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Einleitung - Nanodiamant

1 Einleitung

1.1 Nanodiamant

Nanopartikel verschiedenster Art werden derzeit auf ihre Anwendungsmog-
lichkeiten im biomedizinischen Bereich hin untersucht. Ein vielversprechender
Kandidat fir derlei Anwendungen ist der sogenannte Nanodiamant. Im Ge-
gensatz zu vielen anderen Nanomaterialien, besitzt Nanodiamant so gut wie
keine toxischen Eigenschaften.?3 Zusatzlich erlaubt die reichhaltige Oberfla-
chenchemie von Nanodiamant eine Vielzahl von Méglichkeiten zur Anbindung
von biologisch aktiven Substanzen wie beispielsweise Proteinen, Enzymen oder
Wirkstoffen.!*>¢ Durch spezielle Behandlungsmethoden kénnen fluoreszieren-
de Defektstellen im Diamantmaterial generiert werden, wodurch sich weitere
Anwendungsmoglichkeiten wie z.B. Untersuchungen zur Biodistribution oder
Aufnahme in Zellen ergeben.® Ein letzter, nicht unwichtiger Vorteil gegeniber
anderen Nanomaterialien sind die leichte Verfligbarkeit und die geringen Kos-
ten von Nanodiamant, da dieser inzwischen in grolen Mengen industriell her-

gestellt wird.!”!

1.1.1 Herstellung von Nanodiamant

Fast alle Herstellungsmethoden von Nanodiamant arbeiten mit hohen Driicken
und Temperaturen, um die fiir die Bildung von Nanodiamant bendétigten Bedin-
gungen bereitzustellen. Da in dieser Arbeit nur Detonationsnanodiamanten
verwendet wurden, beschrankt sich dieses Kapitel ausschlieBlich auf deren Her-

stellungsmethode.

Bereits in den sechziger Jahren entdeckten russische Wissenschaftler die Mog-
lichkeit, Nanodiamanten mittels kontrollierter Detonation in einem abgeschlos-
senen Behélter herzustellen.*Y Abbildung 1 zeigt den typischen Verlauf der De-

tonationssynthese.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Synthese von Detonationsnanodiamant.

Die bei der Detonation innerhalb des Reaktors auftretenden Temperaturen
von mehr als 3000 K und Driicken von 20 - 30 GPa schaffen die zur Bildung
von Nanodiamantpartikeln noétigen Bedingungen. Da der Explosivstoff
selbst als Kohlenstoffquelle dient, benctigt diese Herstellungsmethode
keine weiteren Kohlenstoffmaterialen oder Katalysatoren.'? Es eignen sich
jedoch nur Explosivstoffe mit einer negativen Sauerstoffbilanz, da sonst nicht
genligend elementarer Kohlenstoff gebildet wiirde, um zufriedenstellende
Diamantausbeuten zu gewahrleisten. Eine weitere Anforderung an den
Explosivstoff ist ein hoher Energieinhalt, um die fir die Diamantbildung
notigen Temperaturen zu erreichen. Meist wird eine Mischung zweier
Explosivstoffe verwendet, z.B. TNT (2,4,6-Trinitrotoluol) wegen seines niedrigen
Sauerstoffanteils und Hexogen (Cyclo-1,3,5-trimethylen-2,4,6-trinitramin) wegen
seines hohen Energieinhalts. ™!

Nach der Detonation nimmt die Temperatur im Gegensatz zum Druck nur langsam
ab, wodurch sich bereits gebildeter Diamant in thermodynamisch glinstigeres gra-
phitisches Material umwandelt. Dieser Prozess wird durch geeignete Kiihlungsme-
thoden, wie z.B. das Einleiten von Inertgasen (dry synthesis) oder die Zugabe von Eis
(wet synthesis), abgemildert.¥ Bis zu 10 % des eingesetzten Kohlenstoffes kann als
Detonationsruf}, welcher sich an der Reaktorwand niederschlagt, isoliert werden.
Dieser RuR enthilt je nach Reaktionsbedingungen 60-80 % Nanodiamant.™* Es fol-

gen nun verschiedene Schritte zur Aufreinigung des gewonnenen Materials, wie z.B.
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Sieben, magnetische Separation und Behandlung mit konzentrierten Mineralsau-
ren, um metallische Verunreinigungen und amorphen Kohlenstoff zu entfernen. ¢!

Die bei dieser Methode hergestellten Nanodiamant-Primarpartikel besitzen eine
GroRenverteilung von 3 - 5 nm.!*”! Aufgrund der kurzen Dauer der fir die Bildung
der Diamantpartikel verantwortlichen Druckwelle, ist ein Wachstum zu groReren
Kristalliten nicht moglich. Auch die untere Grenze der PartikelgroRe wird durch
die Bedingungen dieser Synthesemethode vorgegeben, denn unterhalb von 2 nm
kommteszurRegraphitisierungund somiteherzurBildungvon Kohlenstoffzwiebeln
und Fullerenen.® Solche kiinstlich erzeugten Nanodiamantpartikel weisen
einzigartige chemische und physikalische Eigenschaften auf, welche im Anschluss
genauer erldautert werden sollen.

1.1.2 Struktur und Eigenschaften von Nanodiamant

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften von Nanodiamant werden, im
Gegensatz zu makroskopischem Diamant, hauptsdchlich durch dessen Oberfla-
chenbeschaffenheit bestimmt. Bei einer GroRe von 3 - 5 nm befinden sich z.B. 20 -
30 % der Kohlenstoffatome an dessen Oberflache und wirken somit entscheidend
auf chemische Reaktivitdt und Dispersionseigenschaften ein.*” Im Folgenden
werden nun sowohl die Eigenschaften des Diamantkerns als auch die der Diaman-

toberflache und die Wechselwirkung der Partikel untereinander behandelt.

Die sp3-hybridisierten Kohlenstoffatome im Diamantkern bilden, genau wie im
makroskopischen Diamanten, tetraedrisch umgeben von vier weiteren Kohlen-
stoffatomen, eine entweder kubische oder hexagonale Gitterstruktur mit einem
Atomabstand von 154 pm. Letztere tritt bei Detonationsnanodiamant jedoch nur
selten auf.? Aufgrund seiner Ahnlichkeit zu makroskopischem Diamant, besitzt
Nanodiamant einen vergleichbaren, wenn auch etwas geringeren Hartegrad.!?!
Auch die sehr hohe Warmeleitfahigkeit haben beide Materialien gemeinsam.??
Bei der elektrischen Leitfahigkeit gibt es jedoch Unterschiede. Wo makroskopi-
scher Diamant mit einer Bandliicke von 5.5 eV einen hervorragenden Isolator
darstellt, zeigt Nanodiamant je nach Beschaffenheit, z.B. Graphitisierungsgrad
oder Fremdatomen im Gitter, Bandliicken von etwa 3.5 eV.1?324
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Fremdatome und Gitterdefektstellen kénnen ganz allgemein die elektrischen
und optischen Eigenschaften von Nanodiamant stark beeinflussen. Ein Beispiel
dafir stellt das sog. NV-Zentrum (nitrogen vacancy centre) dar. Es besteht aus ei-
nem Stickstoffatom, welches den Platz eines Kohlenstoffatoms im Diamantgitter
einnimmt, einer benachbarten Fehlstelle und besitzt C,, Symmetrie, mit einer
Symmetrieachse entlang der kristallographischen [111] Achse (siehe Abb. 2).12529

QR

Abb. 2: Teil eines Diamantgitters mit NV-Zentrum. Der Kreis symbolisiert die Fehlstelle,
das Stickstoffatom ist hellgrau eingefarbt.

Regt man dieses NV-Zentrum mit Licht einer Wellenlange von 532 nm an, flu-
oresziert es im roten und infraroten Bereich. Die ZPL (zero phonon line) liegt
dabei, im Falle des NV-Zentrums, bei 637 nm.?”! Im Gegensatz zu gewdhnlichen
Farbstoffen zeigt die Fluoreszenz jedoch keinerlei Ausbleichen (bleaching). Die-
ses Verhalten ist gerade in medizinischen und biologischen Untersuchungen
von groRem Nutzen, da die konstante Fluoreszenz auch Langzeitexperimente
zuldsst. Kinstlich erzeugt werden diese NV-Zentren durch Bestrahlung des
Diamantmaterials mit Elektronen, Protonen oder lonen und anschlieRender
Erhitzung auf 700 °C und héher.?*?' Mit Hilfe der Bestrahlung werden Fehlstel-
len im Gitter erzeugt, welche unter Erhitzung zu den Stickstoffatomen wandern
und das NV-Zentrum bilden. Die Stickstoffatome im Gitter stammen wie der

Kohlenstoff auch direkt aus dem Explosivstoff.

Die funktionellen Gruppen auf der Oberflache der Nanodiamantpartikel konnen
aufgrund verschiedener Herstellungs-, Kiihlungs- und Aufreinigungsmethoden

mitunter stark variieren, hdufig dominieren jedoch sauerstoffhaltige Gruppen
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wie z.B. Hydroxyl-, Ether- und Carboxylfunktionen.*® Auch Doppelbindungen
dienen zur Absattigung der Oberflichenatome.BY

OH O

Abb. 3: Schematische Darstellung der inhomogenen Oberflachenfunktionalisierung von
Nanodiamant.

Neben elektrostatischen Wechselwirkungen fiihrt die inhomogene Oberflachen-
funktionalisierung sowohl durch intermolekulare Wechselwirkungen wie Wasser-
stoffbriicken als auch durch kovalente Bindungen zu einer starken Agglomerat-
bildung (Abb. 4). Auch graphitisches Material, das bei der Nanodiamantsynthese
entsteht, umschlieRt die Primarteilchen und bildet sog. core aggregates.

e e OF
e -Q
Abb. 4: Entstehung von Nanodiamantagglomeraten durch Wasserstoffbriicken und ko-
valente Bindungen.

Zur Deagglomeration der Nanodiamanten wurden etliche Verfahren entwi-
ckelt. So gelingt eine Deagglomeration durch Vermahlung von Detonationsna-
nodiamant mit Hilfe einer Riihrwerkskugelmihle.®? Beim sog. BASD-Verfahren
(bead-assisted sonic disintegration) werden die Diamantagglomerate durch Be-
handlung mit intensivem Ultraschall und Zirkoniumdioxid-Mahlkdrpern aufge-
brochen.® Eine weitere Moglichkeit ist die Behandlung durch Ultraschall mit

gleichzeitiger chemischer Funktionalisierung der Diamantpartikel.3%

Erst nach einer erfolgreichen Deagglomeration kdnnen Nanodiamantpartikel
mit Hilfe verschiedener Methoden weiter funktionalisiert werden.
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1.1.3 Ubersicht iiber Funktionalisierungsmoglichkeiten der Diamantoberfli-
che

Das libliche Vorgehen bei der Funktionalisierung von Nanodiamant umfasst zu-
nachst eine Vorbehandlung: die Homogenisierung der Oberflache. Diese Vorbe-
handlung beinhaltet z.B. die Oxidation, Reduktion, Halogenierung, Hydrierung
oder Graphitisierung der Oberflache.

COOH

O
;: OH

H

Vak./ 750 °C HNO3;/ H,SO,4 LiAlH,, BH3 H,-Plasma

8 ) Q= Q> O

Abb. 5: Verschiedene Methoden zur Homogenisierung der Nanodiamantoberflache.

