird eine zielgerichtete Adressierung maglich.

Zur Kopplung dieser AM gibt es grundsétzlich zwei Methoden, die unterschieden werden

kénnen.

2.6.1. Funktionalisierung am fertigen Nanocontainer - post-assembly

Zum einen lasst sich eine Funktionalisierung am fertigen NC durchfiihren. Die Kopp-
lung wird dabei im wissrigen System durchgefiihrt (s. Abb. 5). Meist werden grofe
und empfindliche Biomolekiile, wie beispielsweise Antikorper iiber dieser Methode ge-

koppelt. Die Anzahl der gekoppelten Molekiile kann hier stark variieren. Die Analytik
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mittels NMR ist erschwert, weil die Affinitdtsmolekiile direkt an den NC gekoppelt wer-
den und nur als Gesamtkonstrukt analysiert werden konnen. Dies ist generell moglich,
erfordert aber gréfsere Mengen.

Des Weiteren erfolgt die Kopplung meist iiber die Aminogruppen der Aminoséuren des
Proteins, sodass mehrere Gruppen reagieren konnen und keine Kontrolle iiber die Po-
sition moglich ist. Durch diese Form der Kopplung kann es zu einer Blockierung von
bindungsfihigen Sequenzen am Affinititsmolekiile kommen oder zu einer Anderungen
der Faltung, die ebenfalls zu einem Verlust der Bindungsaffinitit zu der Zielstruktur

fiihren kann.

Y

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Funktionalisierung der NC nach der Ver-
kapselung, dass sogenannte post-assembly.

2.6.2. Funktionalisierung am Polymer vor der Verkapselung - pre-assembly

Ein weiterer Weg zur Funktionalisierung ist die Kopplung der AM an die DBC vor der
Verkapselung der NC (s. Abb. 6). Dies erfolgt {iber organische Synthesen, die flexibel
angepasst werden konnen. Freie Edukte und ungebundene AM konnen in der Reini-
gung entfernt werden. Losungsmittel und Katalysatoren lassen sich frei wihlen und so
der Umsatz steigern. Zur Analytik werden nur geringe Mengen bendtigt, die Umsét-
ze lassen sich mittels NMR bestimmen. In einer Abmischung mit unfunktionialisierten
Polymeren kann somit die Anzahl der AM auf der Oberfldche kalkuliert werden. Diese
Methode eignet sich besonders gut fiir kleinere stabile Molekiile, die auch spéter bei
der Verkapselung wenig Einfluss auf die Bildung der Mizellen ausiiben und fiir die die

radikalische Quervernetzung kein Problem darstellen.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Funktionialisierung der DBC in organischen
Synthesen, um anschlieftend NP zu verkapseln und einen funktionalisier-
ten NC zu erhalten.

Eine weitere schonende Variante ist eine Mischung aus beiden Methoden. Bei der bioor-

thogonalen Kopplung werden die Vorteile des pre- und post-assemblies vereint.

2.7. Bioorthogonale Kopplung

Bei der bioorthogonalen Kopplung werden grofere biologische Strukturen mit dem NC
wie in Abbildung 5 verbunden. Es handelt sich dabei um ein Verfahren, bei dem nach
der Verkapselung der Nanopartikel nur eine gezielte Kopplung, mit einzelnen funktio-
nellen Gruppen oder kleinen Molekiilen, stattfindet. Dadurch wird eine Kontrolle iiber
die Anzahl der gekoppelten Strukturen moglich. Faltung und Bindungsfihigkeit wer-
den weniger beeintrichtigt durch diese Methode.’® Dazu zihlen auch iiblich chemische

Reaktionen wie die EDC, NHS-Kopplung®! oder Click-Chemie. [60-6]

Im Folgenden werden drei unterschiedliche Methoden vorgestellt, die zur bioorthogona-
len Kopplung am NC genutzt werden kénnen und fiir diese Arbeit relevant sind.

- Proteine, die eine kovalente Bindung iiber ein kleines AM eingehen konnen.

- Proteine mit einer starke nichtkovalente Wechselwirkung zu einem kleinen AM.

- Kopplung iiber die Hybridisierung von komplementiren DNA-Stringen.
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2.7.1. Kovalente Kopplung durch Proteine

Bei Proteinen handelt es sich um lineare Makromolekiile, die aus Aminosaduren aufge-
baut sind. Ihre Funktionen im lebenden Organismus sind sehr vielfiltig beispielsweise
dienen sie zum Transport und zur Speicherung von Molekiilen oder Ionen. Sie kommen
in Form von Antikorpern oder Katalysatoren bei der Signaliibertragung und Koord-

inierung von Wachstumsprozessen zum Einsatz. %]

Proteine die eine kovalente Bindung eingehen, sind in der Biochemie beispielsweise als
SNAP-, Halo- oder Clip-tag bekannt. Diese Proteine haben die Eigenschaft mit einer

funktionellen Gruppe oder einem Molekiil zu reagieren.[67]

Den Ursprung fiir den SNAP-tag bildet das Reparaturenzyms OS-Alkylguanin-DNA-
Alkyltransferase (AGT). Dieses ist in der Lage eine beschiddigte DNA an Guanosinen
durch die Markierung von O°®-Benzylguanin (BG) zu erkennen und stellt eine kovalente

Bindung her. [2*:68]

Der Mechanismus spielt im Korper eine wichtige Rolle. Es handelt
sich dabei um ein Zusammenspiel von mehreren Vorgingen, um die defekte DNA zu
reparieren.

In einem biochemischen Verfahren lassen sich Fusionsproteine aus dem SNAP und ei-
nem gewiinschten Protein herstellen. Dazu werden die DNA-Sequenzen des Zielproteins
mit der des SNAPs in einem Plasmid verbunden und iiber Bakterien als ein zusammen-
hingendes Protein translatiert. %]

Es besteht die Moglichkeit, den SNAP mit einem fluoreszierenden Proteine zu ver-
kniipfen und eine Zielstruktur anzusteuern, die einen BG-Rest trigt. Der Einsatz von
solchen Markierungsenzymen ist heutiger Alltag in der biochemischen Anwendung. Es
konnte die spezifische Markierung durch fluoreszierende Farbstoffe in lebenden Zellen![™
oder sogar im Tier iiber den SNAP-tag bereits gezeigt werden.[™] Die Markierung iiber
ein SNAP-Fusionsprotein, das an einen Zellrezeptor bindet und anschliefend tiber den
SNAP eine Bindung eines Fluoreszenzfarbstoffes ermoglicht, ist schematische in Abbil-
dung 7 dargestellt. Die Verkniipfung dieser Markierungssysteme und Nanomaterialien
eroffnet auch hier die Moglichkeit deren besondere Eigenschaften fiir die biochemische

und medizinische Forschung nutzbar zu machen. [
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Abbildung 7: Das gewiinschte Protein bindet an die Zielstruktur auf einer Zelle durch
die anschliefende Zugabe eines Benzylguanin gekoppelten Markers findet
eine kovalente Kopplung iiber das SNAP-Protein mit dem BG-Marker
statt.

2.7.2. Betrachtung von Protein-Interaktion fiir die Klasse der Avidine

Eine prominente Vertretung fiir eine der stirksten bekannten Wechselwirkungen bei
Proteinen stellt die Klasse der Avidine zu Biotin, mit einem Kp Wert von 1071 M,
dar. Erstmals untersuchten 1963 Green et. al. umfangreich die Wechselwirkung von
Biotin und Avidin.[™® Biotin (Mw = 244.31 g/mol), das als Vitamin H bezeichnet wird,
ist als Cofaktor an Stoffwechselprozessen beteiligt und unerlésslich fiir den menschli-
chen Korper.[™ Avidin ist ein natiirlich vorkommendes Protein, das beispielsweise in
Hiihnereiern im Eiklar zu finden ist. Es liegt als Tetramer (67 kDa) vor und ist in
der Lage, vier Biotine zu binden. Die Bindung von Biotin ist nahezu irreversibel und
nur durch einen hohen Uberschuss von freiem Biotin wieder zu 16sen. Das natiirliche
Avidin ist ein positiv geladenes Glycoprotein (bei neutralem pH-Wert) mit einem pl
von 10.5.1770 Avidin sowie der Biotin-Avidin Komplex sind iiber einen groken pH und

[77l und werden aus dem Kérper unverstoffwechselt wieder

Temperaturbereich sehr stabil
ausgeschieden, wodurch es bis in den Darm gelangt und die Ursache fiir Biotinmangel-
erscheinung sein kann.

Es ist moglich Avidine iiber Streptomyce avidinii Bakterien zu gewinnen. Dieses wird
dann als Streptavidin (Strep.) bezeichnet.[™ ™! Streptavidin (ca. 60 kDa) ist Avidin in
Faltung und Struktur sehr ihnlich. Der Kp ist etwas grofer (10713 M) und es weist einen
pl von 5-6 auf.1®] Die Ladung von Strep. ist bei neutralen bis basischen Puffersystemen

negativ. Durch die Herstellung aus Bakterien tragt Strep. keine Glycoside, dies hat den

Vorteil, dass unspezifische Wechselwirkungen mit Zelloberflichen Rezeptoren verringert
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werden. Allerdings weist Strep. eine RYD-Aminosauresequenz aus Arginin, Tyrosin und
Asparaginsdure auf, die dhnlich ist zur sogenannten RGD-Sequenz, bestehend aus den
drei L-Aminosduren Arginin, Glycin und Asparaginsdure und eine Wechselwirkung mit
Zelladhésionsmolekiile eingeht.[®!1 Als attraktive Alternative wird daher NeutrAvidin
(NAvi) (60 kDa, pI 6.3 ThermoScience Fischer US) genutzt, dabei handelt es sich um
die deglycosidierte Form des Avidins, die diese Sequenzen nicht beinhalten.¥2#3 Unspe-
zifische Wechselwirkungen mit Zelloberflichen sind somit stark minimiert im Vergleich
zu Avidin und Streptavidin.

Grofsere biotinylierte Affinitdatsmolekiile, wie Aptamer und Antikorper, konnen leicht
und spezifisch an Nanocontainer gekoppelt werden (s. Abb. 8). Dazu werden biotiny-
lierte Polymere zur Verkapselung der Nanopartikel eingesetzt, das NeutrAvidin dient

als Bindeglied, um ein ebenfalls biotinyliertes AM zu koppeln.

Bictin
NeutrAvidin
FRe Aptamer-Biotin

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Kopplung von NeutrAvidin an einen bioti-

nylierten Nanocontainer, sowie darauf folgende Kopplung der biotinylier-
ten Aptamere an freie Bindungsstellen des NeutrAvidins.

19



2.7.3. Hydridisierung iiber DNA Gegenstringe

Desoxyribonukleinséure (DNA) liefert genetische Informationen und enthélt die Grund-
informationen fiir die Proteinsynthesen. 84

Ebenso wie Proteine handelt es sich bei DNA und Ribonukleinsidure (RNA) um Bio-
polymere, die natiirlich vorkommen und wichtige Funktionen im Ké&rper erfiillen. Die
Herstellung von kurzen Proteinen (Peptiden), RNA- und DNA-Stringen ist in bioche-
mischen Verfahren, aber auch in automatisierten Anlagen iiber Festphasensynthesen
moglich. [35:86]

Die Monomereinheiten der DNA werden als Nukleoside bezeichnet, die aus dem Zucker
Desoxyribose und einer Base gebildet werden. Die Nukleoside sind {iber ein Phosphat-
ester miteinander verkniipft und werden dann als Nukleotide (nt) bezeichnet, die durch
die vier Basen Adenin (A), Thymin (T), Cytosin (C) sowie Guanin (G) von einander
unterschieden werden.!®¥ Ein einzelner DNA-Strang kann durch mit einem passenden
Gegenstrang iiber die Basenpaarung A-T und C-G zum Doppelstrang (dsDNA - doppel-
strangige DNA) hybridisieren. 8"l Die Stabilisierung des Doppelstrangs zur Doppelhelix
erfolgt neben der Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Basen-
paaren mafgeblich durch die hydrophobe Wechselwirkung der Basen im Inneren der He-
lix. Die nach Aufen zum Wasser gerichteten, polaren Phosphatreste verleihen der DNA
eine negative Gesamtladung.[®¥ Die Zunahme der Entropie durch die freiwerdenden
Wassermolekiile bei der Selbstorganisation zum Doppelstrang ist ein thermodynami-
scher Prozess, der durch Erhitzen wieder destabilisiert werden kann. Die einzelstringige
DNA (ssDNA) ist als Molekiil gesehen hitzestabil. Die sogenannte Schmelztemperatur
(T,,-Wert), zum thermischen, reversiblen Denaturieren des Doppelstrangs bezieht sich
dabei auf die Temperatur, bei der die Hélfte der dsDNA wieder als ssDNA vorliegt. Je
linger die Sequenz der dsDNA ist, desto hoher ist der T,,-Wert. 84

Auch der Einzelstrang kann iiber die Basenpaar mit sich selbst Faltstrukturen ausbil-
den, dieses Verhalten kann bei der Bindungsfihigkeit von DNA-Aptameren eine Rolle
spielen. DNA- und RNA-Aptamere (ca. 100 nt) sind interessante Verbindungen, die
eine spezifische Bindung ausbilden und einen Rezeptor gezielt blockieren kénnen, zum

Beispiel das rekombinante humane E-Selektin (rh E-Sel. )l
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Kurze DNA-Sequenzen mit 20-30 nt sind kostengiinstig in der Herstellung, bilden sta-
tistisch weniger Faltstrukturen mit sich selbst aus und haben eine geringere Schmelz-
temperatur (ca. 60 °C). Die Liange und somit geringere Schmelztemperatur ist bei der
Anwendung am Nanocontainer ein wichtiger Punkt, der beachtet werden muss, um den
NC bei Hybridisierung bzw. Denaturierung der DNA durch das Erhitzen nicht zu be-

schidigen.