So fihrt das Ausheizen des Diamantmaterials im Vakuum zum Verlust der durch
die Diamantsynthese entstandenen sauerstoffhaltigen Gruppen und ermog-
licht eine Veranderung der Oberflache hin zu verschiedenartigen Doppelbin-
dungssystemen.* Diese sp?-hybridisierten Bereiche kénnen sowohl als isolierte
Doppelbindungen als auch als gekriimmte, aromatische Systeme bis hin zu gra-
phenartigen Strukturen vorliegen. Je nach Hohe der Temperatur und Dauer der
Homogenisierungsmethode kann die Ausdehnung der graphitischen Strukturen
stark variieren. So wird bei einer Temperatur von 1400 °C nicht nur die gesamte
Oberflache des Diamanten, sondern auch weiter innen gelegene Schichten gra-
phitisiert. Man spricht bei diesem Material dann von sog. Nanozwiebeln.!
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Durch nasschemische Behandlung mit oxidierenden, konzentrierten Mineral-
sduren, wie z.B. ein Gemisch aus Salpeter- und Schwefelsdure, kann eine zu-
mindest teilweise homogenisierte Oberfliche mit Carboxylgruppen erhalten

werden.B”]

Die so generierten funktionellen Gruppen kénnen nun genutzt werden, um ver-
schiedene Linkersysteme auf der Nanodiamantoberflache zu immobilisieren. So
kdnnen Carboxylgruppen Uber klassische Amidkupplungsreaktionen mit funkti-
onellen Linkern verkniipft werden.B® Auch ist es moglich, die weiter oben be-
reits erwahnten gekriimmten, sp?-hybridisierten Bereiche analog zu den in der
Fullerenchemie verwendeten Reaktionen zu funktionalisieren.B% Die Fille der
moglichen Funktionalisierungs- und Immobilisierungs-Reaktionen ist dement-
sprechend umfangreich und wachst bestdndig weiter. In letzter Zeit steht vor
allem die Suche nach Anbindungsméglichkeiten fir biologisch aktive Molekiile
im Fokus der Wissenschaft, da die Anspriiche an Materialien fiir den Einsatz im

biologisch medizinischen Bereich immer weiter steigen.

1.1.4 Medizinische und biologische Anwendungsmaoglichkeiten von
Nanodiamanten

Einer der Hauptgriinde flr die groR angelegte Suche nach biologisch medizini-
schen Anwendungsmoglichkeiten von Nanodiamant ist dessen geringe Toxizitat.
Diese Eigenschaft wurde in den vergangenen Jahren wiederholt in unterschied-
lichsten Experimenten bestatigt.

So wurden toxikologische Untersuchungen an Nervenzellen und Makrophagen
durchgefiihrt, die mit verschieden funktionalisierten Nanodiamanten inkubiert
wurden. Weder Schdaden an der mitochondrialen Membran noch an der Cyto-
skelettstruktur konnten beobachtet werden.*? Verschiedene Kohlenstoffnano-
materialien, unter anderem auch Nanodiamant, wurden auf ihre Toxizitat ge-
genlber Hela Zellen hin untersucht. Nanodiamant wurde nicht nur am besten
von den Zellen aufgenommen, sondern zeigte auch die geringste toxische Wir-
kung.“? Auch bei Tierversuchen wurden die biokompatiblen Eigenschaften von
Nanodiamant bestatigt. So flihrte eine mehrmonatige Fltterung einer wassri-

gen Nanodiamantdispersion bei Ratten weder zu einer erhdhten Sterberate,
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noch zu einer Verdnderung der inneren Organe.*Y Die intravendse Injektion von
50 mg Nanodiamant zeigte bei Hasen nur geringe Veranderung der Blutwerte,
die Anzahl der roten Blutkérperchen wurde dabei nicht verringert.*? Die gerin-
ge Toxizitat der Nanodiamanten lasst viele medizinische Anwendungsmoglich-

keiten zu, die im Anschluss diskutiert werden.

Durch die Immobilisierung eines Muskel Adhesiv Proteins (MAP) auf der Na-
nodiamantoberflache gelang es bei Hasen eine Immunantwort zu generieren,
welche beim Ublichen Vorgehen nach Freund ausbleibt.*! MAP kann auf die-
se Weise durch eine auf Antikdrper basierte Methode aufgereinigt werden und
anschlieBend in der Chirurgie als Adhesiv eingesetzt werden. Jedoch l&sst sich
diese Technik auch auf andere Antigene Ubertragen, die normalerweise keine
Immunantwort auslésen und kdnnte so eines Tages neuartige Impfungen er-
moglichen.

Verschiedene Untersuchungen bestatigen die nitzlichen Eigenschaften von Na-
nodiamant in medizinischen Implantaten. So zeigen z. B. Nervenzellen auf mit
Nanodiamant beschichteten Substraten nicht nur ein gutes Wachstum, sondern
auch die Ausbildung eines funktionalen, neuronalen Netzwerkes."*! Die Einbet-
tung von Nanodiamanten in eine biologisch abbaubare PLLA Matrix (poly-L-
Lactonsaure) erhoht dessen Harte und Zugfestigkeit, die dann mit natlrlichem
Knochenmaterial vergleichbar ist.**! Diese Eigenschaften kdnnen durch die
Reichhaltigkeit der Oberflaichenchemie der Nanodiamantpartikel noch weiter

verbessert und auf das jeweilige Gebiet angepasst werden.

Groles Interesse besteht auch an der moglichen Verwendung von Nanodiamant-
partikeln als Wirkstofftransporter. Auch hier stehen wieder ihre biokompatiblen
Eigenschaften, aber auch ihre gute Dispergierbarkeit und chemische Funktiona-
lisierbarkeit im Vordergrund. Die Mdglichkeit, nicht nur den Wirkstofftransport
zu libernehmen, sondern auch wegen der vorher erwdhnten Fluoreszenz, durch
optische Bildgebung die genauen Aufenthaltsorte der Partikel zu bestimmen,
macht Nanodiamant besonders interessant. Uber Adsorption mit dem Krebs-
medikament Doxorubicin beladene Nanodiamantpartikel zeigten im Mausmo-
dell eine bessere Wirkung an Brust- und Lebertumoren als der freie Wirkstoff.
AuRerdem wurden weit weniger toxische Folgen wie z.B. Myelosuppression

8
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beobachtet, welche bei dieser Art von Krebstherapie normalerweise festgestellt
werden.® Aber auch kovalent an Nanodiamantpartikel angebundene Wirkstoffe
wurden auf ihre Anwendungsmaglichkeit hin untersucht. So zeigte das oft in der
Krebs-Chemotherapie eingesetzte Medikament Paclitaxel, (iber Amidbindung
verknlpft mit der Diamantpartikeloberfldache, eine gute Wirkung gegen mensch-
liche Lungentumorzellen, ebenfalls mit einer héheren Effektivitat als der freie
Wirkstoff.*”! Eine Vielzahl weiterer Wirkstoffe, Anbindungsarten und Einsatzge-

biete kdnnen noch untersucht und eingesetzt werden.
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1.2 Nanopartikel-Wirkstoff-Konjugate

Neben Liposomen, Emulsionen und Dendrimeren eignen sich Nanopartikel her-
vorragend als Wirkstofftransport-Systeme. Der Vorteil gegeniliber anderen Sys-
temen ist die hohe Wirkstoffbeladung, Langzeitstabilitat, sowie kostenglinstige
Produktion der Partikel.“®! Dabei werden die Wirkstoffe entweder eingekapselt,
auf der Partikeloberflache adsorbiert oder fest angebunden. Der Vorteil dieser
Art der Applikation ist die bessere Loslichkeit und Adressierung (targeting) der

Wirkstoffe hervorgerufen durch die Nanosysteme.

Gerade im Bereich der Krebstherapie wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl an
Nanopartikel-Wirkstoff-Konjugaten entwickelt. Zum Beispiel zeigten mit Doxoru-
bicin beladene Siliciumpartikel (240-360 nm)"*! und Goldpartikel (30 nm)® eine
gute Wirkung gegen multiresistente MCF-7 Tumorzellen. Durch den Transport mit
Hilfe der Nanopartikel wird der Mechanismus der Zellen ausgehebelt, welcher

normalerweise zu einer schnellen Wiederausscheidung der Wirkstoffe fiihrt.

Aber auch auf dem Gebiet der Infektionskrankheiten werden inzwischen ver-
schiedene Nanopartikel-Wirkstoff-Systeme entwickelt. So wurden beispiels-
weise mit Pentamidin beladene Polymethylacrylat-Nanopartikel erfolgreich auf
deren Wirkung gegen Leishmanien getestet.” Dabei wurden die Nanopartikel
von vorher mit Leishmania major Erregern infizierten Kupferzellen iber Pha-
gozytose aufgenommen. Die in diesem Prozess entstehenden Phagosomen
verschmelzen anschlieRend mit parasitairen Nahrungsvakuolen. So gelangen
die mit Pentamidin beladenen Nanopartikel zu den Erregern und kénnen ihre

Wirkung entfalten.

Viele weitere Nanopartikel-Wirkstoff-Systeme werden zur Zeit entwickelt und

untersucht.
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1.3 Ubersicht iiber verwendete Wirkstoffe

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und auf ihre Eignung hin untersuch-
ten Wirkstoffe beschranken sich zum Grof3teil auf bereits in der Medizin etab-
lierten Medikamente und Naturstoffe. Die adressierten targets umfassen eine
Reihe von Erregern von Infektionskrankheiten, wie z. B. die der Tuberkulose,
Leishmaniose oder der Schlafkrankheit.

1.3.1 Isoniazid

Gegen Ende des letzten Jahrhunderts kam es aufgrund explodierender Bevolke-
rungszahlen und der damit verbundenen Armut und des resultierenden Hygie-
nemangels zu einer starken Erhéhung der Ansteckungszahlen und Todesraten
durch die Infektionskrankheit Tuberkulose. Geschatzte Todesfdlle summieren
sich inzwischen auf fast drei Millionen, die der Neuansteckungen auf liber acht
Millionen pro Jahr.5? Eines der am haufigsten verwendeten Medikamente zur
Bekampfung der oft todlich verlaufenden Krankheit ist Isoniazid oder Isonikotin-
saurehydrazid (INH), welches erstmals 1912 hergestellt wurde und seit Ende des
zweiten Weltkriegs fur seine antibakteriellen Eigenschaften bekannt ist.

0]

Abb. 6: Das Tuberkulose-Medikament Isoniazid.

Die Wirkung von Isoniazid basiert auf der Hemmung einer bestimmten Prote-
ase, welche fir die Produktion langkettiger Mykolsduren fiir den Zellwandauf-
bau des Erregers zustindig ist.5*! Ohne die schiitzende Mykolsdurewachsschicht
werden die Tuberkel, die in den Lysosomen der Makrophagen leben, durch das

saure Milieu sofort abgetotet.
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1.3.2 Quercetin

Die beiden durch Parasiten hervorgerufenen Infektionskrankheiten Trypano-
somiose und Leishmaniose, sind vor allem in den siidlich des Aquators liegen-
den Landern zu finden. Die afrikanische Trypanosomiose, auch Schlafkrankheit
genannt, wird durch die Erreger Trypanosoma brucei rhodesiense und Trypa-
nosoma brucei gambiense ausgelost und ist in 36 afrikanischen Landern weit
verbreitet.’™ Trypanosoma cruzi, der Erreger der amerikanischen Trypano-
somiose, auch Chagas Krankheit genannt, kommt vor allem in Latein Amerika
vor. Schatzungen zufolge betragt die Anzahl der Infizierten 16—-18 Millionen."!
Verschiedene Formen der Leishmaniose betreffen 72 Entwicklungslander, wo-
bei die schwerste Form, ausgeldst durch den Erreger Leishmania donovani, 12
Millionen Menschen infiziert.*® Die etablierten Wirkstoffe fur die Bekdmpfung
sowohl fiir Trypanosomiose als auch Leishmaniose werden aufgrund der ho-
hen Dosierungen mit schweren Nebenwirkungen in Verbindung gebracht. Eine
Gruppe von Naturstoffen wird zurzeit auf ihre mogliche Wirkung gegen beide
Krankheiten hin untersucht, die Flavonoide. Diese polyphenolischen Verbindun-
gen bestehen aus zwei aromatischen Ringen, verbunden durch ein Tetrahydro-
pyranring. Sie kommen in vielen Friichten oder Gemusesorten vor und sind seit
langem bekannt fur ihre biologische Aktivitat als Antioxidantien.”!

Abb. 7: Das Flavonol Quercetin.

Eines dieser Flavonoide ist das Quercetin, welches ebenfalls in vielen Pflan-
zen, wie z. B. der Farbeeiche, dem Apfel oder der Traube, gefunden werden

kann. Es zeigt IC_; Werte von 1.0 pug/ml gegen L. donovani und 8.3 pg/ml ge-
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gen T. rhodesiense.”” Es wird angenommen dass die Wirkung auf Parasiten
wie den Leishmanien auf die Eisen entziehende Eigenschaft des Quercetins
zurlickzufihren ist.®

1.3.3 Curcumin

Das entziindungshemmende, antioxidative und antivirale Curcumin wird aus
der Wurzel der Kurkuma-Pflanze (Curcuma longa) gewonnen und ist Bestand-
teil der Gewlirzmischung Curry.? Jiingste Untersuchungen zeigten die mog-
liche Verwendung von Curcumin gegen den parasitdren Erreger Schistosoma

manson;.1%

Abb. 8: Die Keto-Form von Curcumin.

Die Schistosomiase, auch bekannt als Bilharziose, ist eine vor allem in den Tropen
und Subtropen vorkommende parasitare Erkrankung, ausgelost von Wirmern
der Gattungen S. haematobium, S. mansoni, S. intercalatum, S. japonicum und S.
mekongi. Weltweit sind geschatzte 200 bis 300 Millionen Menschen von dieser
Krankheit betroffen, die jahrlichen Todesfalle belaufen sich auf etwa 280 000.
Die Wirkung von Curcumin gegen den Schistosomiase-Erreger wird sowohl einer

direkten Toxizitat, als auch einer Stimulation des Immunsystems zugesprochen.

1.3.4 Amphotericin B

Das Polyen-Makrolacton Amphotericin B, ein Antimykotikum gewonnen aus
Streptomyces nodosum, einem Actinobakterium, wurde erstmals 1955 be-
schrieben und ist eines der wichtigsten Medikamente gegen Pilzinfektionen. !

13
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Abb. 9: Das Polyen-Makrolakton Amphotericin B.

Amphotericin B lagert sich Uber verschiedene Wechselwirkungen an Sterole in
der Zellbembran und bildet dabei Kandle in der Phospholipidschicht, die zu ei-
ner erhéhten Permeabilitat fliihren. Dadurch kommt es zum Verlust wichtiger
Metabolite und Salze.®” Untersuchungen mit radioaktiv markierten Zuckern
zeigten deren Austreten aus dem Zellinneren in das umgebende Medium.

Aufgrund gewisser Ahnlichkeiten zwischen Pilzen und einigen Parasiten im Hin-
blick auf den Aufbau ihrer Zellmembran, wird Amphotericin B auch erfolgreich
gegen Leishmaniose eingesetzt. So gelang es z.B. 1981, viscerale Leishmaniose
erfolgreich, mit in Liposomen eingeschlossenem Amphotericin B zu behandeln.'®®

1.3.5 Aziridinyl-Inhibitoren

Aspartatproteasen gehoren zu einer eher kleinen Gruppe von Enzymen, die je-
doch einige wichtige physiologische und pathophysiologische Prozesse steuern
und deshalb in den letzten Jahren als mogliche targets in den Fokus gertickt
sind.’® Gefunden wurden sie sowohl in Bakterien als auch in Viren, Parasiten,
Pilzen, Tieren und auch im Menschen.®®!So spielen die Aspartatproteasen Plas-
mepsin |, Il und IV eine wichtige Rolle bei der Nahrungsaufnahme des Parasiten
Plasmodium falciparum, dem Erreger der Malaria.®® Auch der eigentlich harm-
lose Hefepilz Candida albicans, welcher jedoch bei Menschen mit geschwach-
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tem Immunsystem lebensbedrohliche, systemische Infektionen auslésen kann,
ist auf mehrere Aspartatproteasen (SAP 1-10) angewiesen. 7!

Cis-konfigurierte Epoxide und Aziridine hemmen Aspartatproteasen irreversi-
bel, wobei der Vorteil der Azridine deren etwas geringere Reaktionsfreudigkeit
ist.* So kommt es unter physiologischen Bedingungen kaum zu unerwiinsch-
ten Nebenreaktion und der jeweilige Inhibitor kann selektiver wirken. Von den
in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Schirmeister synthetisierten cis-konfigurier-
ten Aziridinen zeigten die Inhibitoren 9 und 10 die beste Wirkung gegen SAP 2.

N ) N 0
H H
NS N_S
Ay o Ay o
o = 0 AL
+S,S,S \© +8,8,5
9 10
Abb. 10: Die cis-konfigurierten Aziridine 9 und 10.

Diese beiden Verbindungen dienten in der vorliegenden Arbeit als Leitstruktu-
ren fiir die Synthese eines eigenen, cis-konfigurierten Aziridins fir die kovalente
Anbindung an Nanodiamanten.
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1.4 Das Vascubone Projekt

Das Vascubone-Projekt ist ein von der EU geférdertes, internationales For-
schungsprojekt zur Entwicklung neuartiger Knochenersatzmaterialien. Obwohl
der menschliche Knochen das einzige Gewebe im Korper ist, das sich vollstan-
dig und narbenfrei regenerieren kann, gibt es auch dort Defekte, sog. critical
size defects, die ohne kiinstliches Eingreifen nicht mehr ausheilen.’ Durch das
sog. tissue engineering, der Entwicklung von biokompatiblen Materialien, um
krankes Gewebe zu ersetzen, konnte es moglich sein, solche Defekte erfolgreich
zu behandeln. Dafiir ist es jedoch notwendig, ein Material zu finden, das sich
gut bearbeiten lasst, um aus dem Rohling, dem sog. scaffold, ein passgenau-
es Implantat zu fertigen. Auch sind eine hohe mechanische Belastbarkeit und
eine gute Biokompatibilitdt wichtig. Auerdem sollte das Material nach einer
gewissen Zeit vollkommen physiologisch abbaubar sein, damit neu gebildetes
Gewebe dessen Platz einnehmen kann."4

Ein moglicher Ansatz, um all diese Anforderungen zu gewahrleisten, wird zur-
zeit innerhalb des Vascubone-Projektes untersucht. Der scaffold besteht aus
einer physiologisch abbaubaren, dem Knochengewebe sehr dhnlichen B—Tri-
calciumphosphat- oder Polymermatrix. Um eine bessere Anhaftung von Zellen
und deren Wachstum zu stimulieren, werden Nanodiamanten auf die scaffold
Oberflache aufgebracht. Mit Nanodiamanten beschichtete Oberflachen zeigten
bei vorherigen Untersuchungen eine verbesserte Proliferation von Zellen.[?
AuBerdem konnen auf funktionalisierten Nanodiamanten sog. Wachstumsfak-
toren, wie z.B. Angiopoietin oder BMP-2, immobilisiert werden, um Wachstum
und Differenzierung weiter zu unterstiitzen. Nach dem Aufbringen bestimmter
Zellen, z. B. mesenchymaler Stammzellen, auf den scaffold kann dieser anschlie-
Rend chirurgisch in die Knochendefektstelle implantiert werden. Im Laufe des
Heilprozesses soll der scaffold langsam vom korpereigenen Gewebe durchdrun-

gen und letztendlich vollstandig assimiliert werden.
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scaffold

Immobilisierung Immobilisierung Implantierung
der Nanodiamanten der Stammzellen des scaffolds
in die Defektstelle

Abb. 11: Schematische Darstellung der Praparation und anschlieBende Implantierung
des scaffolds in die Knochendefektstelle.

Das Vascubone-Projekt befindet sich derzeit in der Tierversuchsphase, in wel-
cher herausgefunden werden muss, wie biokompatibel sich die so funktionali-
sierten scaffolds verhalten und in wie weit die gewlinschten Eigenschaften der
Knochenregeneration zu Tage treten.
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist das Design, die Synthese und das anschlieRen-
de Testen von Nanodiamant-Wirkstoff-Konjugaten. Dafiir missen zunédchst
Nanodiamanten mit geeigneten Linkersystemen funktionalisiert werden, um
anschlieBend verschiedene pharmazeutische Wirkstoffe auf der Diamantober-
flache zu immobilisieren. Die Wirksamkeit der so angebundenen Inhibitoren auf
die verschiedenen Erreger muss anschliefend in vitro und in vivo getestet wer-
den. Auch die Art der Aufnahme der Nanodiamanten in die verschiedenen Zel-
len muss untersucht werden. Dazu sollen Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. Oregon
Green 488, auf der Diamantoberflache immobilisiert werden.

e} Q) ~— Q@ — Q{u

l l

(wistott }{Lker ) (Q){Ler j{ Farbstor]

Abb. 12: Schematische Darstellung der Funktionalisierung der Nanodiamanten und an-
schlieRende Immobilisierung von Wirk- und Farbstoffen.

Eine weitere Aufgabe im Rahmen des Vascubone-Projektes ist es, verschiedene
Nanodiamantsuspensionen zur Aufbringung auf die Knochenersatzmaterialien
zu entwickeln und herzustellen sowie geeignete Nanodiamantfunktionalisierun-

gen fur die Immobilisierung von Wachstumsfaktoren zu finden.
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3 Hauptteil
3.1 Immobilisierung von Wirkstoffen

3.1.1 Saurelabiles Linker-System

Das Konzept der drug delivery, des gezielten Transports von pharmazeutischen
Wirkstoffen durch geeignete Trager-Systeme zum Krankheitsherd, ist nicht neu.
Einer der Pioniere auf diesem Gebiet war Professor Peter Speiser der schon in
den frihen Siebzigerjahren Nanopartikel als geeignete Transportvehikel vor-
schlug. Drug delivery bietet viele Vorteile gegeniber der tblichen Chemothe-
rapie. Durch das ,Verpacken” eines Wirkstoffes kann dessen Bioverfligbarkeit,
z.B. durch verbesserte Loslichkeit, stark erhéht werden. Durch spezielles Design
des Transportvehikels kann auch ein sog. targeting erreicht werden, also die
bevorzugte Anreicherung des transportierten Wirkstoffes am gewiinschten Ort
im Korper. So kdnnen Transportvehikel mit spezifischen Liganden versehen wer-
den, um die Aufnahme in die speziellen Zellen oder Gewebearten zu beschleu-
nigen.” Im kranken Gewebe kommt es dann zum sog. drug release, also der
Freisetzung des Wirkstoffes. Durch diese gezielte Verabreichung und die verbes-
serte Bioverfligbarkeit sind wesentlich geringere Mengen an Wirkstoff fir eine
erfolgreiche Therapie notwendig, was eine Verringerung von moglichen Neben-
wirkungen zur Folge hat.!”

Die Anforderungen an einen geeigneten Wirkstofftransporter sind vielfaltig: er
muss ein gutes Loslichkeitsverhalten besitzen, darf nicht toxisch sein und muss
chemisch funktionalisierbar sein, um ihn auf die jeweiligen Bedingungen opti-
mal auszurichten. Nanodiamant erfillt all diese Anforderungen (siehe Kapitel
1.1.3 und 1.1.4).

Wie bereits erwahnt, muss der jeweilige Wirkstoff am richtigen Ort freigesetzt
werden, wofiir es verschiedene Anséatze gibt. Eines dieser Konzepte nutzt die
unterschiedlichen pH-Werte in den verschiedenen Gewebesorten oder Zell-
kompartimenten aus. So betragt der pH-Wert im Blut konstant 7.4, wahrend

z.B. der pH-Wert in Krebszellen auf bis zu 6, in Lysosomen, den Verdauungs-
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kompartimenten der kérpereigenen Makrophagen (Fresszellen), auf bis zu 4
fallen kann.® Bindet man nun Wirkstoffe iber spezielle, sdurelabile Linkersys-
teme an die Transportvehikel, 16sen diese sich erst ab, wenn jene Vehikel die je-
weiligen infizierten Zellkompartimente erreicht haben. Eine weitere Moglichkeit
Wirkstoffe kovalent zu immobilisieren und unter spezifischen Bedingungen ab-
zuspalten ist die Anbindung liber enzymatisch abbaubare Tetrapeptid-Linker.””!
Die in den Lysosomen vorkommenden Enzyme spalten die Aminosauresequenz
Gly-Phe-Leu-Gly spezifisch. So kann nach Eintritt in die Zelle der angebundene

Wirkstoff freigesetzt werden.