Interessante Beispiele, die durch eine geschickte Wahl der DNA-Sequenzen und de-
ren Hybridisierungen hergestellt wurden, sind Strukturen in Form von Quadraten, [
Hybridmaterialien aus DNA und Polymeren mit amphiphilem Charakter!®690:91 oder
pH-Sensoren durch Funktionalisierung mit Farbstoffen. 9%l

Als eindrucksvolles Beispiel sind beispielsweise Goldnanopartikel zu nennen, die mit
DNA-Sequenzen iiber eine Thiolankergruppe versehen werden und zu Pyramiden ange-

ordnet werden konnten, um deren optische Eigenschaften zu untersuchen.
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3. Theorie Il - Physikalische Grundlagen zu
Quantum Dots

Nanostrukturen zeichnen sich durch ihre besonderen Eigenschaften aus, die sich physika-
lisch zwischen denen von Atomen und Festkorpern bewegen. Fluoreszierende Quantum
Dots bestehen aus einer geringen Anzahl von 100 - 10 000 Atomen und kénnen aus einer
Vielzahl von Halbleitermaterialien bestehen, wie beispielsweise Cadmiumselenid (IT-VT),
Indiumphosphid (III-V) oder Bleiselenid (IV-VI).!**! Die Anzahl der Oberflichenatome
ist im Verhaltnis zum Volumen sehr groft und ist mafigeblich fiir die Eigenschaften von
Nanopartikel verantwortlich. ]

Ein Quantum Dot (QD) oder auch Quantenpunkt ist in seiner rdumlichen Begrenzung
in allen Dimensionen gleich und wird als 0D-Struktur bezeichnet. Neben QDs gibt es
z.B. Quantum Rods (Stdbchen), die durch ihre elongierte Form eine Dimension aufwei-
sen und als 1D-Struktur bezeichnet werden. Des Weiteren lassen sich 2D-Strukturen
(Scheiben und Pldttchen) sowie 3D-Struktur (makroskopische Festkorper) unterschei-
den. ! QDs weisen eine grofenabhiingige Fluoreszenz auf, die nachfolgend anhand des
Grofkenquantisierungseffekts nédher beschrieben wird. Die Namensgebung der Quantum
Dots bezieht sich dabei auf die quantenmechanische Betrachtung, mit der die physi-
kalischen Eigenschaften aufgrund ihrer rdumlichen begrenzten Ausdehnung (1-10 nm)

beschrieben werden konnen.

3.1. Quantenmechanische Betrachtung von Quantum Dots

Die Quantisierung in diskrete Energieniveaus bei Atomen und Molekiilen kann in Form
von Orbitalen grafisch dargestellt werden und ermdglicht ebenfalls die Beschreibung
von Festkorpern mit einer grofen Anzahl von Atomen {iber das Bandermodell.

Bei der Linearkombination mehrerer benachbarter Atomorbitale (LCAO - linear combi-
nation of atomic orbitals) wird immer die gleiche Anzahl an Molekiilorbitalen erhalten,
wie Atomorbitale die dazu beitragen. Ausgehend von Grundzustand (T = 0 K) wird das
niedrigste unbesetzte Molekiilorbital als LUMO (lowest unoccupied molecular orbital)
und das hochste besetzte Molekiilorbital als HOMO (highest occupied molecular orbital)

bezeichnet. Bei kristallinen Festkorpern geht die Anzahl der Atome gegen unendlich,
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die nach dem LCAO-Modell zu Molekiilorbitalen kombiniert werden und als kontinuier-
liche Bénder, in Form des Leitungs- (LB) und Valenzbandes (VB), dargestellt werden
(s. Abb. 9). Die Oberkante des Valenzbandes ist dabei mit dem HOMO gleichzusetzen
und das LUMO mit der Unterkante des Leitungsbandes. In einem Leiter iiberlappen
diese Binder, sodass sich elektrische Ladungstrager in beiden Bandern bewegen kon-
nen (s. Abb. 9). Sind die Bénder von einander getrennt, wird ihre Energiedifferenz
als Bandliicke dargestellt. Die Bandliickenenergie eines Halbleiters liegt zwischen 0 eV

und 4 V. Bei einer Energie iiber 4 eV werden Materialien als Isolatoren bezeichnet. [96:97]

A

LB

E O h\\. X

VB

Leiter Halbleiter Isolator

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Bandermodells bei Festkorpern mit unter-
schiedlichen Bandliicken und der Einteilung von Leiter, Halbleiter sowie
Isolator.

Fiir einen makroskopischen Halbleiter gilt im Grundzustand ohne Anregung und ther-
mischen Einfluss, dass das VB vollstandig mit Elektronen gefiillt und das Leitungsband
unbesetzt ist. In diesem Fall ist keine elektrische Leitfahigkeit vorhanden. Durch ther-
mische Anregung eines Elektrons aus dem VB in das LB ist ein Stromfluss méglich, der
sowohl auf das Elektron, als auch auf die zuriickgelassene positive Fehlstelle (Loch) als
Ladungstréiger zuriickzufiihren ist.

Nanopartikel konnen weder Molekiilen noch Festkorpern zugeordnet werden, sondern

liegen dazwischen und weisen demzufolge Eigenschaften von beiden Klassen auf

(s. Abb. 10).[29]
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Bandermodells bei Halbleitern als makro-
skopische Festkorpern sowie Quantisierung in Energieniveaus mit gro-
fserer Aufspaltung der Bandliicke in einem Quantum Dot hervorgehend
aus der Linearkombination der Atomorbitale im Molekiil.

GroBenquantisierungseffekt

Eine der theoretischen Grundlagen der Quantenphysik beschreibt Albert Einstein be-
reits 1905 in einer seiner Veroffentlichungen, die besagt, dass ,(...) die Energie des
Lichtes diskontinuierlich im Raume verteilt sei.” und ,(...) einer endlichen Zahl von
in Raumpunkten lokalisierten Energiequanten, welche sich bewegen, ohne sich zu teilen
und nur als Ganze absorbiert und erzeugt werden kinnen. 9l

Einstein beschreibt damit photoelektrische Phinomene durch Lichtquanten, die sich
iiber die klassische Physik nicht erkliren lassen. Demzufolge kann die Anregung eines
Elektrons durch ein Photon mit einer bestimmten Wellenldnge, seine Energie nur ge-
quantelt iibertragen und verhilt sich somit gleichzeitig wie ein Teilchen. Nach Louis de
Broglie kann ein Teilchen iiber den Welle-Teilchen-Dualismus beschrieben werden, )
wobei der Wellencharakter nur im submolekularen Bereich relevant ist.

Eine der Grundlagen der Quantenmechanik stellen Wellenfunktionen dar. Uber eine
Wellenfunktion (1)) kénnen die Eigenschaften innerhalb eines rdumlich begrenzten Sys-
tems beschrieben werden. Die Funktion beschreibt eine Welle fiir ein Teilchen, deren
Aufenthaltswahrscheinlichkeit sich fiir einen begrenzten Ort und Zeitpunkt aus dem

Betragsquadrat der Wellenfunktion (| 1 |*) berechnen lisst. 1%

In einem kristallinen Festkorper (3D-Strukturen) kann sich z.B. ein Elektron (Teilchen)

im ganzen Material delokalisiert aufhalten. Bei einem Quantum Dot (OD-Struktur)
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kommt es zu einer lokalen Begrenzung der Wellenfunktion, die im Nanopartikel wie
beim , Teilchen-im-Kasten* zu allen Seiten auf sehr hohe Potentialwénde trifft. Dadurch
kommt es zu einer Quantisierung in diskrete elektronische Niveaus, die sich iiber die

Schrodinger-Gleichung berechnen lassen. 1]

Wie bereits in Abb. 10 angedeutet, weisen (QDs eine Bandliicke auf, die durch die Quan-
tisierung grofer ist als die des makroskopischen Festkorpermaterials. Die Bandliicke
verdndert sich dabei stark mit dem Durchmesser des QDs und kann iiber den Grofen-
quantiserungseffekt beschrieben werden.[19%19] Bei Nanopartikeln aus CdSe zeigt sich
grofenabhingig zwischen ca. 2 - 7 nm eine Anderung der Emissionsbande im sichtbaren

Bereich des Lichtes von 420 - 650 nm (s. Abb. 11).

Il © I

[nm]

Abbildung 11: Bildliche Darstellung der Farben des emittierenden Lichtes bei Anderung
der Partikelgrofie von CdSe zwischen ca. 2 - 7 nm im sichtbaren Bereich
mit Wellenldngen von 400-700 nm.

Je kleiner die Partikel werden, desto grofer ist die Aufspaltung der Energieniveaus und
der Bandliicke, die das elektronenbesetzte Valenzband und das unbesetzte Leitungs-
band voneinander trennt. Bei der Anregung eines Elektrons in das Leitungsband wird
ein Elektron-Loch-Paar, ein sogenanntes Exziton, gebildet. Das Elektron (e~) und das
Loch (h™) bewegen sich in einem bestimmten Radius zueinander. Dieser sogenannte
Bohr-Radius ist eine stoffspezifische Grofe. Die Anziehungskraft zwischen Elektronen
und Loch ldsst sich iiber das Coulomb-Gesetz beschreiben. Das Elektronen-Loch-Paar
kann sich ungehindert im 3D-Festkorper bewegen. [104-106]

Bei der Betrachtung des Exzitons in einem Nanopartikel, dessen Durchmesser kleiner ist

als der Exziton-Bohr-Radius, kommt es zu verstirkten Coulomb-Wechselwirkungen auf-

grund der raumlichen Eingrenzung. Das Elektron-Loch-Paar erfahrt eine Erh6hung der
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kinetische Energie und die Bandliicke vergrofert sich. Die Berechnung der Anderung der

Bandliicke in Abh#ingigkeit der Partikelgrofe ist durch die Brus-Formel moglich. [107:108]

AE — 7r2h2( Lo L) _1.8¢2 (1)

2R? \mk mj 4dmegerR

Die Differenz der Energie (AE) der Bandliicke des Festkorpermaterials zum Nanoparti-
kel lasst sich durch R, den Partikelradius, ¢,, die Hochfrequenz-Dielektrizitdtskonstante
des Materials, m? und m}, die effektiven Massen des Elektrons und Lochs. 108109

Mit der Verringerung des Durchmessers der Partikel vergrofiert sich die Bandliicke und
das emitterende Photon weist eine hohere Energie auf. Bei einem Halbleiternanopartikel

lisst sich anhand des ersten Absorptionsmaxiums die GroRe der Partikel abschiitzen. [110]
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3.2. Fluoreszenz

Zur Fluoreszenz kommt es wenn ein Photon ein Elektron anregt und dieses Elektron
dann wieder unter Aussenden eines neuen Photons in den Grundzustand relaxiert. Das
angeregte Elektron aber auch strahlungslos seine Energie als Warme an die Umgebung
in Form von Schwingungs-, Translations- und Rotationsenergie abgeben.['!]

Quantum Dots weisen ein hohes Absorptionsvermdgen iiber einen grofen Spektralbe-

reich auf.[112l

Ein Elektron kann durch ein Photon mit der Energie E4 = hv,4 innerhalb
des Leitungsbands in einen hoheren angeregten Zustand angehoben werden und strah-
lungslos tiber Gitterschwingungen in den ersten angeregten Zustand (¢)*) des LBs rela-
xieren, bevor es in den Grundzustand zuriick fillt. Das emittierte Photon (Er = hvp)

weist somit eine geringere Energie auf als das absorbierte Photon (E4 > Ep). Dieser

Vorgang wird als Stokes-Shift oder auch als Rotverschiebung bezeichnet (s. Abb. 12).[113]

In einem Kristallgitter kann es durch Fehlstellen oder Fremdatome zu Haftstellen (trap
states) kommen, in denen sich sowohl Locher als auch angeregte Elektronen aufhalten
kénnen (s. Abb. 12). Ein Elektron kann direkt aus einer Haftstelle unter Strahlung
relaxieren oder durch thermische Energie wieder in den ersten angeregten Zustand (1)*)

angehoben werden und anschliefend unter Aussendung eines Photons (hvp) relaxieren.

ANV

-, -

frap states e”

q/',bl,bk r/\/‘/\/.
hV

(I

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Absorption eines Photons (hv4) unter An-
regung eines Elektrons aus dem VB in das LB in einem Halbleiter-
Nanopartikel, welches strahlungslos in den ersten angeregten Zustand
1* relaxiert und anschlieftend in den Grundzustand iy unter Abgabe
eines Photons (hvp) mit einer geringeren Energie emittiert.
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Bei einheitlichen Halbleiter-NP mit gleicher Bandliicke, kénnen Emissionsspektren in
einem schmalen Wellenlédngenbereich erhalten werden. Der Stokes-Shift und der hohe
Absorptionskoeffizient bei niedrigen Wellenlingen ermoglicht die Anregung mehrerer
QDs mit unterschiedlichen Emissionswellenlingen. Daher eignen sich QDs besonders fiir
das sogenannte Multiplexing, bei dem mehrere Bereiche mit unterschiedlichen Farben

z.B. in einer Zelle markiert und gleichzeitig nebeneinander detektiert werden. 94114115l

3.3. CdSe/CdS/ZnS - core/shell /shell Nanopartikel

Das grofe Verhiltnis der Oberflaiche zum Volumen von NP fiihrt dazu, dass sich Fehl-
stellen an der Oberfliche verstiarkt auf die Eigenschaften des NPs auswirken. Die Git-
terstruktur hat an der Oberfliche haufiger Defekte, die zu den trap states fithren und
strahlungslose Rekombinationen des Exzitons begilinstigen kdnnen.

Durch die Kenntnisse iiber die Gitterparameter eines Materials ist es moglich, gezielt die
optischen FEigenschaften von QDs zu verbessern. Ein Beispiel sind Kern-Schale-Schale
(engl. core/shell/shell) QDs. Um auf einen Kern aus Cadmiumselenid eine gleichméfige
stabile Zinksulfidschicht zu erhalten, wird zunéchst vorher eine Schale aus Cadmium-
sulfid aufgebracht, da die Gitterparameter zwischen CdSe und CdS kleiner sind als
zwischen CdSe und ZnS. Fehlstellen an der Oberfliche der CdSe/CdS QDs werden ab-
gesittigt. In nasschemischen Synthesen konnte Talapin et al. einheitliche, sphérische
core/shell/shell CdSe/CdS/ZnS Quantum Dots mit einer Fluoreszenzquantenausbeute
(QY) von 70-85% darstellen.['16]

Die hohen QY werden durch die Stabilisierung und Lokalisierung des Exzitons im Kern
durch das Schalenmaterial aus Zinksulfid erzielt, das eine grofere Bandliicke als CdSe
und CdS aufweist (s. Abb. 13). Ein weiterer Vorteil ist, dass Zinksulfid als toxisch un-

bedenklich gilt und somit die giftigen Cadmiumionen umhiillt werden. "]
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eitungsband

Valenzband

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines core/shell/shell Quantum Dots sowie die
Bandlagen der unterschiedlichen Halbleitermaterialien (CdSe/CdS/ZnS)
im Verhéltnis zu einander.
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4. Motivation

Fluoreszierende Quantum Dots kennzeichnen sich durch ihre hohe Photostabilitit, ihr
breites Absorptionssprektrum, ihre schmalen Emissionsbanden sowie eine grofse modifi-
zierbare Oberfliche aus und erméglichen dadurch eine immer genauere Bildgebung, die
beispielsweise in medizinischen Grundlagenforschung zum Einsatz kommt.

Durch eine Kombination aus physikalischen Bestimmungen und in vivo Experimenten
werden wichtige Informationen gesammelt. Sowohl Zellversuche als auch n vivo Studi-
en sind notwendig, um den Einfluss verschiedener Faktoren, wie Blutflussgeschwindig-
keiten, Proteincoronabildung, Zirkulationszeiten, Anreicherung in Gewebe und Organen
etc. abschitzen zu kénnen.

Anschliefsend lassen sich einzelne Faktoren genauer betrachten und physikalische Grund-
lagen erforschen, die als Basis fiir eine individuellen Anwendung in der Diagnostik und
Therapie beim Menschen dienen. Der Weg dahin erfordert eine interdisziplindre Ar-

beitsweise.

Diese Arbeit zeigt erste Resultate, um eine Eingrenzung von Faktoren zu ermoglichen.
Des Weiteren werden Anwendung und Analyse von biologischen Substanzen in Ver-
bindung mit anorganischen fluoreszierenden Quantum Dots iiber eine Modifikation der
Polymeraussenhiille gezeigt.

Dabei sind sowohl das Erhalten der Fluoreszenz der Quantum Dots als auch deren Sta-
bilitdt im wissrigen System eines der wesentlichen Ziele. Des Weiteren ist es notwendig,
die Kopplungsmethode dem Wirkstoff (Glycosid, DNA, Protein) anzupassen und zu
ermitteln, ob die Strukturen ihre Zielstrukturen anschliefiend noch erkennen.

In dieser Arbeit werden Systeme mit einander kombiniert, die jedes fiir sich mit einer
langen Entwicklung und Optimierung vorangegangen sind. Ziel ist es, weitere Grund-
lagen fiir eine spétere medizinische Anwendung und Forschung durch Nanopartikel zu
schaffen und besonders die Anforderungen an funktionalisierte Nanocontainer ndher zu
beleuchten.

Der Hauptteil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Funktionalisierung der Diblockco-

polymere, die fiir die Verkapselung der Nanopartikel verwendet werden.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Der Ergebnis- und Diskussionsteil gliedert sich in drei Abschnitte. Im ersten Abschnitt
wird zunéchst auf die Anforderungen der Kopplung von Polymeren mit kleinen Affini-
tatsmolekiilen eingegangen. Im zweiten Abschnitt folgt die Betrachtung der Kopplung
von groken Affinitdtsmolekiilen wie Aptameren und Proteinen an fertig verkapselte
Quantum Dot (QD) bzw. Quantum Dot Quantum Rod (QDQR) Nanocontainer. Im
dritten Abschnitt wird die Bindungsfahigkeit der gekoppelten AM auf ihre jeweilige
Zielstruktur untersucht.

Es werden alternative Losungswege basierend auf etablierten Methoden vorgestellt und
dabei auf die Besonderheiten beim Umgang mit Nanopartikeln eingegangen. Auferdem
werden Schwierigkeiten aufgezeigt, die in Zukunft zu beachten sind, um eine erfolgreiche

Forschung im medizinischen Bereich durch Nanopartikel zu gewdhrleisten.

Abschnitt | - Strategie und Planung der organischen
Synthese von kleinen Affinitdtsmolekiil (AM) mit

Pl-b-PEO sowie Verkapselung von Nanopartikeln

5.1. Diblockcopolymer Poly(isopren-block-ethylenoxid)

Abbildung 14: Struktur des Diblockcopolymers PI-6-PEO 1 .

Organische Synthesen mit Polymeren weisen aufgrund des hohen Molekulargewichts
einige Besonderheiten auf. Zum einen ist auf die Loslichkeit der Polymere zu achten.
Dabei ist zu bedenken, dass sich Polymere kndueln und funktionelle Gruppen dadurch
schwerer zugénglich sein konnen. Auch die Temperatur kann einen Einfluss auf das Los-
lichkeitsverhalten haben. Zum anderen ist allgemein die Viskositat der Losung, z.B. bei
mechanischen Riithrvorgingen, erhéht.

Bei der Syntheseplanung mit amphiphilen Diblockcopolymeren (DBC) muss beachtet
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werden, dass es zur Bildung von Uberstrukturen, wie Mizellen (s. Abschnitt 2.4) kom-

men kann.

5.1.1. Loslichkeit der Diblockcopolymere

In sehr einfachen Vorversuchen wurde unter anderem das Loslichkeitsverhalten des
Diblockcopolymers in gidngigen Lsungsmitteln untersucht. Diese Ergebnisse sind in
allen folgenden Synthesen, Reinigungen und Charakterisierungsmethoden beriicksich-
tigt.

Dazu wurde 20 mg DBC in 0.5 mL des jeweiligen Ldsungsmittels bei RT gegeben und
in 0.5 mIL-Schritten bis zu einem Volumen von 3 mL die Loslichkeit getestet (s. Tab. 1).

Tabelle 1: Loslichkeit des Diblockcopolymers in gingigen Losungsmitteln.

Losungsmittel | H,O | DMSO | CHCl; | THF | Aceton | Ethanol Et,O

Volumen [mL] | 0.5 1.5% 0.5 0.5% 1.5% 0.5 unloslich

* Polymere fallen in der Kalte aus.

Anschliefsend wurden die gelosten Polymere bei -18 °C bzw. Wasser und DMSO bei
5 °C fiir 12 h gelagert.

Mit diesem kurzen Losungsmittelversuch lasst sich zeigen, dass Chloroform, THF, Etha-
nol und Wasser geeignete Losungsmittel fiir das verwendete DBC mit einem Moleku-
largewicht von 6300 g/mol sind. In DMSO weist das Diblockcopolymer (DBC) eine
geringere Loslichkeit auf. Fiir die Reinigung der Polymere durch Fillung ist besonders
Aceton geeignet, da die Polymere bei RT vollstindig gelost sind und erst in der Kélte
prézipitieren. Der langsame Fallungsvorgang begiinstigt die Reinigung, da freie Edukte
sonst bei einer schnellen Préizipitation vom Polymer erfasst bzw. in Polymerkndulen
eingeschlossen werden kénnten. Um eine vollstindige Fallung mit geringen Ausbeute-
verlusten zu erzielen, wurde haufig eine Mischung von Diethylether und Aceton gewéhlt.
Bei der Wahl des Fiallungmittels ist zusétzlich die Loslichkeit der Edukte zu beachten,

um eine Reinigung zu erzielen.
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5.1.2. Mizellenbildung des Diblockcopolymers in Acetonitril

Bei Synthesen mit Acetonitril als Losungsmittel ist zu beachten, dass das amphiphile
DBC Mizellen ausbildet. Dieses polare Losungsmittel kommt sehr hdufig bei Festpha-
sensynthesen von DNA und Peptiden zum Einsatz. Acetonitril weist eine geringe Dichte
auf, hat einen niedrigen Schmelzpunkt bei -45 °C und lasst sich gut mit Wasser mischen.
So kann beispielsweise eine Reinigung iiber Extraktion, Dialyse oder auch Spinfilter-
konzentratoren durchgefithren werden. Zu Bedenken ist die Toxizitét, die einen bedach-
ten Umgang erfordert. Als ungiftige Alternative eignet sich hdufig DMSO, in dem das
Diblockcopolymer jedoch eine geringe Loslichkeit aufweist (s. Tab. 1).

Um die Mizellenbildung zu verringern, kann durch eine Zugabe von Dichlormethan
(DCM) die Léslichkeit der Polymere erhéht werden. Am Beispiel von 0.5%igen Diblock-
copolymer-Losungen in Acetonitril sowie mit unterschiedlichen Abmischungen mit DCM
wurde eine Untersuchung der Mizellen anhand ihres hydrodynamischen Radius iiber
Dynamische Lichtstreuung (DLS) vorgenommen. In Abbildung 15 sind die relativen
Intensitaten der DLS Daten zu sehen. Dabei wurde der héchste Wert zur Normierung
genutzt und jeweils durch die Gesamtanzahl der vorhanden Peaks der Messreihe geteilt.
Es ist davon auszugehen, das DCM die Diblockcopolymere vollstindig 16st und keine
Mizellenbildung stattfindet. Alle Losungen waren optisch farblos, klar und vollstandig
gelost. Im Acetonitril werden kleine Mizellen von 26 nm Durchmesser gebilden, da der
Polyisoprenteil in Acetonitril unloslich ist. Bereits bei einer Zugabe von 25% DCM sind
die Mizellen stark vergrofsert auf 343 nm. Das DCM lost dabei vermutlich das PI, aber
verbleibt in der mizellaren Struktur und weitet diese. Bei weiterer Erhchung des DCM
Anteils sind in den gezeigten Intensitdten neben den Peaks unter 5 nm, die auf die gel6s-
ten ungeordneten Diblockcopolymere schliefsen lassen, auch Peaks bei 400 und 615 nm
zusehen. Diese lassen sich durch Verunreinigung der Losung oder ungeloste Polyme-
re erkldaren. Auch bei der Polymerlosung mit 100% Dichlormethan wurde, neben dem
Peak bei 4 nm, ein Peak bei 190 nm gemessen, der aber ebenfalls auf wenige ungeldste
Polymere oder Fremdstoffe zuriickzufiihren ist.

Diese Ergebnisse dienten zur Vorbereitung der Syntheseplanung am DNA-Synthesizer
(s. Kapitel 5.7). Dabei ist drauf zu achten, dass die diinnen Schlduche und Ventile des
Synthesizers nicht verstopfen oder einem zu hohen Druck durch hohe Viskositit ausge-

setzt werden. Deshalb miissen alle Edukte vollstédndig gelost sein und diirfen zu keinem
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Zeitpunkt des Synthesezyklus ausfallen. Ein Gemisch aus 1:1 DCM und Acetonitril

wurde deshalb fiir die Synthesen als ausreichend geeignet erachtet.

1.0 - - Acet

rel. Int. [a. u.]

d [nm]

Abbildung 15: Hydrodynamische Durchmesser bestimmt durch DLS. Auflésung der mi-
zellaren Struktur des DBCs in Acetonitril durch Abmischung mit DCM
ab einem Verhiltnis von 1:1.

5.1.3. Charakterisierung der Diblockcopolymere

Zur Charakterisierung wurden in erster Linie die 'H-NMR Spektroskopie genutzt. An-
hand der in Abbildung 16 gezeigten NMR Spektren werden die Unterschiede bei der
Wahl des Losungsmittels deutlich.