FUr diese Arbeit wurden fir die Immobilisierung auf Nanodiamant diejeni-
gen Wirkstoffe gewahlt, welche Erreger zum Ziel haben, die die Makrophagen
(Fresszellen) des menschlichen Immunsystems infizieren. Makrophagen als Ziel
der Nanodiamant-carrier bringen zwei Vorteile mit sich: erstens werden sowohl
in vitro als auch in vivo Nanopartikel sehr schnell von Makrophagen erkannt und
phagozytiert."® Zweitens eignet sich der bereits erwahnte niedrige pH-Wert der
Verdauungskompartimente der Makrophagen gut fiir den Einsatz eines sdure-
labilen Linkersystems.
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Abb. 13: Schematische Zeichnung des Prinzips der Nanodiamant drug delivery.

Die in dieser Arbeit synthetisierten saurelabilen Linkersysteme auf Nanodia-
manten, gehoren zur Gruppe der sog. Hydrazone und wurden schon Anfang der
1990iger Jahre verwendet, um Krebsmedikamente an monoklonale Antikorper

zu binden.®
O
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Abb. 14: Nanodiamant-Wirkstoff-Konjugate mit sdurelabilem Hydrazonlinker.

H
N Wirkstoff

N
B
Q

11

Die Anbindung eines Wirkstoffes tiber einen Hydrazonlinker kann tGber zwei ver-

schiedene Wege erreicht werden. Die Funktionalisierung des Nanodiamanten
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mit einer Keto- oder Aldehydgruppe, welche anschliefRend mit Hydrazin zum
Hydrazon umgesetzt wird und dann mit Hilfe einer Amidkupplungsreaktion an
den Wirkstoff gebunden wird, ergibt das Nanodiamant-Wirkstoff-Konjugat 11.
Bei der Bildung des Konjugats 12 wird zundchst der Nanodiamant mit einer Sau-
regruppe funktionalisiert. Anschliefend wird diese mit Hydrazin zum Hydrazid
umgesetzt, welches mit einer Keto- oder einer Aldehydgruppe des Wirkstoffes
das Hydrazon bilden kann. Je nach Beschaffenheit des Wirkstoffes kann nun die
erste oder die zweite Methode gewahlt werden. Der erste Schritt ist jedoch im-
mer die Deagglomeration und anschliefende Funktionalisierung des Nanodia-
manten.

3.1.2 Deagglomeration von Nanodiamant

Wie bereits erwahnt, betrdgt die GrofRe der Nanodiamantprimarpartikel aus der
Detontationssynthese 3 — 5 nm.*”! Aufgrund der Tendenz, durch starke intramo-
lekulare Wechselwirkungen Agglomerate zu bilden, ist es notig, diese vor der
eigentlichen Funktionalisierung aufzubrechen. 2005 gelang das erstmals Osawa
und Mitarbeitern durch Vermahlung der Diamanten mit Hilfe von Zirkoniumdi-

oxid Mahlkérpern in einer Rihrwerkskugelmiihle.??

amorpher Kohlenstoff

lo
08080

Q Nanodiamant

C ) Zirkoniumoxid Mahlkérper
Abb. 15: Mechanische Deagglomeration mit Hilfe einer Rihrwerkskugelmihle.

DieinWassersuspendierten DiamantagglomeratewerdenvondenstarkenScherkraften
der Mahlkérper aufgebrochen, wobei stabile, wassrige Primarpartikelkolloide
entstehen. Der mit dieser Technik mechanisch deagglomerierte Nanodiamant diente

als Ausgangsmaterial fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Diamantreaktionen.
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Dabei wurden fir weitere Funktionalisierungsreaktionen sowohl die durch das
Mahlverfahren entstandenen sp?-hybridisierten Kohlenstoffbereiche, als auch die

entstandenen Hydroxylgruppen ausgenutzt.”!
3.1.3 Funktionalisierungsreaktionen

3.1.3.1 Thermische Graphitisierung von Nanodiamant

Neben dem mechanisch deagglomerierten Nanodiamant wurde auch ther-
misch graphitisierter Nanodiamant in dieser Arbeit verwendet. Die thermische
Behandlung bei 750 °C im Vakuum erfillt dabei zwei Aufgaben. Erstens wird
durch das Erhitzen amorphes Kohlenstoffmaterial, dass mitverantwortlich fiir
die starke Agglomeration ist, entfernt. Zweitens kommt es bei den bei dieser
Behandlung vorherrschenden Bedingungen zur fast vollstdndigen Desorption
der auf der Diamantoberfliche gebundenen sauerstoffhaltigen Gruppen.
Dabei bilden sich, mehr noch als beim mechanisch deagglomerierten Nanodia-
mant, sp>-hybridisierte Kohlenstoffbereiche, welche fir weitere Funktionalisie-
rungsreaktionen ausgenutzt werden kénnen.

3.1.3.2 Arylierung mit aromatischen Diazoniumsalzen

Aus der Fille an moglichen Funktionalisierungsmethoden fiir die kovalente
Anbindung von Wirkstoffen an Nanodiamant, wurde fiir diese Arbeit die Ary-
lierung mit aromatischen Diazoniumsalzen gewahlt. Die dabei gebildeten C-C-
Verkniipfungen kénnen unter physiologischen Bedingungen nicht gespalten
werden. Ein weiterer Vorteil ist die Vielfalt an funktionellen Gruppen, die mit

dieser Methode eingefiihrt werden kénnen

NaNO,, HBF ® o /
R@NHZ e, RQNZ BF, -Ny A 15
13 14 R@@

Abb. 16: Herstellung von Diazoniumtetrafluoroboraten und deren Zersetzungsprodukte.
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Die durch die Umsetzung von aromatischen Aminen und Natriumnitrit in Tet-
rafluorborsaure entstehenden Diazoniumtetrafluoroboratsalze 14, kénnen sich
thermisch aber auch durch Anregung mit Ultraschall zu Arylkationen 16 oder

Arylradikalen 15 zersetzen.®!

Diese hochreaktiven Zerfallsspezies konnen nun mit sp*hybridisierten Berei-
chen der Nanodiamantoberflache reagieren, wobei C-C-Bindungen geknipft

S @y

Abb. 17: Reaktion der aus den Diazoniumsalzen entstehenden Arylradikale mit der sp?-

werden.?

hybridisierten Nanodiamantoberflache.

Obwohl noch nicht genau geklart ist, ob die obige Reaktion kationisch oder radi-
kalisch ablauft, wird zur Veranschaulichung ein Radikalmechanismus angenom-
men. Nach der Anbindung eines Arylradikals kann das entstandene Radikal auf
der Diamantoberflache Uber das gesamte konjugierte Doppelbindungssystem
delokalisiert werden. Dieses kann nun mit einem weiteren Arylradikal abgesat-
tigt werden wobei eine neue Doppelbindung entsteht.

0 NaNO,, HBF, 0@ 0O
H,0

17 0 °C -> RT, 40 min 18 (26%)
O 0]
Q0 ® Ultraschallhorn
H,O
19 18 RT ->40°C,1.5h 20

Abb. 18: Synthese des Diazoniumtetrafluoroborats 18 und anschlieBende Umsetzung
mit mechanisch deagglomerierten ND 19.
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Flr die Funktionalisierung der Nanodiamantpartikel mit einem saurelabilen Lin-
kersystem wurde zunachst das 4-Acetylbenzoldiazoniumtetrafluoroborat (18)
nach Literaturvorschrift synthetisiert.®®¥ Um die Zersetzung zu der reaktiven
Spezies zu erreichen und um eine Reagglomeration zu verhindern, wurde die
Reaktion der Diazoniumsalzverbindung 18 mit den Nanodiamantpartikeln unter

Wasserkiihlung und Verwendung eines Ultraschallhorns durchgefiihrt.

E Ve H alkyl
g, Vou 8 on 19
| e
9o
w
R
-
5 A
- Veo /20
v C=C aryl 5
C-H aryl
, r : , : , . , . ! . r .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl [cm™]

Abb. 19: IR-Spektren von gemahlenem ND 19 und Acetophenon-funktionalisiertem
ND 20.

Der isolierte Nanodiamant 20 zeigt im IR-Spektrum die tiblichen Signale der sp*-hy-
bridisierten C-H-Streckschwingung bei 2970 cm™, sowie die Signale der O-H-Streck-
schwingung bei 3330 cm™ und der O-H-Deformationsschwingung bei 1629 cm™ des
auf der Diamantoberflache adsorbierten Wassers. Im Folgenden wird auf diese
drei Signale nicht mehr eingegangen. Charakteristisch fir die Arylierung mit einer
Acetophenon-Einheit sind die Signale der C=0-Streckschwingung bei 1676 cm?, der
aromatischen C=C-Streckschwingung bei 1603 cm™ und der aromatischen C-H-De-
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formationsschwingung bei 840 cm. Laut thermogravimetrischer Analyse betragt die
Oberflachenbelegung 0.40 mmol g. Der erfolgreich funktionalisierte ND 20 wurde

unter anderem dazu verwendet den Wirkstoff Isoniazid 5 zu immobilisieren.

3.1.3.3 Arylierung mit Pentadion

1993 gelang Bingel die Funktionalisierung von C_ Fullerenen liber eine basenka-
talysierte, nucleophile Cyclopropanierung. Dabei reagiert eine a-Halo-CH-acide
Verbindung, z.B. Brommalonsdure-diethylester, in Gegenwart geeigneter Basen,

mit dem Doppelbindungssystem des Fullerens bei Raumtemperatur.®¥

CO,Et NaH
— Toluol
CO,Et oluo
2 RT, 6.5h
21 22 23

Abb. 20: Mittels Bingel-Hirsch-Reaktion funktionalisiertes C  Fulleren.

Einige Jahre spater gelang mit Hilfe einer modifizierten Variante, der Bingel-
Hirsch-Reaktion, auch die Funktionalisierung von Kohlenstoffnanoréhren.!® Die
fr die Immobilisierung von Isoniazid auf Nanodiamant benétigten Keto-Funkti-
onen sollten nun, mit der in der Arbeitsgruppe bereits etablierten Bingel-Hirsch-

Reaktion, auf der Nanodiamantoberflidche aufgebracht werden.[®®!

R
R Br) =0 R
VR ° 0 o
Q@ L Qe
o oR o]
R R
Abb. 21: Mechanismus der Diamantfunktionalisierung mittels Bingel-Hirsch-Reaktion.

Bei der Variante der Bingel-Hirsch-Reaktion wird das Diketon mit Tetrabrom-
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methan in Anwesenheit einer Base umgesetzt. Die Bildung des halogenierten
Anions des Diketons erfolgt in situ. Dieses greift nun die Doppelbindung nuc-
leophil an, wobei das dadurch entstehende Carbanion wiederum das Bromid
substituiert und einen Cyclopropanring bildet.”

Flr die Bingel-Hirsch-Funktionalisierung wurde aufgrund seiner erhéhten Dich-
te von sp?-hybridisierten Kohlenstoffbereichen, thermisch graphitisierter ND 24
verwendet. Die Umsetzung mit 2,4-Pentadion (25) in Toluol ergab das Nanodia-
mant-Pentadion-Konjugat 26.

o o
o o
@ CBr,, DBU
" M >
Toluol
RT, 1h
24 25 26

Abb. 22: Funktionalisierung von thermisch graphitisiertem ND mit Pentadion.

Im IR-Spektrum (Abb. 22) gut zu erkennen, neben den fiir den Diamanten Ub-
lichen Schwingungen, ist die C=0-Streckschwingung bei 1703 cm™des ND 26,
welche auch beim Edukt 25 zu sehen ist. Das breite Signal bei 1627 cm™ kann
der O-H-Deformationsschwingung von adsorbiertem Wasser zugeordnet wer-
den. Das intensive, breite Signal der C=0-Streckschwingung bei 1610 cm™ des
Pentadion-Eduktes 25, ist auf die Keto-Enol-Tautomerie zurlickzufihren, welche
nach der Anbindung an den Diamanten Uiber einen Cyclopropanring, nicht mehr
vorliegen kann.
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Transmission [a.u.]
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Abb. 23: IR-Spektren (ATR) von graphitisiertem ND 24, mit Pentadion-funktionalisiertem
ND 26 und 2,4-Pentadion (25).