In deuteriertem THF sowie CDClj3 ist das DBC sehr gut 16slich wie bereits in Abschnitt
5.1.1 gezeigt. Das Polyisopren lisst sich anhand der Multipletts zwischen 6.0 - 5.6 ppm
und 5.1 - 4.6 ppm, die durch den olefinischen Bereich entstehen, sowie den Multipletts
zwischen 2.4 - 0.8 ppm der Methylenwasserstoffe identifizieren. Sehr markant ist das Si-
gnal der Polyethylenoxid Einheit zwischen 3.7 - 3.5 ppm mit einer hohen Intensitit. Das
PEO Signal weist sogenannte Satellitensignale auf, diese entstehen durch die Kopplung
mit natiirlich vorkommenden *C Kernen deren Intensitit allerdings nur 0.55% von dem

Protonensignal betragen. '8 Die breiten Multipletts des DBC iiberlagern hiufig die Si-

34



gnale von gekoppelten kleinen Affinitatsmolekiilen. Besonders Spektren in deuteriertem
Methanol zeigen sehr breite Signale des Polyisoprens. Ganz deutlich sticht das NMR-
Spektrum in D5O heraus, in dem der gesamte Bereich des Polyisoprens nicht zu erkennen
ist. Durch die Mizellenbildung ist die Beweglichkeit des DBCs stark eingeschrinkt und
die Signale sind extrem verbreitert, sodass lediglich das Signal des hydrophilen Poly-
ethylenoxids zu sehen ist.

Zur Umsatzbestimmung wurde bevorzugt das Integral des PEO-Signals genutzt, um
es mit den Signalen des gekoppelten AMs zu vergleichen, da eine Abtrennung des un-
funktionalisierten Polymers nicht moglich ist. Das THF Signal befindet sich ebenfalls
bei 3.6 ppm und verfilscht dadurch die Anzahl der Protonen im Integral, wenn das
Polymer mit THF verunreinigt ist oder als NMR-Losungsmittel verwendet wird. Der
Losungsmittelpeak von CDCl3 bei 7.26 ppm liegt auferhalb der Signale des DBC und
eignet sich deshalb besonders gut fiir die Berechnung des Umsatzes anhand des PEO
Peaks. 119120 Verunreinigungen und Umsétze lassen sich somit in den '"H-NMR Spek-

tren gut verfolgen.
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Abbildung 16: 'H-NMR von PI-b-PEO in unterschiedlichen deuterierten Losungsmit-
teln. CDClj3: Alle Signale des DBC sind deutlich zu sehen und eine Um-
satzbestimmung ist gut moglich. Das Losungsmittelsignal (7.26 ppm)
liegt aufberhalb der Signale des DBCs. THF-dg: Signal von THEF und
PEO fallen bei 3.6 ppm zusammen. D,O: Polyisopren Signale werden
durch Mizellenbildung abgeschirmt. MeOD: Sehr breite Signale, die eine
genaue Charakterisierung von PI-0-PEO erschweren.

Als weitere Charakterisierungsmethode kam die Gelpermeationschromatographie (GPC)
zum Einsatz. In der GPC ist es nicht moglich, die Zunahme des Molekulargewichts
durch ein gekoppeltes kleines AM am DBC zu erkennen, da die Polymere eine Gro-
fienverteilung aufweisen und der Unterschied zu gering ausfillt. Es ldsst sich aber fest-
stellen, ob beispielsweise eine Doppelkopplung stattgefunden hat, wie im Beispiel des
GPC-Elugramms (s. Abb. 17) nach der Funktionalisierung mit Ethylendiamin 4 zu
Verbindung 5 . Im Fall der Doppelkopplung reagiert ein Molekiil Ethylendiamin mit
zwei Molekiilen Polymer. Neben dem Hauptpeak ist in diesem Fall ein Peak mit dem
doppelten Molekulargewicht zu finden der Verbindung 6 , entspricht. Solche Doppel-
kopplungen treten beispielsweise bei Reaktionen mit zu geringen Mengen des Eduktes

und zwei nucleophilen Gruppen auf. (Erlduterung im Kapitel 5.4.3).
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(a) Doppelkopplung des DBCs iiber (b) GPC-Nachweis der Doppelkopplung
Ethylendiamin

Abbildung 17: GPC-Charakterisierung von Verbindung 5 Kopplungsreaktion von DBC
mit Ethylendiamin 4 sowie dem Produkt der Doppelkopplung. Im Elu-
gramm ist neben dem Hauptpeak bei ca. 6600 g/mol ein weiterer Peak
bei 10 000 g/mol zu sehen, der eine Doppelkopplung belegt (Verbindung
6 ). In diesem Fall miissen die Reaktionsbedingungen geéindert werden.

5.1.4. Abmischung groBerer und kleinerer Polymere

Fiir die spétere medizinische Anwendung kann es von Vorteil sein, ein Polymer mit
einem grofkerem PEO-Teil mit einem Affinitdtsmolekiil zu funktionalisieren und dieses
mit einem DBC, das einen kiirzen PEO-Teil hat, abzumischen. Das Erkennungsmolekiil
kann dann aus dem Nanocontainer an der Oberfliche herausragen. In der Arbeit von
Dai et al. von 2014 ist beschrieben, dass bei der Bildung einer Proteinkorona in wvivo
bzw. in vitro die Zuganglichkeit fiir den angesteuerten Rezeptor durch die Verwendung
unterschiedlich grofser Polymere bzw. das Ausfiillen von Liicken durch kleinere Poly-
ethylenoxide verbessert werden kann. [

Um sicherzustellen, dass eine Mischung von unterschiedlichen Polymeren eine homoge-
ne Mizellenbildung nicht stért, wurde der hydrodynamische Radius der Mizellen mit
der DLS untersucht. Dazu wurden verschiedene Abmischungen von zwei Polymeren,
die sich nur in der Groke der PEO-Einheit unterschieden, verwendet. Der Prozess der
Selbstorganisation als Phasentransfer von THF in Wasser mit thermischer Behandlung
simuliert die Bedingung, die auch bei der Verkapselung der Nanopartikel (NP) zum
Einsatz kommen (s. Abschnitt 5.2 sowie Theorie Abschnitt 2.5).

Die DLS Ergebnisse (s. Abb. 18) zeigen, dass sich die Mizellen in ihrem hydrodynami-
schen Durchmesser wenig unterscheiden. Dabei ist eine deutliche Tendenz des Grofen-

verhéltnisses zu erkennen, welches sich im Bereich zwischen 29 - 38 nm bewegt. Die Ab-
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mischung zweier unterschiedlich groffer Diblockcopolymere verédndert die Mizellenstruk-
tur nur geringfiigig und die Grokenverteilung bleibt schmal. Es ist zu erkennen, dass die
Mizellen des grofen Polymers (Mn = 10000 g/mol) einen etwas breiteren Peak aufweist,
der durch die Abmischung mit dem kleineren Polymer (Mn = 9000 g/mol) schmaler
wird. Eine Abmischung von Polymeren mit unterschiedlichen PEO-Kettenlingen ist
moglich und fiir die spétere mizellaren Verkapselung geeignet. Allerdings ldsst sich mit
dieser Methode nicht feststellen, ob sich die Mizellen aus beiden Polymeren homogen
gebildet haben oder ob zwei unterschiedlich grofse Mizellarten nebeneinander vorliegen.
Die Polyisoprenketten der Polymere sind identisch und begiinstigen die Bildung der
Mizellen aus dem Gemisch. Auch fiir die spitere Verkapselung der Nanopartikel durch
Abmischung von funktionalisiertem und unfunktionalisiertem Polymer wird davon aus-

gegangen, dass es zu einer homogenen Verteilung in der Mizelle aus beiden Polymeren

kommt.
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Abbildung 18: Hydrodynamische Durchmesser (d) bestimmt mittels DLS nach den
Intensitdten. Abmischung mit unterschiedlich grofen Polymeren mit ge-
ringen Auswirkungen auf den Durchmesser der Mizellen sowie einer
homogenen Verteilung.



5.2. Nanocontainer - Nanopartikel mit Polymer verkapseln

Nach der Funktionalisierung der Polymere mit einem AM sollen diese zur Verkapselung
der Nanopartikel dienen. Fiir den Ersatz in biologischen Systemen ist die Uberfiihrung
der NP von organischen Lésungsmitteln in Wasser notwendig. Die DBC zeichnen sich
durch ihre amphiphilen Eigenschaften aus und sind auch bei starker Verdiinnung mit
einer niedrigen cmc stabil. Die Bildung der Mizellen erfolgt beim Kontakt mit Wasser,
dabei zeigt der hydrophile PEO-Teil nach aufen und der hydrophobe PI-Teil umschliefst
den QD. Dieser wurde zuvor mit PI-Liganden stabilisiert, sodass die hydrophoben Poly-
isoprene mit denen des Diblockcopolymers in Wechselwirkung treten. Zur Stabilisierung
der Mizellen erfolgt eine radikalische Quervernetzung der Pl-Ketten im hydrophoben
Kern durch Zugabe von AIBN sowie thermischer Behandlung fiir 3 h bei 70 °C, sodass
die Oberfliche der QDs bzw. QDQRs ideal gegeniiber duferen Einfluss wie z.B. Tonen,
die eine Loschung der Fluoreszenz verursachen konnen, geschiitzt sind. Auf der ande-
ren Seite sind biologische Systeme vor den zelltoxischen Cadmium-Ionen der QDs bzw.
QDQRs abgeschirmt.

Dabei gibt es mehrere Moglichkeiten zur Verkapselung bzw. zur Bildung von Mizellen.
Um die Fluoreszenzquantenausbeute (QY) zu erhalten, muss der Kontakt der Oberfla-
che der QDs zum Wasser moglichst gering gehalten werden. Im Folgenden werden drei
Methoden miteinander verglichen. In der schematischen Abbildung 19 ist der appara-

tive Aufbau dieser gezeigt.

1) In der etablierten Verkapselungsmethode iiber eine computergesteuerte Vermischung
durch eine Mischstruktur werden die Nanopartikel zusammen mit dem DBC PI-5-PEO
und AIBN in THF gelost und in einer Spritze mit einer kontrollierten Geschwindigkeit
durch den Mischchip geleitet, der in einen zweiten Kanal mit einer weiteren Spritze das
Wasser einleitet. Die Mizellen bilden sich sofort aus und die Oberfliche der Nanoparti-
kel kommt nur geringfiigig in direkten Kontakt mit Wasser. (Standard 1)

2) Die wohl einfachste Methode ist die Vermischung mit Wasser durch Injektion der
THF-Losung mit QDs, PI-b-PEO und AIBN unter starkem Riihren. Zur Verbesserung
der Bildung von kleinen Mizellen wurde hier die Losung wiahrend der Injektion in ein
Ultraschallbad getaucht. (Ultraschall 2)

3) Durch die Kopplung mit Affinitdtsmolekiilen kann es vorkommen, dass sich die Los-

39



lichkeiten der Diblockcopolymere verdndern und sie eine geringere Loslichkeit in THF
aufweisen, z.B. bei Peptid- oder DNA-Sequenzen. Zu diesem Zweck wurde hier ein neue
Verkapselungsstrategie getestet, um ggf. darauf zuriickgreifen zu kénnen. Dazu wurde
das DBC in Wasser gelost und in die Wasserspritze am Mischchip aufgenommen. Die

weitere Durchfiihrung erfolgt dann wie unter Standard 1 beschrieben (Mischchip 3).

PC PC

R 2 L F
FTHR [T H20 THE ZtH20
L QD 3 fols} o

AIBN | sl

Abbildung 19: Schematische Darstellung der drei Verkapselungsmethoden. Kontrollier-
te Mizellenbildung durch computergesteuertes Mischverfahren bei Me-
thode 1 und 3. Methode 3 unterscheidet sich wesentlich durch die Zu-
gabe der DBC, die im Wasser gelost sind und nicht wie die bei 1 und 2
mit QDs und AIBN in THF gel6st sind. Zur Vermischung bei Methode
2 kommt ein Ultraschallgerdt zum Einsatz.

Die Absorptions- und Emissionsspektren aller Proben unterscheiden sich nur geringfiigig
voneinander. In Abbildung 20 sind die normierten Spektren der Standardverkapselung 1
zusehen. In der Emission wurde fiir alle Proben eine Abnahme der Fluoreszenzquanten-
ausbeute nach der Uberfithrung in Wasser gemessen. Zuvor betrug diese in Chloroform
44%. In Tabelle 2 sind die erhaltenen Daten zur Fluoreszenzquantenausbeute sowie die

hydrodynamischen Durchmesser zusammengefasst.
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Tabelle 2: Fluoreszenzquantenausbeute und hydrodynamische Durchmesser der einzel-
nen Verkapselungsexperimente.

Probe QY [%] | Int. d [nm] | PDI
1| Standard 16 110.7 0.243
2 | Ultraschall 13 102.5 0.162
3 | Mischchip 17 73.42 0.178
5 _
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Abbildung 20: Normierte Spektren der Absorption und Emission der Probe der Stan-
dardverkapselung 1.

Die Mizellen mit 73 nm aus Versuchsteil 3 sind kleiner als iiber die Handinjektion (2)
und die Standardmethode (1). Im Verleich der drei Methoden weist die Standardme-
thode den schlechtesten Polydispersitétsindex (PDI) auf, der aber noch im moderaten
Bereich (PDI 0.1-0.4) liegt. Die QY der Proben liegen in einem Bereich zwischen 13-
17%. Der beste Wert wird fiir die Methode 3 erhalten und steht somit als Option fiir die
Verkapselung mit THF und unl6slichen funktionalisierten Polymeren als geeignete Me-
thode zur Verfiigung. Allerdings sollte bedacht werden, dass diese Methode eine sehr
griindliche Reinigung der Wasserspritze erfordert, die mit dem Polymer verunreinigt

wird.
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Abbildung 21: Vergleich der drei Verkapselungsmehtoden aus DLS-Messungen nach den
Intensitdten.

5.2.1. Laufverhalten von Nanocontainern in Agarosegelen

Fiir die spétere Charakterisierung der mit gréfseren Biomolekiilen, wie Aptameren, funk-
tionalisierten Nanocontainer (NC), sind Agarosegele eine geeignete Methode. Auch Aus-
sagen iiber Wechselwirkungen mit Proteinen in Form einer Proteinkorona sowie Kopp-
lung mit Antikérpern kénnen schnell und einfach untersucht werden.!'?”l Dabei kann
eine groke Anzahl an Proben unter gleichen Bedingungen kostenglinstig mit geringem
Aufwand getestet werden.

Nanocontainer bewegen sich aufgrund ihrer Polymerhiille in Agarosegelen langsam. In
dem Agarosegel in Abbildung 22 ist zu sehen, dass NC ihr Laufverhalten mit der je-
weiligen Ladung der Endgruppen am Polymer verdndern. Durch die Stabilierung mit
Polyisopren-Diethylentriamin (PI-DETA) Liganden, die bei der Verkapselung der Nano-
partikel zum Einsatz kommen, sind die NC allgemein positiv geladen und bewegen sich
dementsprechend zum negativen Pol, der hier im Agarosegel oben liegt. Die jeweiligen
Endgruppen der PI-5-PEO Diblockcopolymere verstirken oder vermindern die positive
Ladung des NCs. Besonders deutlich wird dies im Vergleich von Bahn 1 mit Nanocontai-
nern, die mit einem DBC mit einer Aminoendgruppe verkapselt wurden, zu Bahn 3 mit

NC, die eine Carboxyendgruppe tragen und sich dadurch ihre Laufrichtung nach unten
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zur Anode verdndert hat. Bei den NC mit neutralen Endgruppen wie Hydroxy- und
Methoxygruppen wird die positive Gesamtladung nicht verindert und die NC laufen in
Richtung der Kathode. Zu dem wurde iiberpriift, wie sich eine Proteinlosung (Plasma
Pool) auf die Nanocontainer auswirkt. Es ist deutlich, dass nur sehr leichte Wechselwir-
kungen zu erkennen sind, aber die Nanopartikel ihre Laufrichtung beibehalten. Diese
Untersuchung bildet eine wichtige Grundvoraussetzung, um unspezifische Wechselwir-
kungen auszuschliefsen und die Gelelektrophorese als zuverlissige Nachweismethode zu
nutzen. Agarosegele eignen sich besonders gut als Nachweismethode im Zusammenhang

mit medizinischen und biochemischen Untersuchungen.
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Abbildung 22: NC,QDs mit unterschiedlichen Endgruppen am Polymer im Agarosegel.
[0.75%, 80 V, (oben) 1 h, (unten) 2 h, ohne EtBr|: 1: -NH,, 2: -NH,
mit Plasma Pool, 3: -COOH, 4: -COOH mit Plasma Pool, 5: -O-CHs,
6: -O-CH3 mit Plasma Pool 7: -OH 8: -OH mit Plasma Pool. Die Lauf-
richtung bleibt erhalten, geringe Wechselwirkung mit dem Plasma Pool.
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5.2.2. Stabilitdt in Fixierungsmitteln

In der Praparation von Gewebeschnitten sowie Zellen ist es hdufig notwendig, Fixier-
ungsmittel zu verwenden. In Abbildung 23 sind QDs und QDQRs auf ihre Stabilitéit in
den géngigen Fixierungsmitteln Methanol, Aceton sowie 4%iger Formalinlosung getestet
worden. Dabei ist deutlich zu sehen, dass die Fluoreszenz verringert wird, aber noch gut
zu erkennen ist. Wie erwartet agglomerieren die NC in Methanol und Aceton aufgrund
der geringen Loslichkeit der Polymerligandenhiille in diesen Medien. Da jedoch die
Fluoreszenz weiterhin in ausreichendem Mafse erhalten bleibt, stellt dies kein Problem

dar.

Abbildung 23: Verdnderung der Fluoreszenzen von NC in gingigen Fixierungsmitteln:
(oben) QD - QU1 (unten) QDQR -RU1, A: ohne Behandlung, B: Me-
thanol C: Aceton D: Formalinlosung 4%. Fluoreszenz der Nanopartikel
bei Anregung unter UV-Lampe ist in jeder Probe ausreichend fiir bio-
medizinische Anwendungen.
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5.3. Organische Kopplungsmethoden an Polymere

Die jeweilige Kopplungsreaktion wird nach der entsprechenden Grofe, Loslichkeit sowie
Stabilitdt des AMs ausgewédhlt. Kleine Molekiile konnen vor der Verkapselung der NP,
nach dem sogenannten pre-assembly mit dem Polymer gekoppelt werden (s. Kapitel
2.6.2). Die Charakterisierung mittels NMR ist aufgrund der geringen Anzahl an Proto-
nen im Vergleich zu grofen Proteinstrukturen gut méglich, und einzelne Verschiebungen
durch die Kopplung an das Polymer werden deutlich. Dennoch kann es zu einer Uber-
lagerung durch die breiten Signale der Polymere kommen und die Charakterisierung
mittels NMR erschweren.

Grofsere AM, wie beispielsweise kurze Peptid- und DNA-Sequenzen, stellen eine grof-
ere Herausforderung dar. Zum einen sind diese in vielen Losungsmitteln unléslich, zum
anderen wird eine selektive Kopplung durch die Anwesenheit von mehreren Aminogrup-
pen bzw. nucleophilen Gruppen erschwert.

In Abschnitt IT wird dazu fiir die Funktionalisierung der NC mit gréferen AM durch

die bioorthogonale Kopplung vorgestellt.

5.4. CDI-Aktivierung

Die Grundlage fiir viele weitere Reaktionen stellt die Aktivierung mittels 1,1’-Carbonyldi-
imidazol (CDI) dar, welche mit quantitativen Umsétzen gelingt. Die darauffolgende Re-
aktion mit einem AM variiert hingegen stark. Bei der Herstellung des Polyethylenoxid
wird nach Abbruch am Ende der Kette eine Hydroxylgruppe erhalten, diese kann durch
Umsetzung mit einem hohen Uberschuss an CDI aktiviert werden (s. Abb.24) und im
niachsten Schnitt nucleophil mit einem primédren Amin unter Abspaltung eines Imid-

azols substituiert werden.

0
I N DABCO j)\
7 "N” TN™N »  P|-p-PEO ~
-b-PEO —OH
PIb-PEO ' g;/ \=q DCM, 12 h, RT O N@
1 2 N
1.1"- Carbonyldiimidazol 3
col

Abbildung 24: Darstellung der CDI-Aktivierung am Diblockcopolymer PI-b-PEO.
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Nach einer schnellen Reinigung durch Zersetzung von iiberschiissigem CDI durch kalte
wassrige Extraktion erfolgt die Trocknung der organischen Phase mit Magnesiumsul-
fat und Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck. Unter wasserfreien
Reaktionsbedingungen wird dann im néchsten Schritt die Kopplung der Affinitdtsmo-
lekiile durchgefiihrt.

Das zu koppelnde AM wird in einem organischen wasserfreien Losungsmittel gelost.
Die Umsetzung erfolgt iiber das priméire Amin wie in Abbildung 25 zu sehen ist. Diese

o} 0
o N/N +  HaN-R —_— Pl-b-PEO . JL R

O N
EN HN ™ L

Abbildung 25: Darstellung der Kopplung von priméren Aminen an CDI-aktiviertes
Diblockcopolymer unter Bildung einer Carbamatgruppe.

Kopplungsmethode eignet sich beispielsweise gut fiir Glycoside, die mit einem Amino-
linker versehen wurden. Es ist dabei zu beachten, dass diese wihrend der Reaktion
ihre Acetylschutzgruppen aufgrund der Loslichkeit behalten und diese erst in einem

Folgeschritt entfernt werden.

5.4.1. Umsetzung des CDI aktivierten DBC mit Ethylendiamin

Als ein sehr hiufig genutztes Produkt und zur Uberpriifung der Qualitit der CDI-
Aktivierung wurde Ethylendiamin an das Polymer gekoppelt. Die Umsétze waren nahe

zu quantitativ und reproduzierbar.

0 0
PI-b-PEO \OJLN@ tHNCA~ R, Pl-p-PEO \OJ\N/\/NHQ
, =N 4 HNTY H
- \L"—‘N 5

Abbildung 26: Darstellung der Kopplung von Ethylendiamin an CDI-aktiviertes
Diblockcopolymer unter Bildung einer Carbamatgruppe zur Verbin-
dung 5 .

Des Weiteren dient die Aminogruppe am Polymer fiir weitere Kopplungsreaktionen.
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5.4.2. Stabilitat der Carbamatbindung gegeniiber Entschiitzungsreaktionen

Um sicher zu stellen, dass die Carbamatbindung in Entschiitzungsreaktionen stabil ist,
wurde Benzylisocyanat 7 mit der Hydroxylgruppe am PI-5-PEO quantitativ umge-
setzt, sodass eine gute Verfolgung der NMR Signale bei 4.26 und 4.37 ppm moglich
war. Durch die sterische Hinderung des aromatischen Rests ist die Zuginglichkeit zur

Carbamatgruppe verringert und die Bindung zuséitzlich stabilisiert.

PABCO  pre-pEO j)'\
_ 0=C=N —» PIb-PEO~
PI-p-PEO —OH  + — o H/\©
1 7 55°C 8

Abbildung 27: Darstellung von PI-6-PEO-Benzylcarbamat 8 iiber Isocyanat.

Typische Entschiitzungsbedingungen fiir die Deacetylierung von Glycosiden ist die Ver-
wendung von Natriummethanolat (0.1 M) oder 30%iger Ammoniaklosung zur Entschiit-
zung bei Festphasensynthesen von DNA. Hierzu wurde das erhalte Produkt 8 fiir
sieben Tage den jeweiligen Entschiitzungsbedingungen sowie Erwdrmen (55 °C), aus-
gesetzt und tiber Dialyse gereinigt. In den NMR-Spektren (s. Abb. 28) zeigt sich, dass
die Kopplung durch die Carbamatgruppe gegen diese Bedingungen sehr stabil ist. Der
Peak der a-Methylengruppe bei 4.26 ppm bleibt in allen Spektren unveréndert in der
Intensitédt. Fiir die Kopplung von Glycosiden sowie bei der DNA-Festphasensynthese

steht die Carbamatbindung somit als Option zur Syntheseplanung zur Verfiigung.
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Abbildung 28: 'H-NMR in CDCl;: Stabilitiitstest der Carbamatbindung von Verbin-
dung 8 nach sieben Tagen in Natriummethanolat (0.1 M), Ammoniak

(30%ig) und unter Erwiirmen auf 55 °C. Keinerlei Verdnderung der In-
tegrale weisen auf hohe Stabilitéat hin.

5.4.3. Darstellung von PI-b-PEO-Benzylguanin

Eine interessante Verbindungsklasse stellen Molekiile dar, die von Reparaturproteinen
erkannt werden konnen. Das in der Theorie bereits beschriebe SNAP-Protein (s. Ka-
pitel 2.7.1) ist in der Lage Benzylguanin (BG) zu erkennen und unter Abspaltung
von (GGuanin eine kovalente Bindung herzustellen. In in vivo Studien bei Mausen konn-
ten SNAP-Fusionsproteine (z.B. Antikorper) mit hoher Genauigkeit und Stabilitéit an

BG-gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe gebunden werden und so Zielstrukturen markiert

werden. [71]

Dieses Prinzip ldsst sich als bioorthogonale Kopplungsmethode auf den Nanocontainer
iibertragen. Dabei wird das gewiinschte Protein zuvor im biochemischen Verfahren als
ein zusammenhéngendes Protein mit dem SNAP hergestellt und an die Oberfliche der
NC, die mit BG funktionalisiert sind, gekoppelt.

Zur Herstellung der funktionalisierten NC wird zunéchst das DBC mit OS-(4-Amino-

benzyl)guanin 9 gekoppelt, um es spéter in der Verkapselung der NP einsetzen zu

konnen.
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Die Synthese verlduft iiber eine nucleophile Substitution am primiren Amin des Ben-

zylringes (s. Abb. 29).

' paeco HN NN
HoN.__N 2
s MR rGiiRo 2 \Nﬁg >
b 60° b
Pl-5-PEO ~q N/% n HN N. .= N Pl-b-PEO ~0” N N
3 B Irll_l
9 N\/) 10

Abbildung 29: Nucleophile Substitution von O°-(4-Aminomethylbenzyl)guanin 9 mit
einem CDI-aktivierten PI-6-PEO 3 .

Allerdings ist zu beachten, dass durch eine langsam ablaufende Reaktionskinetik durch
die Knéduelung der Polymere auch die Aminogruppe am Purin als nucleophile Gruppe
der Reaktion zur Verfiigung steht. Anhand der Elugramme der GPC (s. Abb. 30) lassen
sich Doppelkopplungen gut nachverfolgen, besonders wenn die Edukte sich unter den
Reaktionsbedingung nur unvollstindig gelost hatten. Daher zeigte sich der Einsatz von
DMSO in Abmischung mit TCM als besonders geeignet, um sowohl das Polymer als
auch das BG vollstindig zu l6sen. Das Elugramm (Abb. 30 (II)) zeigt, dass dadurch nur
eine geringe Doppelkopplung stattgefunden hat. Des Weiteren weisen die Produkte in
der GPC kein Signal fiir freies Benzylguanin auf, sodass von einer sehr guten Reinigung

ausgegangen werden kann.