Laut thermogravimetrischer Analyse betrdgt die Oberflachenbelegung der ein-
geflihrten Pentadion-Einheit 0.28 mmol g*. Der Vorteil bei der Bingel-Hirsch-
Funktionalisierung gegeniber der bereits vorgestellten Arylierung zum Ace-
tophenon-Addukt 20, ist die doppelte Anzahl an funktionellen Gruppen pro
eingefiihrter Einheit. Genau wie der Acetophenon-funktionalisierte ND 20, soll
auch der Pentadion-funktionalisierte ND 26 mit dem Wirkstoff Isoniazid 5 um-

gesetzt werden.

3.1.4 Immobilisierung von Isoniazid

Isoniazid 5 besitzt bereits die fir die Bildung eines sdurelabilen Hydrazon-
Linkersystems notige Hydrazid-Funktion. Deshalb missen die beiden ND 20
und 26 nicht mehr weiter funktionalisiert, sondern kdnnen sofort mit dem

Wirkstoff umgesetzt werden.
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3.1.4.1 Immobilisierung von Isoniazid mit Acetophenon-funktionalisiertem
ND

Die Umsetzung des Keto-funktionalisierten ND 20 mit Isoniazid 5 in Ethanol
ergab, unter Bildung des sdurelabilen Hydrazon-Linkers, das ND-Isoniazid-
Konjugat 27. Die Wahl der Reaktionsbedingungen und des Losungsmittels
erfolgte nach Literaturvorschrift.[%8!

o
0 NH N—-NH —
H EtOH 0
NF 80 °C, 4h
20 5 27

Abb. 24: Immobilisierung von Isoniazid 5 auf Acetophenon-funktionalisiertem ND 20.

Im IR-Spektrum des isolierten ND-Isoniazid-Konjugats 27 in Abbildung 25 ist
eine leichte Verschiebung und eine starke Verbreiterung des Signals der C=0-
Streckschwingung bei 1664 cm™ zu erkennen. Ein Grund flr das breite Signal ist
vermutlich die Uberlagerung der beiden &dhnlich verschobenen Signale fiir die
Amid C=0-Streckschwingung und der C=N-Streckschwingung des Hydrazons. Ein
schwaches Signal fiir die Amid N-H-Deformationsschwingung liegt bei 1525 cm™.
Die beiden Signale der aromatischen C=C-Streckschwingung bei 1602 cm™ und
der aromatischen C-H-Deformationsschwingung bei 842 cmsind ebenfalls deut-
lich zu beobachten.
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Abb. 25: IR-Spektren (ATR) von gemahlenem ND 19, Acetophenon-funktionalisiertem
ND 20 und dem ND-Isoniazid-Addukt 27.

Ein weiteres Indiz fur die erfolgreiche Umsetzung ist der Anstieg des Stickstoff-
gehalts des ND-Isoniazid-Addukts 27 auf 3 %; ermittelt durch die Elementar-
analyse. Die durch die Thermogravimetrische Analyse (TGA) berechnete Ober-
flachenbelegung belduft sich auf 0.18 mmol g*. Die Kenntnis der Stoffmenge
des immobilisierten Wirkstoffs pro Gewichtseinheit ND-Wirkstoffkonjugat ist
wichtig fur die spatere Auswertung der Freisetzungsexperimente unter phy-
siologischen Bedingungen. Die erhaltenen Nanodiamantpartikel besitzen eine
GroRenverteilung zwischen 45 und 130 nm. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der
analytischen Daten der synthetisierten ND Vorstufen 19, 20 und des ND-Isoni-
azid-Addukts 27.
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Tabelle 1: Analytische Daten der Nanodiamanten 19, 20 und 27.

ND Stickstoffgehalt Oberflachenbelegung Zeta-Potential
[%] [mmol g*] [mV]

19 2.21 - 41.0 (pH =5.8)

20 2.00 0.40 39.5 (pH = 4.25)

27 3.01 0.18 -27.0 (pH = 4.6)

3.1.4.2 Immobilisierung von Isoniazid mit Pentadion-funktionalisiertem ND

Um eine héhere Oberflichenbelegung mit Isoniazid 5 als beim ND-Wirkstoff-
Konjugat 27 zu erreichen, wurde der mit zwei Ketogruppen funktionalisierte
ND 26 mit dem Wirkstoff umgesetzt. Die Reaktionsbedingungen entsprachen
dabei den fir die Synthese von ND 27 benutzten.

z =
o o o N | H H |N
™ N. _N XN
A NH | N|
e YN ——— 0 0
N__— EtOH
80 °C, 4h
26 5 28

Abb. 26: Immobilisierung von Isoniazid 5 auf Pentadion-funktionalisiertem ND 26.

Bei der Betrachtung der IR-Spektren in Abbildung 27 fallt zunachst das Fehlen des
Signals der C=0-Streckschwingung bei 1703 cm™ im ND-Isoniazid-Konjugat 28 auf,
was auf eine erfolgreiche Umsetzung der Ketogruppen mit Isoniazid zurlickzufiih-
ren ist. Das Signal der O-H-Deformationsschwingung bei 1627 cm™ des Pentadion-
funktionalisierten ND 26 ist im ND-Isoniazid-Konjugat 28 nun leicht verschoben
und verbreitert bei 1639 cm™ zu finden. Ein Grund dafiir kénnte die Uberlagerung
mit der Amid C=0-Streckschwingung sein, welche normalerweise in diesem Be-
reich zu finden ist. Ein neues Signal, das der N-H-Deformationsschwingung des
Amid-Stickstoffs zugeordnet werden kann befindet sich bei 1546 cm™.
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Abb. 27: IR-Spektren (ATR) von thermisch graphitisiertem ND 24, Pentadion-funktionali-
siertem ND 26 und dem ND-Isoniazid-Addukt 28.

Der Stickstoffgehalt steigt auch bei dieser Immobilisierung von Isoniazid, aufgrund
der sechs neu hinzugekommenen Stickstoffatome pro Funktionalisierung, stark an
(siehe Tabelle 2). Die Oberflachenbelegung betragt 0.16 mmol g?, also eine Verrin-
gerung gegenliber dem Vorganger Diamant 26. Bedenkt man jedoch die zweifache
Immobilisierung von Isoniazid pro Linker-Einheit, muss die Oberflachenbelegung des
Wirkstoffes fiir die spatere Auswertung der Freisetzungsexperimente, als doppelt so
hoch angenommen werden.

Tabelle 2: Analytische Daten der Nanodiamanten 24, 26 und 28.

ND Stickstoffgehalt Oberflichenbelegung Linker/ Zeta-Potential

(%] Wirkstoff [mmol g?] [mV]
24 1.82 - 44.4 (pH =7.0)
26 2.38 0.28 47.0 (pH = 4.6)
28 2.64 0.16/0.32 36.2 (pH = 6.4)
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Die Nanodiamant-Isoniazid-Addukte 27 und 28 wurden in den Freisetzungsex-
perimenten auf ihr Vermogen der Wirkstoffabspaltung hin untersucht. In vitro
oder in vivo Tests zur Wirkung auf Tuberkulose Erreger wurden jedoch bisher
nicht durchgefiihrt. Diese sollen in Zukunft in Zusammenarbeit mit Kooperati-

onspartnern erfolgen.

3.1.5 Quercetin

Fur die Immobilisierung von Quercetin 6 auf Nanodiamant muss aufgrund der auf
dem Wirkstoff verfligbaren funktionellen Gruppen, eine andere Syntheseroute
gewahlt werden. Da Quercetin keinerlei Sdurefunktionen aufweist, muss
der Hydrazid-Teil des saurelabilen Hydrazon-Linkersystems von der Seite des
Diamanten kommen. Dieses Hydrazid kann dann mit der Keto-Funktion des
Quercetins reagieren. Nach der Abspaltung im sauren Milieu wird durch den
Angriff von Wasser die Keto-Funktion des Wirkstoffes wiederhergestellt.

Fir die Saure-Funktionalisierung des gemahlenen Nanodiamanten 19 muss
zunachst das Diazoniumtetrafluoroborat 30 aus der Umsetzung von 4-Amino-
benzoesdure mit Tetrafluorborsaure und Natriumnitrit nach Literaturangaben

synthetisiert werden.®3!

NaNO,, HBF, o ®
HZNOCOOH — = " » BF, NzOCOOH
H,0

29 0 °C -> RT, 40 min

[CC] Ultraschallhorn
+ BF4 Ny COOH > COOH
H,O

RT->40°C,15h

19 30 31

Abb. 28: Synthese des Diazoniumtetrafluoroborats 30 und anschlieRende Umsetzung
mit mechanisch deagglomeriertem ND 19.

Die Sdure-Funktionalisierung des gemahlenen ND 19 erfolgte analog zu der

Acetophenon-Funktionalisierung in Wasser durch Behandlung mit einem Ultra-
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schallhorn. Der isolierte ND 31 zeigt im IR-Spektrum das charakteristische Signal
der C=0-Streckschwingung der Saurefunktion bei 1707 cm?, sowie die Signale
der aromatischen C=C-Streckschwingung bei 1603 cm™ und der aromatischen
C-H-Deformationsschwingung bei 860 cm™. Die Oberflichenbelegung betragt

laut thermogravimetrischer Analyse 0.47 mmol g*.

Transmission [a.u.]

C-Haryl
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Abb. 29: IR-Spektren (ATR) von gemahlenem ND 19 und Benzoesaure-funktionalisier-
tem ND 31.

Um eine sdurelabile Anbindung von Quercetin 6 an den Nanodiamanten zu er-
moglichen, muss zunachst noch dessen Sdure-Gruppe in eine Hydrazid-Gruppe
konvertiert werden. Dazu wurde die Sdure-Funktion des ND 31 mit den Kupp-
lungsreagenzien EDC und NHS aktiviert und anschlieBend mit Hydrazin umgesetzt.

EDC, NHS O
COOH + NyH, —— >
H20 NHNH,

RT, 1d
31 32 33

Abb. 30: Umsetzung des saurefunktionalisierten ND 31 mit Hydrazin 32 zum hydrazid-
funktionalisiertenND 33.
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Die erfolgreiche Umsetzung zum hydrazidfunktionalisierten ND 33 kann im
IR-Spektrum durch die Abnahme der Intensitat des Signals der C=0-Streck-
schwingung 1707 cm® und dem neu hinzugekommenen Signal der C=0-Streck-
schwingung des Amids bei 1640 cm™ bestatigt werden. Das Signal der Amid |l
N-H-Deformationsschwingung bei 1550 cm™ wird ebenfalls beobachtet. Auch
der Anstieg des Stickstoffgehalts von 1.75 % des Benzoesaure-funktionalisier-
ten ND 31 auf 2.77 % des HydrazidfunktionalisiertenND 33 deutet auf eine er-
folgreiche Umsetzung hin. Die Oberflachenbelegung betragt laut thermogravi-

metrischer Analyse 0.37 mmol g.

E
O,
.5 31
w
R
=
w
=
© / [
'—
VA
C=0 Vi H Amid
33
. ; y ’ , ; : : . : , , "
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl [cm'1]

Abb. 31: IR-Spektren (ATR) von Benzoesaure-funktionalisiertem ND 31 und hydrazid-
funktionalisiertem ND 33.

Der letzte Schritt ist nun die Immobilisierung von Quercetin 6 auf dem Hydra-
zidfunktionalisierten ND 33. Die Reaktion findet in Ethanol bei 80 °C statt, wobei
die Aminofunktion des Hydrazids mit der Ketogruppe des Quercetins unter Ab-

spaltung von Wasser zum sadurelabilen Hydrazon reagiert.[®®!
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33 6 34
Abb. 32: Immobilisierung von Quercetin 6 auf hydrazidfunktionalisiertem ND 33.

Hinweise auf die erfolgreiche Immobilisierung des Quercetins kénnen aus dem
IR-Spektrum entnommen werden. Auffillig ist zundchst das extrem breite Sig-
nal der Gberlagernden C=0- und C=N-Streckschwingungen, welches sich tber
einen Bereich von 1640 bis 1616 cm™® erstreckt. Die Signale der aromatischen
C-O-Streck- und O-H-Deformationsschwingungen befinden sich bei 1267, 1170
und 1095 cm,

S
S 33
5
g L
IS c=0 /‘ 34
Z d
o v
= c-0, O-H
6
—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl [cm'1]

Abb. 33: IR-Spektren (ATR) von hydrazidfunktionalisiertem ND 33, Quercetin-funktiona-
lisiertem ND 34 und Quercetin 6.