Die besten Resultate wurden mit einem Ldsungsmittelgemisch von DCM und DMSO
erzielt, sodass Polymer und Benzylguanin ausreichend gelost sind. Die Bestimmung
der Umsitze erfolgte anhand der 'H-NMR-Spektren und lag bei 65%. Die Darstellung
des SNAP-Proteins iiber einen molekularbiologischen Prozess, sowohl mit einem green
fluorescent protein (GFP) als auch mit CLEC 10a, einem Lektin in der Erkennung von
veranderten Glykoproteinen, konnten durch die Kooperationspartner bisher leider nicht
erfolgreich hergestellt werden. Daher liegen bisher noch keine weiterfiihrenden experi-

mentellen Daten mit Benzylguanin-funktionalisierten Nanocontainern vor.
Zukiinftig stellt die bioorthogonale kovalente Kopplungsmethode eine vielversprechende

Moglichkeit zur Funktionalisierung der NC mit beispielsweise Antikérpern dar. Diese

kénnen gezielt an einer Stelle gekoppelt werden und dadurch der Einfluss der Kopplung
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Abbildung 30: GPC-Elugramme: (links) Ausgangspolymere; (rechts) Produkt mit Ben-
zylguanin gekoppelt; Reaktion I) Polymer P6 ; Produkt zeigt doppeltes
Mw. Reaktion ohne DMSO das Polymer hat iiber die beiden Aminogrup-
pen am Benzylguanin gekoppelt. IT) Polymer P4 ; Produkt zeigt nur

eine geringe Dimerisierung. Diese Reaktion wurde mit 1:1 TCM:DMSO
durchgefiihrt.

auf die Faltung und Bindungsfihigkeit verringert und gesteuert werden. Dies bietet

einen grofsen Vorteil gegeniiber iiblichen Konjugationen bei denen mehrere Stellen im

Protein reagieren, z.B. iiber NHS- oder EDC-Kopplung.
Es bleibt an dieser Stelle offen, ob das BG am NC fiir das SNAP-Fusionsprotein zuging-

lich ist, wie die Stabilitdt in der Losung ist und schlussendlich die Bindungsfihigkeit
des Proteins nach der Kopplung.

20



5.5. Darstellung von PIl-b-PEO-Glycosiden iiber
CDI-Aktivierung

Als Beispiele fiir die Kopplung von Glycosiden iiber die CDI-Aktivierung werden hier
zwei spezielle Zucker gezeigt, die wegen ihrer Eigenschaften von grofsem Interesse in der

medizinischen Forschung sind.

5.5.1. PIl-b-PEO-Streptozotocin Analogon

Streptozotocin (STZ) ist ein Glycosamin, das in der Krebstherapie unter dem Namen
Zanosar® vertrieben und in der Chemotherapie eingesetzt wird.['?3] Durch die starke
Affinitdt zum GLUT?2 Rezeptor in -Zellen wird STZ auch zur Induktion von Diabetes

mellitus bei Versuchstieren genutzt. 124

Allgemein ist bei der Kopplung aller Molekiile an das DBC immer die Gefahr, dass es zu
einer Verinderung der Eigenschaften, insbesondere der Bindungsfahigkeit zum Rezep-
tor, kommen kann. Fiir die Kopplung ist ein Linker wichtig, der zum einen die Flexibi-
litdt der Struktur zuldsst und zum anderen bei einer biochemischen Anwendung wenig
Einfluss auf die Bindung zum Rezeptor hat. Dies kann durch einen n-Butylaminolinker
gewahrleistet werden. Das STZ-Analogon 11 wird mit dem CDI-aktivierten DBC 3
zu Verbindung 12 umgesetzt und im letzten Schritt durch NaOMe entschiitzt um
Verbindung 13 zu erhalten.

AcO AcO
0
0 AGOSE&/OM ACO/%/OAC
P1-b-PEO ~ . AL AT | AO™ | 0
-b- .
0 Ny + DCM/ITHF WM. NH N
= HNS N~~~ _DABCO e \/\/\HJLO/PEO o
3 0 55 °C 0

11
12

HO

o X2 on

HO>T o

HNTNWN,JJ\D/PEO-Q-PI
H

0 13

l MNaOlMe/MeOH

Abbildung 31: Darstellung des PI-6-PEO-STZ iiber CDI-Aktivierung des DBC und

nucleophile Substitution am priméiren Amin.

Nach vollstandiger Reinigung wurde ein Umsatz von 10% mittels NMR iiber das Signal
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bei 4.26 ppm des a-Methylens bestimmt.

5.5.2. Darstellung von PIl-b-PEO-GalNAc-Serin

Die Kopplung des GalNAc-Serins 14 erfolgte nach der Entschiitzung der Aminogruppe
am Serin mittels Piperidin. Nach der anschliefienden Deacetylierung konnte ein Umsatz

von 25% mittels NMR bestimmt werden.

OAc ~OhAc AcQ -OAc
Q 0
AcO NHFmoc -Fmoc  aco NH;
—_—
0 Piperidin 0o H
AcHN COOoH AcHN coo
)
14 o 15
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oH ~OH
0 M PEO-b-PI NaOMe/MeOH j)\
AcO HN™ ™0 0 PEO-b-PI
HO HNT 07
AN O COOH !
C
H
16 AcHN oo

17

Abbildung 32: Darstellung der Synthese von GalNAc-Serin an CDI-aktiviertes Diblock-
copolymer unter Bildung einer Carbamatgruppe.

Dabei ist zu beachten, dass es durch die CDI-Kopplung an die Aminoséure zu einer ande-
ren Verschiebung der a-Methylenprotonen am Polyethylenoxid in der NMR, Analytik in
Chloroform-d; kommt, sodass diese von dem Polyisoprensignal iiberlagert werden. Erst
durch die Verwendung von THF-dg als NMR-Losungsmittel und nach der Entschiitzung
sind die Protonen von GalNAc zu identifizieren und konnten zur Umsatzbestimmung
genutzt werden.

Im Abschnitt 11T wird auf Zellaufnahme-Experimente an HEPG2-Zellen unter Verwen-

dung der Nanocontainer mit einem funktionalisierten Polymer 17 néher eingegangen.
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5.6. Darstellung von Pl-b-PEO-Glycosiden iiber Click-Chemie

Die Cu-katalysierte Huisgen Reaktion (Click-Chemie) bietet den Vorteil, dass eine Viel-
zahl chemischer Gruppen toleriert werden und die Reaktion selektiv zwischen der Azid-
und Alkingruppe stattfindet. Durch die Kopplung eines Linkers an das anomere Zen-
trum des Zuckerderivats kann eine vollstindig anomerenreine Substanz erhalten werden.
Die Zuckerderivate mit entsprechender Linkerchemie wurden in Kooperation mit Dr.
Anna Jacobsen und Dr. Yevgeniy Leshch aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Joachim
Thiem zur Verfiigung gestellt.['??]

Die Click-Reaktion nach Huisgen verlduft sowohl in organischem als auch wéssrigem
Milieu unter milden Bedingungen mit einer stereospezifischen Bildung des 1,4-disub-
stituierten 1,2,3-Triazols.!'?] Das Proton am Triazolring liegt im "H-NMR bei 7.80-
8.09 ppm auferhalb der Signale des Diblockcopolymers und ist somit gut geeignet zur
Charakterisierung.

Die Umsitze werden mafigeblich durch die Léslichkeit des Katalysators beeinflusst.
Die Reaktionsbedingungen sind daher genau untersucht und optimiert worden. Bei der
Reaktion entstehen keine Nebenprodukte, sodass die Reinigung erleichtert wird. 64127l
Allerdings ist sowohl fiir die Anwendung in Zellversuchen also auch besonders bei der
Verkapselung der Nanopartikel entscheidend, dass der Kupferkatalysator vollstiandig
entfernt wird. Kupferionen kénnen zum Ausléschen der Fluoreszenz (quenching) der
QDs fithren. Des Weiteren konnen biologische Prozesse durch die Anwesenheit von

Kupferionen gestort werden.

5.6.1. Darstellung von PI-b-PEO-a-D-Mannoheptulose

Es wurde unter bereits erprobten kupferkatalysierten Click-Reaktionsbedingungen mit
Kupferiodid gearbeitet. Ziel war es, Nanocontainer mit a-D-Mannoheptulose (MH) und

anderen Zuckerderivaten miteinander zu vergleichen.

Die Synthese erfolgte unter Zugabe von Kupferiodid als Katalysator. Nach der Reini-
gung und Deacetylierung wurde ein Umsatz von 20% anhand des 'H-NMR-Spektrums
ermittelt. Fiir die weitere Umbhiillung der Nanopartikel und spétere SPR-Messung (s.

Kapitel 5.16) ist der Umsatz ausreichend und das funktionalisierte Diblockcopolymer
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Abbildung 33: Kopplung von PI-6-PEO P8 mit der a-D-Mannoheptulose 18 iiber
einen Azidlinker zu Verbindung 19 und Entschiitzung zu PI-6-PEO-MH
20 . a) Cul, DABCO, TCM b) NaOMe (0.1 M) in MeOH.

konnte erfolgreich zur Verkapselung von QDs genutzt werden.

5.6.2. Darstellung von PI-b-PEO-Glucose und PIl-b-PEO-Mannose

Es zeigten sich in darauf folgenden Reaktionen aber immer haufiger sehr geringe Um-
sitze in Cul-katalysierten Click-Reaktionen. Aus diesem Grund wurden systematisch
unterschiedliche Reaktionsbedingungen getestet und deren Erfolg anhand der Umsétze

im 'H-NMR miteinander verglichen.

Fiir eine Anwendung der Click-Reaktion am Nanocontainer im wéssrigen Medium (post-
assembly) ist es notwendig die Click-Reaktion zu optimieren und die Umsétze zu stei-
gern. Dazu wurden Glucose und Mannose mit einen Butylazid-Linker verwendet. Es
wurde jeweils ein Uberschuss (5 Aq) des Zuckerderivats (21 -24 ) eingesetzt.

In Hinblick auf eine Kopplung mit Azid-DNA wurde Kupferiodid-Triethylphosphit als
Katalysator gewihlt, der in der Literatur sehr gute Umsétze mit Polymeren und DNA
zeigte. 1]

In den organischen Synthesen wurde wie iiblich unter Schlenkbedingungen gearbeitet,
fiir Reaktionen im wissrigen Medium wurde zuvor das Wasser entgast. Die Glycoside
21 und 22 wurden vor der Reaktion in Wasser zu den Verbindungen 23 und 24
deacetyliert, um die Loslichkeit zu gewéhrleisten. Mit CulP(OEt); konnten sehr gu-
te Umsétze von 85% , sowohl in organischen als auch in wissrigen Synthesen, erzielt
werden. Ebenso wie mit CuSO, und Ascorbinsdure Umséatze von bis zu 87% erreicht

wurden.
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Abbildung 34: Uberblick zu Click-Reaktionen mit a-D-Glucose-Aziden 21 und 23 und
a-D-Mannose-Aziden 22 und 24 zur Kopplung mit PI-6-PEO-Alkin P8 .

Die hohen Umsitze dieser Reaktion im wéissrigen Medium sind besonders fiir post-
assembly Kopplungen und kostenintensive, empfindliche Substanzen interessant. Aus
diesem Grund wurden diese Reaktionsbedingungen zuvor an Nanocontainern getestet,

um im néchsten Schnitt eine Kopplung mit z.B. Azid-DNA durchfiihren zu kénnen.

5.6.3. Vorarbeit zur Kopplung von DNA-Aziden an Nanocontainer

Ein grofer Nachteil der Click-Reaktionen ist die Anwesenheit von Kupferionen, die
einquenching der Fluoreszenz bei QDs bzw. QDQRs hervorrufen konnten. In umfangrei-
chen quenching Experimenten mit Cul konnte in der Arbeitsgruppe Weller durch Merkl
et. al eine erfolgreiche Verkapselungen von (QDs gezeigt werden, die erst nach mehre-
ren Tagen bei hohen Konzentrationen eine Abnahme der Fluoreszenz zeigten.!®3 Die
Konzentrationen des Kupferkatalysators wurden entsprechend unterhalb dieser Werte
gewahlt, die zum quenching fithren konnten. Im Abbildung 35 wird deutlich, dass die
Fluoreszenz der QDQRs bei der Verwendung des CulP(OEt); Katalysators bereits nach
5 Min. stark abnimmt. Im Gegensatz dazu zeigt sich eine deutlich bessere Abschirmung
gegeniiber Kupferionen die aus CuSO4 hervorgehen, diese QDs sind nach 24 h noch

immer stabil.
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CuIP(OEt)
5 Min.

Abbildung 35: QDQRs bei UV-Licht-Anregung unter Click-Reaktionsbedingungen mit
unterschiedlichen Kupferkatalysatoren. Jeweils vor der Zugabe, oben
links CulP(OEt)s, nach 5 Min. u. 7 Min., rechts CuSOy4 u. Ascorbin-
sdure, nach 1 h u. 24 h.

Die organische Kupferverbindung CulP(OEt)3 stellt sich somit als ungeeignet dar. Auf-
grund der hydrophoben Eigenschaften ist dieser Katalysator schlecht in Wasser 16slich
und der lipophile Anteil begiinstigt die Zuginglichkeit der Kupferionen zur Oberflé-
che des Nanopartikels. Dadurch wird in wenigen Minuten die Fluoreszenz der QDs
bzw. der QDQRs vollsténdig geloscht. Fiir zukiinftige Click-Reaktionen am NC (post-
assembly) ist daher bevorzugt mit anorganischen Kupferverbindungen zu arbeiten. In
organischen Synthesen fiir die pre-assembly Funktionalisierung der Diblockcopolymere
ist CulP(OEt)3 durch eine gute Loslichkeit und gute Umsétze von 86% mit Azidzuckern

optimal geeignet.
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5.7. Vorarbeiten zur Festphasensynthese

Neben biochemischen Verfahren lassen sich Proteine und DNA-Sequenzen in organi-
schen Festphasensynthesen herstellen. Dazu werden die einzelnen Monomere (Amino-
sauren oder Nucleotide) in aufeinander folgenden Zyklen aneinander gekoppelt. Die
Reinigung von Edukten ist schnell und sehr effektiv indem mit Losungsmittel gespiilt
wird ohne dadurch einen Ausbeuteverlusten des Produkts befiirchten zu miissen, da die-
ses mit dem Trigermaterial fest verbunden ist. In Abbildung 37 ist ein Zyklus gezeigt,
der nicht wie gewohnlich ein weiteres Nucleotid an das Ende der DNA-Kette gekoppelt
sondern ein zuvor aktiviertes DBC (PI-6-PEO-Phosphoramidit 30 ). Die Festphasen-
synthese bietet den Vorteil das alle Polymere, die nicht an die DNA binden, iiber einen
Waschschritt entfernt werden. Zum Schluss werden nur Polymere mit einer DNA Funk-
tionalisierung erhalten. Die Kopplung erfolgt dabei nur an der letzten Base und es
werden keine mehrfach Kopplungen erhalten (s. Abb. 37). Um die optimalen Bedingun-
gen fiir die Synthese mit dem Diblockcopolymer zu schaffen, wurden zur Vorbereitung
die bereits prasentierten Vorversuche zu Acetonitril als Losungsmitteln in Kapitel 5.1
vorgestellt. Diese Synthesen sind in Zusammenarbeit mit Dr. Jan Willem de Vries in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Hermann der Universitit Groningen entstanden.

Bei der Synthese des PI-5-PEO-Phosphoramidits 30 (s. Abb. 36) ist besonders sorg-
faltig unter Schlenkbedingungen gearbeitet worden. Dazu wurde PI-0-PEO-OH unter
basischen Bedingungen mit 2-Cyanoethyl-N,N-Diisopropylchlorphosphoramidit 29 um-
gesetzt. Nach der Entfernung tiberschiissigen Eduktes 29 wurde ein Umsatz von 80%
fiir Verbindung 30 anhand eines ' P-NMR-Spektrums bestimmt. Die Bildung des Oxi-
dationsprodukts 31 lieft sich im NMR-Spektrum ebenfalls nachweisen. Das Gemisch
aus Verbindung 30 und 31 konnte ohne weitere Reinigung zur Synthese am DNA-

Synthesizer genutzt werden.
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Abbildung 36: Darstellung des DBC-Phosphoramidit 30 sowie oxidierte Form 31 als
Nebenprodukt.

Die hier gezeigte Festphasensynthese (s. Abb. 37) wurde an einem basenlabilen Tréger
aus Polystyrol (PS) durchgefiihrt. Nach der Synthese der gewiinschten DNA-Sequenz
kann anstelle einer weiteren Nucleobase das aktivierte PI-6-PEO 30 mit der entschiitz-
ten OH-Gruppe an der Ribose reagieren. Unter schwachsauren Bedingungen reagiert
die Hydroxylgruppe nucleophil am Phosphoramidit unter Abspaltung von Diisopropyl-
amin (s. Abb. 37). Das entstandene Phosphit 32 wird anschliefend zum Phosphat
33 oxidiert. Der Zyklus wird durch das DBC als letztes Nucleotid beendet und alle
Schutzgruppen der DNA-Basen, Phosphatreste sowie Trigermaterial kénnen durch eine

wassrige Ammoniaklosung abgespalten werden. Das Produkt 34 wurde erhalten.
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Abbildung 37: Darstellung der Kopplung von PI-b-PEO-Phosphoramidit an Desoxyri-
bose innerhalb eines DNA-Syntheseprozesses als letzte Base. a) Entfer-
nung der para-Dimethyltrityl-Schutzgruppe (DMTr-) an der OH-Gruppe
der Ribose. b) Nucleophile Substitution von 30 . ¢) Oxidation der Phos-
phitgruppe. d) Abspaltung und Entschiitzung durch Ammoniak.

Die Charakterisierungen gaben erste Hinweise auf die erfolgreiche Kopplung des Diblock-
copolymers an die DNA-Sequenz. Das Produkt 34 kann anhand der zusétzlichen nega-
tiven Phosphatgruppe iiber eine HPLC gereinigt werden. Im Polyacrylgel (s. Abb. 38)
ist sehr gut der Unterschied zwischen den einzelnen getrennten Produkten zu sehen.
In Bahn 3 ist die Fraktion mit freier 22nt einzelstringiger DNA auf gleicher Hohe zur
Referenz in Bahn 2. Das Produkt der DBC gekoppelten DNA ist in Bahn 4 zu finden.
Zum Vergleich ist eine Probe der Gruppe aus Groningen mit DNA an einem Polymer

in Bahn 12 gezeigt, die ein dhnliches Verhalten aufweist, wie das Produkt aus Bahn 4.
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Abbildung 38: Denaturierendes Polyacrylamid-Gel: 1: Ladder 2: ssDNA 22nt, 3: Rei-
nigungsfraktion 3 (kein DBC), 4: DBC (10 kDa) Fraktion 5 mit ssD-
NA 22nt, 5: -, 6: Syntheseprodukt 1 ungereinigt (100fach verdiinnt), 7:
Syntheseprodukt 1 ungereinigt (100fach verdiinnt) (3x), 8: -, 9: Syn-
theseprodukt 2 ungereinigt (100fach verdiinnt), 10: Syntheseprodukt 2
ungereinigt (100fach verdiinnt) (3x), 11: -, 12: Vergleichspolymer mit
DNA aus Groningen.

Nachfolgend wurde ein Massenspektrum aufgenommen, hier liefs sich mit Sicherheit
feststellen, dass es sich nicht um zwei DNA-Strange handelte, dennoch konnte die Mas-
se fiir das Produkt 34 aus PI-5-PEO mit gekoppelter DNA nicht ermittelt werden. Im
'H-NMR konnten nur Signale von der DNA gefunden werden. Der Grund dafiir kénnte
sein, dass die Signale des PI-6-PEOs ggf. durch eine Mizellenbildung abgeschirmt sind,
da sich das Produkt nur in D,O l6sen liefs. Wie bereits im Kapitel 5.1 zur Charakte-
risierung von PI-5-PEO in D,O beschrieben wurde, sind dann keine PI-Protonen im
'H-NMR-Spektrum und nur noch das PEO-Signal bei 3.65 ppm zu sehen.

Im DLS wurden fiir das Produkt PI-6-PEO-ssDNA aus Fraktion 5 polydisperse Mizellen
(PDI 0.6) mit einem Hauptpeak bei 144-196 nm gemessen. Dieser Wert ist grofer als
fiir die zuvor vermessenen DBC aus den Vorversuchen (s. Kapitel 5.1.4). Die Mizellen
der Polymere ohne DNA weisen dabei eine Grofe zwischen 29-38 nm auf. Die deutliche
Vergroferung der Mizellen spricht dafiir, dass eine Kopplung von DNA und PI-6-PEO
stattgefunden hat und das Produkt 34 erhalten wurde.

Die erhaltenen Mengen sind im Bereich von 2 - 3 mg und fiir eine Verkapselung der Na-
nopartikel nicht ausreichend. Fiir zukiinftige Verkapselungen wurde bereits in Kapitel

5.1 die Abmischung mit kleinen DBC getestet sowie eine neue Methode zur Verkapse-
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lung mit DBC, die sich nach der Funktionalisierung nicht mehr in THF 16sen lassen (s.
Kapitel 5.2) und auf die hier zuriick gegriffen werden konnte. Bei ausreichenden Mengen
wire dann die Verkapselung der NP mit DNA funktionalisierten Diblockcopolymeren
moglich.

Die Charakterisierung mittels Gelen und iiber die zuséitzliche negative Ladung durch
die weitere erhaltene Phosphatgruppe, die in der HPLC zur Trennung von ungekoppel-
ter DNA genutzt wurde, bestétigen die erfolgreiche Kopplung.

Um die Ausbeute zu steigern, sind Optimierungen der Einstellungen am DNA-Synthesizer
sowie der Reinigungsschritte erforderlich. Die eingesetzte Menge an DBC von 3 g pro
Synthese am DNA-Synthesizer iiberschreitet allerdings die sonst iiblichen verwende-
ten Mengen (20-200 mg) fiir unerprobte Reaktionen, sodass diese Syntheseroute nach

einigen Versuchen nicht weiter verfolgt wurde.
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5.8. Darstellung von PIl-b-PEO-Biotin

Die biotinylierten DBC konnen genutzt werden um im néchsten Schritt Streptavidin
(Strep.) bzw. NeutrAvidin (NAvi) zur bioorthogonalen Kopplung von ebenfalls biotiny-
lierten Affinintatsmolekiilen zu nutzen. In der Theorie in Kapitel 2.7.2 wurde bereits
detailliert auf die Wechselwirkung von Biotin mit der Klasse der Avidine eingegangen,
sowie die Vorteile der bioorthogonalen Kopplung an Nanocontainer. Die Ergebnisse wer-

den im folgenden Abschnitt II vorgestellt.

Bereits in vorangegangenen Arbeiten konnte eine erfolgreiche Kopplung von Biotin an
das DBC durch Dr. Christian Schmidtke gezeigt werden. 8! Der Biotin-NHS-Ester ist
dabei als kommerziell erhiltliches Produkt kostenintensiv und muss trocken gelagert
werden. Mit der nachfolgenden Synthesestrategie iiber eine basisch katalysierte Ver-
esterung am Biotin 35 mit Pentafluorophenyltrifluoroacetat 36 (s. Abb. 39 konnte
erfolgreich die Darstellung des PI-b-PEO-Biotins 38 (s. Abb. 40) gezeigt werden. Die

Umsétze liegen in einem dhnlichen Bereich wie bei der NHS-Kopplung.

H HN DMF, 30 min

\[(V\ Qﬂm + \ﬂ/ ]i:[ BN \/i;[ NN HQHI\l(NH

35

Abbildung 39: Aktivierung des Biotins zum Pentafluorophenyl (pFp)-Aktivester.

Durch die Zugabe der Base 1,4-Diazabicyclo|2.2.2Joctan (DABCO) wird das nucleophi-
le Amin am Polymer aktiviert und mit dem Carbonyl des Aktivesters umgesetzt. Es
konnte ein Umsatz von 30% erzielt werden, somit war diese Reaktion ebenso erfolgreich
wie die Umsetzung mit dem NHS-Ester. In den beiden Spektren der Abbildung 41 sind
sehr gut die Signale des Biotins im direkten Vergleich mit dem gekoppeltem Polymer

wiederzufinden.
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Abbildung 40: Umsetzung des DBC-Amin 5 mit aktiviertem Biotin 38 .
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Abbildung 41: 'H-NMR-Spektrum von Biotin 35 in DMSO-d6 (oben) im Vergleich mit
PI-5-PEO-Biotin 38 (unten).
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Abschnitt Il - Bioorthogonale Kopplung an
Nanocontainern

Die bioorthogonale Kopplung ist eine schonende Methode, bei der die einzelnen Be-
standteile keinen Kontakt zu aggressiven Reagenzien haben und empfindliche biologi-
sche Konstrukte gezielt an nur einer Stelle mit einer kopplungsfahigen Gruppe bioche-
misch reagieren. Es werden Verfahren genutzt, die bei in vivo und in vitro Anwendungen
bereits erprobt sind.

Im folgenden Abschnitt wird niher darauf eingegangen wie DNA-Aptamere (91 Nu-

kleotide (nt)) iiber NeutrAvidin an die Nanocontainer gekoppelt werden.

5.9. Biochemische Kopplung - NeutrAvidin als Bindeglied

zwischen Nanocontainer und Aptamer

Die Bindung von Biotin zu Streptavidin und Avidin bzw. NeutrAvidin (NAvi) wurde
bereits in den 1970ern erforscht. Es ist die stérkste bekannte nicht kovalente Bindung
mit einem Kp-Wert von 1071° M und findet vielfiltigen Einsatz in der biochemischen
Forschung.['?] Bei den folgenden Kopplungen wird diese starke Bindungsfihigkeit aus-

genutzt, um biochemische Materialien mit einanderen zu verkniipfen.

Die zuvor biotinylierten Polymere wurden zur Verkapselung der Nanopartikel genutzt
und tragen etwa 10 Biotin-Einheiten pro Nanocontainer.