36



Hauptteil - Immobilisierung von Wirkstoffen

Die Uber die thermogravimetrische Analyse berechnete Oberflichenbelegung
von Quercetin auf dem ND betragt 0.19 mmol g. Dieser Wert wird fir die spa-
tere Auswertung der Freisetzungsexperimente benotigt. Die TeilchengrofRen
befinden sich in einem Bereich zwischen 50 und 155 nm. Einige analytische Da-
ten des Quercetin-funktionalisierten ND und dessen Vorstufen sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

Tabelle 3: Analytische Daten der Nanodiamanten 31, 33 und 34.

ND Stickstoffgehalt ~ Oberflaichenbelegung Zeta-Potential
(%] [mmol g?] [mV]

31 1.75 0.47 -8.2 (pH =4.5)

33 2.77 0.37 17.1 (pH =5.2)

34 2.00 0.19 -25.1 mV (pH = 6.0)

Der Quercetin-funktionalisierte ND 34 wurde im Rahmen der Freisetzungsex-
perimente auf seine release-Eigenschaften hin untersucht. Untersuchungen zur
Wirksamkeit gegen Trypanosomen in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Engst-
ler, der Zell- und Entwicklungsbiologie an der Universitdat Wiirzburg, ergaben

bisher keine schliissigen Ergebnisse.

3.1.6 Curcumin

Wie auch Quercetin 6, besitzt Curcumin 7 Ketogruppen, welche mit der Hydra-
zid-Funktion des ND 33 die gewtinschte sdurelabile Hydrazon-Anbindung bilden
kdnnen. Die Umsetzung des Wirkstoffs mit ND 33 erfolgt unter den gleichen
Reaktionsbedingungen wie die Anbindung von Quercetin.
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33 7 35
Abb. 34: Immobilisierung von Curcumin 7 auf hydrazidfunktionalisiertem ND 33.

Im IR-Spektrum des isolierten ND 35 kann man wieder eine Verbreiterung der
Uberlagernden Signale C=0- und C=N-Streckschwingungen bei 1644 cm™ er-
kennen. Die intensiven Signale bei 1224 und 1153 cm™ kénnen den C-O-Streck-
schwingung und der O-H-Deformationsschwingung der Ether- und Alkoholgrup-

pen zugeordnet werden.

Transmission [a.u.]
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Abb. 35: IR-Spektren (ATR) von hydrazidfunktionalisiertem ND 33, Curcumin-funktiona-
lisiertem ND 35 und Curcumin 7.
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Die Oberflaichenbelegung des Curcumin-funktionalisierten ND 35 betragt
0.47 mmol g*. Die Messung der TeilchengréRen ergeben Werte zwischen 497
und 751 nm. Die starke Agglomeratbildung kdnnte dadurch erklart werden dass
bis zu zwei Nanodiamantpartikel mit einem Curcumin-Molekil reagieren kénnen.
So kénnen durch Vernetzung gréRere Agglomerate entstehen. AuRerdem kdnnten
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den phenolischen Hydroxyl-Funktionen und
den Ether-Funktionen des Curcumins und sauerstoffhaltigen Gruppen auf der Dia-
mantoberfliache zu einer Agglomeratbildung fihren. In Tabelle 4 sind einige Analy-

senwerte des Curcumin-funktionalisierten ND 35 und dessen Vorstufen angegeben.

Tabelle 4: Analytische Daten der Nanodiamanten 31, 33 und 35.

ND Stickstoffgehalt Oberflachenbelegung Zeta-Potential
[%] [mmol g] [mV]

31 1.75 0.47 -8.2 (pH = 4.5)

33 2.77 0.37 17.1 (pH =5.2)

35 1.79 0.47 9.1 (pH = 5.5)

Die Abspaltung des Wirkstoffs vom ND 35 wurde in den Freisetzungsexperimen-
ten untersucht; eine in vivo oder in vitro Untersuchung zur Wirksamkeit gegen
Schistosomiase Erreger fand bisher nicht statt, soll aber in Zukunft im Rahmen
einer Kooperation erfolgen.

3.1.7 Amphotericin

Um die Immobilisierung von Amphotericin B 8 (iber einen saurelabilen Hydrazon-
Linker zu erreichen, muss im Gegensatz zu der Immobilisierung von Isoniazid 5 der
Acetophenon-Linker vorher weiter funktionalisiert werden. Durch die Umsetzung
des Acetophenon-funktionalisierten ND 20 mit Hydrazin in Ethanol, wird der hyd-

razonfunktionalisierte ND 36 erhalten.

o) N-NH,
EtOH

80 °C, 4h
20 32 36

Abb. 36: Umsetzung des Acetophenon-funktionalisierten ND 20 mit Hydrazin zum hyd-
razonfunktionalisierten ND 36.
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Die erfolgreiche Umsetzung kann im IR-Spektrum (Abb. 37) beobachtet werden.
Nach der Reaktion des Hydrazins mit der Ketogruppe des ND kann man im IR-
Spektrum kein Signal mehr flr die C=0-Streckschwingung bei 1676 cm™ erken-
nen. Auch der Stickstoffgehalt steigt von 2.00 % fiir den Acetophenon-funktio-
nalisierten ND 20 auf 3.63 % fiir den hydrazonfunktionalisierten ND 36 an. Die
Oberflachenbelegung betragt laut TGA 0.14 mmol g*, wahrend die Berechnung
Uber die Elementaranalysendaten eine Belegung von 0.6 mmol g* ergibt. Der
tatsachliche Wert liegt wahrscheinlich zwischen beiden Werten.

S5
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Abb. 37: IR-Spektren (ATR) von Acetophenon-funktionalisiertem ND 20 und hydrazon-
funktionalisiertem ND 36.

Die freie Aminogruppe des Hydrazons kann nun eine Amidbindung mit der
Sauregruppe des Amphotericins eingehen und so die saurelabile Anbindung
ausbilden. Nach der Abspaltung unter physiologischen Bedingungen entsteht
zunachst das Amphotericin-Hydrazid, welches zum urspriinglichen Sdurederivat

weiter metabolisiert wird.!
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Flr die Aktivierung der Sduregruppe Uber die Bildung eines Aktivesters, werden
die Kupplungsreagenzien EDC und NHS benutzt.%

Q
&—Amphotericin B

JI-NH, EDC, NHS N-NH
+  Amphotericin B —_—
H,0

RT, 1d
36 8 37

Abb. 38: Immobilisierung von Amphotericin B 8 auf hydrazonfunktionalisiertem ND 36.

Im IR-Spektrum konnen einige neue Signale fiir die C=0-Streckschwingung des
Lactons bei 1712 cm™ und fiir die C=0-Streckschwingung des Amids bei 1654 cm™?
beobachtet werden. Auch die C=C-Streckschwingung des konjugierten Doppel-
bindungssystems bei 1531 cm™ kann man gut erkennen. Des Weiteren sind die
beiden Signale der C-O-Streck- und der O-H-Deformationsschwingungen der Al-
kohol- und Ethergruppen beobachtbar.
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Abb. 39: IR-Spektren (ATR) von hydrazonfunktionalisiertem ND 36 Amphotericin B-funk-
tionalisiertem ND 37 und Amphotericin B 8.

41



Hauptteil - Immobilisierung von Wirkstoffen

Die PartikelgroRen des Amphotericin B-funktionalisierten ND 37 bewegen sich
in einem Bereich von 64 — 187 nm. Die Oberflaichenbelegung fillt, wie bei der
Immobilisierung von gréReren Molekiilen Gblich, mit 0.07 mmol g vergleichs-
weise niedrig aus. Durch ihre GroRe neigen diese dazu, weitere freie funktio-
nelle Gruppen auf der Diamantoberfliche abzuschirmen. So ist die mogliche
Beladung mit weiteren Molekiilen stark eingeschrankt. In Tabelle 5 sind einige

weitere analytische Daten des ND 37 und seiner Vorstufen angegeben.

Tabelle 5: Analytische Daten der Nanodiamanten 20, 36 und 37.

ND Stickstoffgehalt Oberflaichenbelegung Zeta-Potential
[%] [mmol g?] [mV]

20 2.00 0.40 39.5 mV (pH = 4.25)

36 3.66 0.14 44.1 mV (pH = 7.1)

37 5.28 0.07 12.8 mV (pH = 7.44)

Die Wirkstoff-Freisetzung aus ND 37 wurde in den Freisetzungsexperimenten
untersucht. In vitro Tests an Leishmanien-Amastigoten der Gattung Leishmania
major, durchgefiihrt von Dr. Uta Schurigt aus der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Moll in der Infektionsbiologie der Universitat Wiirzburg, zeigten die hemmende
Wirkung des Nanodiamant-Wirkstoff-Konjugats (siehe Tab. 6).

Tabelle 6: IC, Werte und Selektivitatsindex der ND 36, 37 und Amphotericin B in Bezug
auf L. major Amastigoten. Gemessen von Martina Schultheis, mit freundlicher Geneh-
migung von Dr. Uta Schurigt, Infektionsbiologie, Uni Wiirzburg.

Substanz IC,, IC,, [umol g7] Selektivitatsindex
36 100 pg/ml >100 -
37 0.0092 uM 0.0085 978.4
Amphotericin B 0.0428 uM 0.0396 466.7

Die mittlere, inhibitorische Konzentration (IC, ) gibt an, bei welcher Wirkstoff-
konzentration eine 50%ige Inhibition des jeweiligen Erregers stattfindet. Der
IC, -Wert wurde im Falle des Amphotericin B-funktionalisierten ND 37, (iber
dessen gemessene Oberflichenbelegung berechnet. Wie man aus Tabelle 6 klar
erkennen kann, geniigt eine etwa viermal geringere Konzentration an Wirkstoff,
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wenn dieser Gber einen Nanodiamant-Trager verabreicht wird. Eine zuséatzliche
hemmende Wirkung des Nanodiamanten selbst, kann aufgrund des IC_ Wertes
der ND 36 Vorstufe ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser ersten Tests
scheinen die postulierten Vorteile der Nanodiamant-Wirkstoff-Trager zu bestati-
gen. Die Nanopartikel werden gut von den infizierten Makrophagen aufgenom-
men."® Die dabei entstehenden Endosome verschmelzen zunichst zu Lysoso-
men die ihrerseits mit parasitdren Vacuolen verschmelzen." Wahrend dieses
Vorgangs wird der Wirkstoff von der Partikeloberflache abgespalten und kann
seine Wirkung entfalten. Allerdings muss der genaue Aufnahmemechanismus

in das Zellinnere noch geklart werden.

3.1.8 Aspartatprotease-Inhibitor

Cis-konfigurierte Aziridine sind potentielle Aspartatprotease-Inhibitoren und
sollten daher an Nanodiamanten gekoppelt werden und in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Schirmeister von der Universitat Mainz, auf
ihre Wirksamkeit hin untersucht werden.

Uber die Cromwell-Synthese kénnen racemische Gemische eines cis-konfigu-
rierten Aziridins z.B. aus Zimtsduremethylester synthetisiert werden. Dieser
wird zunachst in die entsprechende Dibromverbindung umgesetzt.®¥ Dann er-
folgt der Ringschluss zum Aziridin durch Eliminierung von Bromwasserstoff und
anschlieBender Michael-Addition des primdren Amins, gefolgt von einer intra-
molekularen nucleophilen Substitution, wobei das zweite Bromid abgespalten

wird.P2
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Abb. 40: Umsetzung des Zimtsduremethylesters 38 mit Brom und Darstellung des Aziridins
41 durch Umsetzung von Dibromzimtsauremethylester 39 mit 4-Aminobenzylamin (40).

Anhand der NMR-Daten sind cis-konfigurierte Aziridine einfach zu identifizieren.
Man beobachtet fir die beiden Protonen am Aziridinring jeweils ein Dublett mit
Kopplungskonstanten von J = 6.8 bis 7.1, zwischen 2.5 und 3.1 ppm, wenn diese

cis zueinander angeordnet sind.
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Abb. 41: Ausschnitt des *H-NMR-Spektrums von Aziridin 41, mit den charakteristischen
Signalen der cis-standigen Protonen.