Im néchsten Schritt wurde gezielt NeutrAvidin (60 kDa) als Protein gewéhlt. Es han-
delt sich dabei um die deglycosylierte Form von Avidin, wodurch Wechselwirkungen
mit Lektinen vermindert werden und durch einen neutralen pl von 6.3 die Adsorption

129] Dieses Protein liegt als Tetramer vor und

zu Zelloberflichen gering gehalten wird.!
verfiigt iiber vier Bindungsmoglichkeiten fiir Biotine.

In Kooperation mit der Gruppe von Prof. Dr. Ulrich Hahn aus dem biochemischen
Institut wurde als Erkennungsmolekiil ein 2014 patentiertes DNA-Aptamer (Selektin-
DNA-Aptamer (SDA)), das Faryammanesch et. al. in einem Selektionsverfahren ermit-
telt haben und einen Kp-Wert von 100 nM zu recombinantem humanem E-Selektin (rh.

ES) aufweist, gewihlt. 5]

Im ersten Schritt wird die Oberflache der Nanocontainer mit Biotinen durch einen ho-
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hen Uberschuss von NeutrAvidin vollstindig abgedeckt. Nach der Reinigung von freiem
NAvi kann das gewiinschte biotinylierte Erkennungsmolekiil an eine der freien Bindungs-
stellen des Proteins andocken. Der Erfolg der Kopplung wurde mittels Gelelektrophorese
bestétigt.

5.10. Nanocontainer mit Biotin

Mit den biotinylierten Polymeren 38 wurden Quantum Dots verkapselt. Dazu wur-
de das jeweilige Ausgangspolymer zur Abmischung genutzt, um statistisch pro Na-
nocontainer je 10 Biotine an der Oberfliche zu erhalten. Uber die Standardverkap-
selungsmethode wurden QDs und QDQRs, die durch Polyisopren-Diethylentriamin
(PI-DETA)-Liganden stabilisiert sind, mit den Diblockcopolymeren in Wasser iiber-
fithrt und anschlieffend die radikalische Quervernetzung durch den Radikalstarter Azo-
bis(isobutyronitril) (AIBN) bei 70 °C initiiert (s. Kapitel 5.2).

Bei diesem Verfahren werden die Polymere in einem hohen Uberschuss eingesetzt, um
moglichst einzelne NP in einer Mizelle verkapseln zu kénnen. Dabei werden gleichzei-
tig viele leere Mizellen ohne NP erhalten, diese konnen iiber eine Dichtegradienten-
zentrifugation abgetrennt werden. Teilweise werden auch mehrere NP in einer Mizelle

eingeschlossen, wie in den TEM-Aufnahmen (s. Abb. 42 ) zu sehen ist.

e

Abbildung 42: TEM-Bilder von Nanocontainern: (links) QDs (rechts) QDQRs, die je-
weils mit Phosphorwolframséure behandelt wurden, um die Polymerau-
fsenhiille sichtbar zu machen.

In der nachfolgenden Tabelle 3 sind alle verwendeten Nanocontainer zu finden, die als
Grundlage fiir alle weiteren Experimente dienten und sich nur durch die Funktionali-

sierung ihrer Polymere voneinander unterscheiden (s. Abb. 43). Die Kenngrofen von
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Absorption und DLS liegen alle in einem #hnlichen Bereich, sodass die Nanocontai-
ner mit einander vergleichbar sind. Die Halbwertsbreite ((half width at halfmazimum)
HWHM) bezieht sich auf das erste Maximum im Absorptionssprektrum und ist ein Maf
fiir die Grofenverteilung der Nanopartike. Je kleiner die HWHM desto schmaler ist die

Grofkenverteilung.

Nanocontainer mit -OH / -NH, Nanocontainer mit Biotin
.'J

L1

',
",

e

L

Abbildung 43: Bezeichnung der Nanocontainer mit unterschiedlichen Endgruppen. QU:
NC aus QDs mit DBC-OH oder -NHy, RU: NC aus QDQRs mit DBC-
OH oder -NH,, QB: NC mit QDs mit biotinylierten DBC, RB: NC mit
QDQRs mit biotinylierten DBC.

Tabelle 3: Ubersicht zu allen Ausgangsnanocontainern mit biotinfunktionalisierten
Polymeren und zugehorigen NC mit unfunktionalisierten Polymeren.

Symbol | Proben | Polymere | Abs.  HWHM DLS, D
[nm)| [nm)| Int./V./Num. [nm]
v QU1 -OH 600 18 67/40/29
v RU1 -OH 588 15 58/44/35
v QU2 -NH2 587 20 98/46/23
A QB1 Biotin/OH 600 16 67/42/31
A RB1 Biotin/OH 588 15 66/46/36
A QB2 Biotin/NH2 | 587 20 53/37/29
A QB3 Biotin/NH2 | 587 20 53/35/27

Die QDs mit einer Ausgangs-QY von 35% wurden mit den oben beschriebenen funk-
tionalisierten Polymeren erfolgreich in Wasser transferiert. Dabei wurde, um kostbares
Probenmaterial zu sparen, stichprobenartig von den Proben QU1 und QB1 die QY
bestimmt. Es wurde festgestellt, dass von der urspriinglichen QY noch 53-38% vorhan-
den waren. Fiir eine Detektion mittels Konfokalmikroskopie ist dies allemal ausreichend
und koénnte unter Verwendung stérker fluoreszierender Ausgangs-QDs, wie beispielswei-

[47]

se von E. Poselt et al. gezeigt, deutlich verbessert werden.!*") Fiir FEinzelexperimente

mit sehr geringen Volumina (5-20 pL) wurden Verdiinnungen aus héher konzentrier-
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ten Proben, ausgehend von den Konzentrationsberechnungen der Absorptionsspektren,
hergestellt. Dabei muss besonders darauf geachtet werden, dass eine héhere Ungenau-
igkeit der Pipetten bei sehr kleinen Volumina auftritt und es zu Schwankungen in den
Endkonzentration kommen kann. Es daher wichtig moglichst alle Ausgangslosungen mit
einer dhnlichen Verdiinnung herzustellen.

Die Bindungstihigkeit der Biotine am fertigen Nanocontainer konnte mehrfach erfolg-
reich mittels Dot Blots bestétigt werden. Wie im Dot Blot in Abbildung 44 zu sehen
ist, zeigen die funktionalisierten NC mit Biotin (QB2 u. QB3) eine starke Affinitit zu
NeutrAvidin. NC mit einfachen Endgruppen (-OH, -NH,, QU2) zeigten nur eine sehr
geringe unspezifische Wechselwirkung, die kaum wahrnehmbar ist. Zur Uberpriifung
auf eine unspezifische Wechselwirkung mit Proteinen und NC auf Dot Blots wurde Al-
bumin aufgetragen und keine Bindung festgestellt. Die Zuginglichkeit und spezifische
Wechselwirkung von NC aus biotinyliertem PI-6-PEO 38 mit NAvi ist somit fiir das

weitere Vorgehen sichergestellt.

4 /\ JAN

auz2 QB2 QB3

Abbildung 44: Dot Blots unter UV-Bestrahlung. Jeder Streifen wurde in einer verdiinn-
ten Losung aus NC (QU2, QB2 u. QB3) fiir 40 Min inkubiert. Dabei

wurden die Abschnitte zuvor mit Proteinen versehen. 1): Referenz ohne
Proteine. 2): Albumin (BSA), 3): NeutrAvidin.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des Dot Blots konnte mehrfach bestétigt werden.
Weitere Abbildungen zu durchgefiihrten Dot Blots sind im Anhang zu finden. Dabei
sind auch Variationen in der Versuchsdurchfiihrung mit unterschiedlichen Nanocontai-

nern getestet worden, alle weisen die gleichen Resultate auf.



5.11. Darstellung der Nanocontainer mit NAvi sowie Kopplung

der Aptamere

Zur Herstellung der Nanocontainer mit NAvi [ wird ein hoher Uberschuss (200 Aq
pro biotinyliertem NC) verwendet, um eine Agglomeration von mehreren Nanocontai-
nern iiber die vier méglichen Bindungsstellen des NeutrAvidins zu unterbinden (s. Abb.
45). Die langsame Zugabe, richtige Verdiinnung sowie die Wahl eines geeigneten Puf-
fersystems sind dabei die wichtigsten Faktoren fiir eine stabile kolloidale Lésung der
NAvi-Nanocontainer. Phosphathaltige Puffer mit Calcium und Magnesium sind nur be-
dingt geeignet, da es nach kurzer Zeit zum Ausfallen von Salzen kommen kann, ohne
Calcium und Magnesium sind diese fiir eine Lagerung der NAvi-NC gut geeignet. Ist
die Anwesenheit von Ca?" bzw. Mg?"-Ionen iiber einen lingeren Zeitraum erforderlich,

empfiehlt es sich einen TRIS-Puffer zu verwenden.

Nanocontainer mit Biotin Nanocaontainer mit Biotin und NeutrAvidin

5 200 Ag. NAvi

Abbildung 45: Kopplung der Nanocontainer mit Biotin (QB, RB) mit NeutrAvidin.

Nach diesem ersten Schritt sind viele ungebundene Proteine in der Losung, die mit
biotinylierten Aptameren (SDA-Biotin) binden kénnten und einen starken Einfluss auf
die Resultate in der spateren Anwendung hitten. Daher wurden mehrere Methoden zur
moglichst vollstdndigen Abtrennung des freien NAvi getestet. Die Ausbeuten wurden
anhand der verbliebenen QDs bzw. QDQRs iiber deren Absorption ermittelt (s. Tab.
4). Die Qualitédt der Reinigung wurde anhand von DLS-Messungen und Agarosegelen
iiberpriift.

Bei der Reinigung iiber eine Dialyse (QNAvi2, RNAvi2) zeigte sich eine starke Wech-
selwirkung der NC mit dem Material der Dialyseschlduche, dies fiihrte zu hohen Aus-

beuteverlusten. Zudem war die erhoffte Diffusion des NAvi aus der Probenlésung un-
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Tabelle 4: Auflistung der Nanocontainer, die mit NeutrAvidin versehen wurden und als
Grundkonstrukte fiir die Kopplung mit biotinylierten Aptameren dienten.

Probe | Abs. | HWHM | ¢ [¢M] | n [nmol] | Ausbeute | DLS Int.
H [nm] [nm] [%] D [nm]
QNAvil | 598 19 0.12 0.07 12 32
RNAvil | 586 15 0.11 0.06 10 41
QNAvi2 geringe Konzentration, 0 (120)
RNAvi2 unvollstandige Reinigung 0 (120)
QNAvi3 | 590 17 0.06 0.29 48 72
RNAvi3 | 572 18 0.03 0.03 d 81
QNAvi4 | 599 18 0.14 0.53 88 142
RNAvi4 | 587 17 0.07 0.42 70 208

vollstdndig. Im DLS waren neben dem Peak bei ca. 120 nm auch sehr grofte Konstrukte
vorhanden, die auf eine Agglomeration mehrerer NC hindeuten. Die Proben konnten
nicht weiter verwendet werden.

Bei der Reinigung iiber eine Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) (QNAvil, RNA-
vil, QNAvi3, RNAvi3) variierten die Ausbeuten zwischen 5 und 48%.

Als schonende, erprobte Methode wurde daher im letzten Versuch (QNAvi4, RNAvid)
die Reinigung iiber eine Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) gewéhlt. Die Ausbeuten
von 88% und 70% tibertrafen alle vorherigen Reinigungsmethoden und zeigten ebenfalls
hochwertige und reproduzierbare Ergebnisse bei der nachfolgenden Kopplung mit den
Aptameren.

Jede Reinigung hatte Vor- und Nachteile, entscheidend ist letztendlich, dass das freie
NAvi moglichst gut abgetrennt werden kann. Dies ist sowohl mit der GPC als auch
mit der DGZ gelungen. Die DLS-Daten zeigen, dass die Nanocontainer nach der DGZ
allgemein grofer sind als nach der GPC. Die Homogenitat von Proben ist in der me-
dizinischen Forschung besonders fiir eine dhnliche Biodistribution von Vorteil. Fiir das
weitere Vorgehen im experimentellen Bereich liegt der Fokus zunéchst auf der Darstel-
lung des NC mit Aptameren, sowie dem Nachweis der Bindungsfihigkeit der Aptamere
nach der Kopplung an den NC. Daher sind die Ausbeuten hier der entscheidende Faktor
um ausreichende Mengen fiir in vitro und in vivo Experimente zur Verfiigung stellen zu
konnen. Aufgrund dessen ist fiir die weitere Forschung die Reinigung iiber die DGZ zu
bevorzugen. Alle Nanocontainer mit NAvi wurden in Agarosegelen {iberpriift und deren
Kopplung mit biotinylierten Aptameren ist bei allen NC in Agarosegelen reproduzierbar

nachgewiesen worden.
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5.12. Nachweis der bioorthogonalen Kopplung iiber Agarosegele

Anhand der ersten Versuchsreihe (QNAvil und RNAvil) ist die Reinigung und Uberprii-
fung der Kopplung mit biotinylierten Aptameren in allen Teilabschnitten sowie Kontrol-
len auf unspezifische Wechselwirkungen in Agarosegelen dokumentiert. Im Folgenden
werden diese Ergebnisse, stellvertretend fiir alle anderen Versuche, detailliert geschil-
dert. Die Kopplung der biotinylierten Aptamere erfolgt durch Zugabe zu den Nanocon-