Das Aziridin 41 wird nun Uber eine Amidkniipfung auf dem Benzoesaure-funk-
tionalisierten ND 31 immobilisiert. Die Reaktionsbedingungen gleichen dabei

jenen fiir die Darstellung des hydrazidfunktionalisierten ND 33.

/©/NH2
Qoo - A o P
+ —_—
AN )

Ph COOMe
N
RT, 16h COOMe

31 M 42 Ph

Abb. 42: Immobilisierung des Aziridins 41 auf Benzoesaure-funktionalisiertem ND 31.
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Vergleicht man die beiden IR-Spektren der ND 31 und 42, fallen im Carbonylbe-
reich zwei neue Signale auf. Zum einen das Signal fiir die C=0-Streckschwingung
der Estergruppe des Aziridins bei 1740 cm™ und zum anderen das Signal fur
C=0-Streckschwingung der Amidbindung zwischen Diamant und Inhibitor. Auch
das Signal der N-H-Deformations-schwingung des Amids bei 1542 cmist gut zu

erkennen.

Transmission [a.u.]

4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl [cm'1]

Abb. 43: IR-Spektren (ATR) von Benzoesaure-funktionalisiertem ND 31, Aziridin-funktio-
nalisiertem ND 42 und Aziridin 41.

Die Elementaranalyse belegt die Immobilisierung des Aziridins auf dem Ben-
zoesaure-funktionalisierten ND 31. Der Stickstoffgehalt steigt von 1.75 % auf
2.62 %. Die Oberflaichenbelegung betragt laut TGA 0.17 mmol g?, nach der Be-
rechnung Uber Elementaranalysendaten jedoch 0.24 mmol g*. Der tatsachliche
Wert liegt vermutlich zwischen beiden Werten. Einige der analytischen Daten
des ND 42 und dessen Vorstufen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
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Tabelle 7: Analytische Daten der Nanodiamanten 19, 31 und 42.

ND Stickstoffgehalt  Oberflachenbelegung Zeta-Potential
(%] [mmol g*] [mV]

19 2.21 - 41.0 (pH =5.8)

31 1.75 0.42 -8.2 (pH =4.5)

42 2.62 0.17 -10.7 mV (pH = 5.5)

Der ND 42 sollte anschlieRend in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Schirmeister
mit Hilfe von in vitro Tests auf seine Aktivitat gegen Aspartat Proteasen hin ge-
testet werden. Jedoch wurde festgestellt, dass schon mechanisch deagglome-
rierter Nanodiamant 19 sich hemmend auf verschiedene Enzymassays auswirkt.
Dabei ist momentan noch unklar ob Nanodiamant die Enzymstruktur z.B. durch
Adsorption negativ beeinflusst oder die gemessenen Werte durch Lichtstreuung

verfalscht werden, da es sich um fluorimetrische Assays handelt.
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3.2 Immobilisierung von Proteinen

Wie bereits erwahnt beschaftigt sich das Vascubone-Projekt mit der Erforschung
neuer Knochenersatzmaterialien. Die aus B—Tricalciumphosphat oder verschie-
denen Polymeren aufgebauten scaffolds werden dabei durch ein spezielles Ver-
fahren mit Nanodiamanten versehen. Um die Proliferation und Differenzierung
der Stammzellen zu verbessern und somit die Knochendefektstelle schneller
ausheilen zu lassen, sollen die Nanodiamanten mit Wachstumsfaktoren funkti-
onalisiert werden. Als Wachstumsfaktoren werden in der Biologie Proteine be-
zeichnet, welche als Signalgeber fungieren und verschiedene zelluldre Prozesse
regeln oder auslosen. Diese Proteine werden auf der Zelloberfliche erkannt,
wobei eine Konformationsdanderung des Rezeptors weitere Signale auslost, die

anschlieBend zu einer Aktivierung oder Deaktivierung von Genen fuhren.

Proteine sind aufgrund ihres komplizierten rdumlichen Aufbaus, der sog. Se-
kundar-, Tertidar- und Quartarstruktur, empfindlich gegeniiber drastischen pH-
Wertanderungen, organischen Lésungsmitteln oder physikalischen Einwirkun-
gen wie Hitze. Es muss daher ein moglichst schonendes Verfahren gefunden
werden, um die Wachstumsfaktoren auf der Nanodiamantoberflache kovalent
anzubinden. Purtov et al. libertrugen 2010 die in der Biochemie bereits eta-
blierte Methode der Proteinanbindung mit Benzochinon auf Nanodiamant.!
Erstmals beschrieben wurde diese Methode der Proteinanbindung 1975 von
Brandt et al.®¥

Diese Methode setzt eine bereits mit Hydroxylgruppen modifizierte Substra-
toberflache voraus. Die Hydroxylgruppen reagieren in einer Art Michael-Addi-
tion mit p-Benzochinon, wobei das entstehende Dihydrochinon von weiterem,
im Uberschuss eingesetzten p-Benzochinon zum entsprechenden Benzochinon
zuriickoxidiert wird. Die so mit Benzochinon funktionalisierte Oberflache kann
nun ohne Zugabe weiterer Kupplungsreagenzien mit Thiolen oder Aminen eines
zugesetzten Proteins reagieren. Beide Schritte finden unter moderaten pH-Wer-

ten in einem waéssrigen Puffersystem statt.
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Abb. 44: Schematische Darstellung der p-Benzochinon Methode zur Anbindung von
Proteinen.

Fir die Funktionalisierung mit p-Benzochinon wurde aufgrund seiner verfligba-
ren Hydroxylgruppen mechanisch deagglomerierter Nanodiamant 19 verwen-
det. Die Reaktion findet bei RT in PBS-Pufferlésung bei einem pH-Wert von 8
statt.

Q- - o
PBS

pH = 8.0,
RT, 16h

19 42 43

Abb. 45: Funktionalisierung von mechanisch deagglomeriertem ND 19 mit Benzochi-
non 42.

Nach erfolgter Reaktion kann man im IR-Spektrum fur den isolierten ND 43
zwei neue Banden erkennen: das charakteristische Signal der C=0-Streck-
schwingung der beiden Ketogruppen des Benzochinons bei 1650 cm™ und das
Signal der C-O-Streckschwingung bei 1197 cm™.
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Abb. 46: IR-Spektren (ATR) von mechanisch deagglomeriertem ND 19 und Benzochinon-
funktionalisiertem ND 43.

Laut thermogravimetrischer Analyse betragt die Oberflichenbelegung 0.43 mmol g™.

Die TeilchengroBenmessung ergab Partikel zwischen 94 und 242 nm.

Der Benzochinon-funktionalisierte ND 43 kann anschlieRend unter moderaten
Bedingungen, ohne Zusatz weiterer Kupplungsreagenzien mit aminhaltigen Pro-

teinen oder Enzymen umgesetzt werden.

3.2.1 Lysozym

Aufgrund der hohen Kosten und der geringen Verfligbarkeit der beiden fir das
Projekt eingesetzten Wachstumsfaktoren Angiopoietin und BMP-2, wurde zu-
nachst eine Testreaktion mit dem kommerziell gut erhaltlichen und kostenglinsti-
gen Enzym Lysozym durchgefiihrt. Lysozym ist eines der am besten untersuchten
Enzyme Uberhaupt.® Es war das zweite Protein sowie das erste Enzym, dessen
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Struktur mit Hilfe von Réntgenstrukturanalyse aufgeklart werden konnte.

Am wahrscheinlichsten greift das Lysozym mit einer seiner sechs freien Lysin-
Aminogruppen das Benzochinon-System unter Bildung eines Dihydrochinons
nucleophil an. Die Reaktion findet bei RT und einem pH-Wert von 6.0 in PBS-
Pufferldsung statt.

@] OH
O L (0]
ysozym
[E—" .
O/ PBS O/ N~ Lysozym
O OH H

pH=6.0,
RT, 16h
43 44

Abb. 47: Immobilisierung von Lysozym auf Benzochinon-funktionalisierten ND 43.

Im IR-Spektrum des isolierten ND 44 kann man ein sehr intensives Amid | Signal
der C=0-Streckschwingung der Amidgruppen des Enzyms bei 1648 cm™ erken-
nen. Auch das Amid Il Signal der N-H-Deformationsschwingung bei 1524 cm™ ist
gut zu sehen. Die Breite der beiden Signale ist auf die hohe Anzahl der verschie-
den substituierten Amidbindungen zuriickzufiihren.
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Abb. 48: IR-Spektren (ATR) von Benzochinon-funktionalisiertem ND 43, Lysozym-funkti-
onalisiertem ND 44 und Lysozym.

Die Elementaranalyse ergibt sowohl eine Erhohung des urspringlichen
Stickstoffgehalts der ND 43 Vorstufe von 1.98 % auf 5.56 %, als auch das Hin-
zukommen von Schwefel (0.74 %) welcher aus den schwefelhaltigen Amino-
sauren des Lysozyms stammt. Der Gewichtsverlust bei der thermogravimet-
rischen Analyse belduft sich auf 20.80 % was flr ein immobilisiertes Molekdl
mit einem Molekulargewicht von 14.3 kDa, eine Oberflachenbelegung von
0.01 mmol g? ergibt. In Tabelle 8 sind einige der analytischen Daten des
Lysozym-funktionalisierten Nanodiamanten 44 und dessen Vorstufen ange-
geben. So kann von einer erfolgreichen Umsetzung ausgegangen werden;
eine Anbindung von Proteinen oder Enzymen an Nanodiamant ist folglich
moglich und kann auf die Anbindung von Wachstumsfaktoren Ubertragen

werden.
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Tabelle 8: Analytische Daten der Nanodiamanten 19, 43 und 44.

ND Stickstoffgehalt  Oberflachenbelegung Zeta-Potential
(%] [mmol g7] [mV]

19 2.21 - 41.0 (pH = 5.8)

43 1.98 0.43 -30.8 mV (pH = 6.3)

a4 5.56 0.01 9.4 mV (pH = 5.8).

3.2.2 Angiopoietin

Das Wachstum neuer Blutgefal3e aus bereits bestehenden wird Angiogenese ge-
nannt. Dieser Vorgang ist, neben der Osteogenese, essentiell fiir das Ausheilen
eines Knochendefekts. Ang-1 und Ang-2, die beiden wichtigsten Vertreter der
Angiopoietin Familie, scheinen beim Vorgang der Angiogenese eine grofRe Rolle
zu spielen.®® Um eine Ausheilung eines kritischen Knochendefektes zu ermdogli-
chen, sollen mit Angiopoietin (Ang-1) funktionalisierte Nanodiamanten auf scaf-
folds aufgebracht werden.

Fir die Immobilisierung von Ang-1 auf Nanodiamant wurde, wie bei Lysozym,
Benzochinon-funktionalisierter Nanodiamant 43 benutzt. Die Reaktion findet

unter analogen Bedingungen statt.

Q OH
L - O
—_—
PBS n-Ang-1
o on M

pH = 6.0,
RT, 16h
43 45

Abb. 49: Immobilisierung von Angiopoietin auf Benzochinon-funktionalisiertem ND 43.

Im IR-Spektrum des Angiopoietin-funktionalisierten ND 45 erkennt man,
wie auch schon beim Lysozym-funktionalisierten ND 44, eine Verschiebung
des Signals der C=0-Streckschwingung von 1650 cm™ des Benzochinon-
funktionalisierten ND 43, hin zu 1629 cm™. Auch hier ist die Breite des
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Signals auf die hohe Zahl der verschiedenen Amidgruppen des Proteins

zurlickzufihren.
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Abb. 50: IR Spektren (ATR) von Benzochinon-funktionalisiertem ND 43 und Angiopoie-
tin-funktionalisiertem ND 45.

Weitere analytische Daten des Angiopoietin-funktionalisierten ND 45 und des-
sen Vorstufe sind in Tabelle 9 am Ende dieses Kapitels angegeben. Aufgrund der
geringen Verfugbarkeit des Wachstumsfaktors Angiopoietin, wurde auf weitere
Analysen mit hohem Substanzverbrauch verzichtet.

Mit Angiopoietin funktionalisierte Nanodiamantproben wurden in Knochener-
satzmaterialien der Marken Cerasorb und ChronOS eingebettet. In Tierversu-
chen an der Medizinischen Universitat Innsbruck wurden sie auf ihren angioge-
nen Effekt hin untersucht.

Hauptaugenmerk dabei war die Anzahl der neugebildeten BlutgefdaRe im Zent-

rum des Defektes. Cerasorb und ChronOs wurden jeweils unbehandelt, mit Na-
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nodiamant und physisorbiertem Angiopoietin und mit Nanodiamant und kova-
lent gebundenem Angiopoietin untersucht. Der signifikanteste Unterschied bei
der Bildung neuer GefdRe konnte flir das Cerasorb-Material festgestellt werden
(Abb. 51). Die Anzahl der neugebildeten GefaRe fiir Cerasorb mit Nanodiamant
und kovalent angebundenem Angiopoietin libertraf dabei die von reinem Ce-
rasorb um ein Vielfaches.

40,00 _|_

30,007

20,00

10,00
—_

007

Anzahl der GefiBe in der Mitte des Defekts

T T T
Cerasorb, physikalisch gebunden Cerasorb, kovalent gebunden Cerasorb, rein
Material

Abb. 51: Anzahl der neugebildeten BlutgefaRe in der Mitte des Knochendefekts fiir Ce-
rasorb nach drei Monaten. Proben ausgewertet von Alexander Gruber, mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. Michael Rasse, Universitatsklinik fir Mund-, Kiefer- und Ge-
sichtschirurgie, Innsbruck.

3.2.3 BMP-2

Der Vorgang zur Bildung von Knochen wird Osteogenese genannt. Dabei diffe-
renzieren mesenchymale Stammzellen zu Osteoblasten, welche durch Minerali-

sierung das anorganische Knochengrundgerist bilden und sich anschlieend zu
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Osteozyten umwandeln. BMP-2, einer der am besten charakterisierten Vertre-
ter der sog. bone morphogenetic proteins, zeigt sowohl in vitro als auch in vivo
eine besonders starke osteoinduktive Wirkung.®” Um das Knochenwachstum
zu beschleunigen und so die Defektheilung nach dem operativen Einsatz des
Implantats zu verbessern, sollen Nanodiamanten vor dem Aufbringen auf das
Tragermaterial mit BMP-2 funktionalisiert werden.

Die Immobilisierung des Wachstumfaktors BMP-2 auf Nanodiamant fand analog

zur Immobilisieurng von Angiopoietin und Lysozym statt.

0 OH
Q ]
B
BMP-2
PBS H
o pH = 6.0, oH

RT, 16h
43 46

Abb. 52: Immobilisierung von BMP-2 auf Benzochinon-funktionalisiertem ND 43.

Auch bei der Funktionalisierung mit dem Wachstumsfaktor BMP-2 ist im IR-Spek-
trum eine Verschiebung des Signals der C=0-Streckschwingung von 1650 cm™des
Benzochinon-funktionalisierten ND 43 hin zu 1636 cm™ zu erkennen. Die Breite
des Signals ist ebenfalls durch die hohe Anzahl verschiedener Amidgruppen des
Proteins zu erklaren. Das Signal der N-H-Deformationsschwingung (Amid Il) ist
nicht zu erkennen und liegt vermutlich unter dem breiten Signal zwischen 1650
und 1550 cm™,
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Abb. 53: IR Spektren (ATR) von Benzochinon-funktionalisiertem ND 43 und BMP-2-funk-
tionalisiertem ND 46.

Weitere analytische Daten des BMP-2-funktionalisierten ND 46 sowie dessen
Vorstufen ND 43 sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Auf weitere Analysen mit
hohem Substanzverbrauch, z.B. TGA und Elementaranalyse, wurde aufgrund

der geringen Verfligbarkeit des Wachstumsfaktors verzichtet.

Tabelle 9: Analytische Daten der Nanodiamanten 43, 45 und 46.

ND TeilchengréBe [nm] Zeta-Potential

43 10% <94,50 % <90,90 % < 242 -30.8 mV (pH =6.3)
45 10 % < 48,50 % < 239,90 % < 683 16.0 mV (pH = 4.16)
46 10 % < 36,50 % < 55,90 % < 100 -35.2 mV (pH =6.3)
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BMP-2-funktionalisierter ND 46 wurde von Salwa Suliman von der Universitat
Bergen im Tiermodell auf seine osteoinduktiven Eigenschaften hin getestet
werden. Kovalent angebundenes BMP-2 scheint im Gegensatz zu adsorbiertem
Wachstumsfaktor keine osteoinduktive Aktivitdt aufzuweisen. Scheinbar muss
das Protein von der Diamantoberflache und vom Implantat freigesetzt werden

um wirken zu kbnnen.
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3.3 Immobilisierung von Farbstoffen

Fir Nanodiamanten mit immobilisierten Fluoreszenzfarbstoffen gibt es meh-
rere biologische und medizinische Anwendungsmaoglichkeiten. Beispielsweise
kann man das Verhalten und den Verbleib von Nanodiamanten im Gewebe, z.B.
die Aufnahme in Zellen oder die Biodistribution, untersuchen. Im Rahmen des
Vascubone-Projektes war es notwendig, das Eindringverhalten der mit Fluores-
zenzfarbstoff funktionalisierten Nanodiamanten in die verschiedenen scaffolds
zu untersuchen.

3.3.1 Oregon Green

Fir die Immobilisierung des Fluoreszenzfarbstoffes Oregon Green 488 wurde,
wie auch schon fir die Immobilisierung verschiedener Proteine, Benzochinon-
funktionalisierter ND 43 verwendet. Die Reaktion findet ebenfalls in PBS-Puffer-
|6sung, bei einem pH-Wert von 6.0 statt. Das mit einer primaren Aminogruppe
derivatisierte Oregon Green 488 Cadaverin kann so ohne Zusatz weiterer Kupp-

lungsreagenzien an den Benzochinon-funktionalisierten ND 43 gekuppelt wer-

den.
(0] H
O. o) 0.
+ NHy(CHp)sNH —/< — O/
O/ 5 s PBS H,Oregon Green
regon Green pH =6.0,
° RT, 16h OH
43 47 48

Abb. 54: Immobilisierung von Oregon Green auf Benzochinon-funktionalisiertem ND 43.

Das IR-Spektrum des Oregon Green-funktionalisierten ND 48 zeigt ein Signal bei
1633 cm?, das sowohl der C=0-Streckschwingung der Amidgruppe des Oregon
Greens als auch der O-H-Deformationsschwingung der Hydroxylgruppen zuge-
ordnet werden kann. Das Signal der C-O-Streckschwingung kann bei 1150 cm™®
detektiert werden.
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Abb. 55: IR Spektren (ATR) von Benzochinon-funktionalisiertem ND 43, Oregon Green-
funktionalisiertem ND 48 und Oregon Green 47.

Mit Fluoreszenzfarbstoffen funktionalisierter Nanodiamant lasst sich auch gut
Uber UV/Vis-Spektroskopie untersuchen. Abbildung 56 zeigt die Absorptions-
spektren des Benzochinon-funktionalisierten ND 43, des Oregon Green-funk-
tionalisierten ND 48 und des freien Farbstoffes 47. Es fallt auf, dass ND 48, im
Gegensatz zu ND 43, die fiir Oregon Green typische Absorption aufweist.
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Abb. 56: UV/Vis-Spektren (DMF/H,0 3:1) von Benzochinon-funktionalisiertem ND 43,
Oregon Green-funktionalisiertem ND 48 und freiem Oregon Green 47.

Nach der Umsetzung mit dem Farbstoff steigt laut Elementaranalyse der Stickstoff-
gehalt des Produktdiamanten von 1.98 % auf 2.36 % an. Die Oberflachenbelegung
fallt, wie oft bei der Immobilisierung solch groRer Molekile, mit 0.07 mmol g* eher
gering aus. In Tabelle 10 sind die wichtigsten analytischen Daten des Oregon Green-

funktionalisierten ND 48 und dessen Vorstufen angegeben.

Tabelle 10: Analytische Daten der Nanodiamanten 19, 43 und 48.

ND Stickstoffgehalt  Oberflachenbelegung Zeta-Potential
(%] [mmol g*] [mV]

19 2.21 - 41.0 (pH =5.8)

43 1.98 0.43 -30.8 mV (pH =6.3)

48 2.36 0.07 40.1 mV (pH =5.8)

Um herauszufinden, ob sich das von der Rhobest GmbH fiir das Vascubone-

Projekt entwickelte Perfusionsverfahren fiir die Belegung der scaffolds mit
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Nanodiamanten fir die vollstindige Impragnierung eignet, wurde ND 48
verwendet und Schnittproben der scaffolds anschlieRend mit einem Fluores-
zenzmikroskop untersucht. Die scaffolds (Kantenlange 1 cm) wurden von der
Rhobest GmbH bei einem Druck von 1.5 bar und einer Flussgeschwindigkeit
von 10 ml s mit der Nanodiamantsuspension (20 mg ml?) impragniert und
anschlieBend im Vakuum getrocknet. In Abbildung 57 sind Fluoreszenzbilder
der Schnittproben zweier verschiedener scaffolds (Cerasorb und ChronOs) zu
sehen. Die beiden Bilder rechts zeigen deutlich, dass sich der Oregon Green-
funktionalisierte Nanodiamant 48 gleichmaRig Uber die scaffold Struktur ver-
teilt. Links daneben zum Vergleich der unfunktionalisierte ND 19.

unfunktionalisierter ND

Oregon Green-
funktionalisierter ND 48

Cera-sorb Cera-sorb

ChronOs

unfunktionalisierter ND

Oregon Green-
funktionalisierter ND 48

Abb. 57: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zweier verschiedener scaffolds mit
Nanodiamanten. Aufgenommen von Frau Mag. Michela Bruschi, mit freundlicher Ge-
nehmigung von Dr. Doris Steinmller (Rhobest GmbH, Innsbruck).

FUr beide untersuchten Trager-Varianten eignet sich das Perfusionsverfahren
folglich, um Nanodiamant gleichmaRig aufzubringen. Flr die spatere Belegung
mit Stammzellen ist jedoch ein anderes Verfahren notig, welches zur Zeit am
Lehrstuhl fur Tissue Engineering an der Universitat Wiirzburg entwickelt wird.
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3.3.2 Darstellung mehrfach funktionalisierter Nanodiamanten am Beispiel
der Immobilisierung von Oregon Green und TAMRA

Um die Art der Aufnahme von Nanodiamanten in Makrophagen genauer zu
untersuchen, sollten zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe auf Nanodia-
mant immobilisiert werden. Dabei muss ein Farbstoff fest, der zweite sdure-
labil angebunden werden. Wird der Nanodiamant iber Phagozytose aufge-
nommen, andert sich der pH-Wert des ihn umgebenden Mediums und der
saurelabil angebundene Farbstoff sollte sich ablésen. Finden sich in den Zellen
nur noch Nanodiamanten mit dem fest angebundenen Farbstoff, ist dies ein
Zeichen fiir den Aufnahmeweg liber Phagozytose. Kommt es zu einer passiven
Aufnahme, z.B. Diffusion, sollten sich, da es zu keiner starken Anderung des
pH-Wertes kommt, hauptsachlich Nanodiamanten mit beiden Farbstoffen im

Zellinneren finden lassen.

Zunachst muss Nanodiamant orthogonal funktionalisiert werden. Hierzu missen
zwei verschiedene funktionelle Gruppen eingefiihrt werden. Fiir die feste An-
bindung wurde die Funktionalisierung mit einer Dreifachbindung und anschlie-
Render Click-Reaktion mit dem Farbstoff gewahlt.®® Der dadurch entstehende
Triazol-Linker ist unter physiologischen Bedingungen nicht spaltbar. Die saurela-
bile Anbindung soll liber die Funktionalisierung mit einer Acetophenon-Einheit
stattfinden. Von beiden Linker-Systemen missen zunachst die entsprechenden
Diazoniumsalze hergestellt werden und anschlieend auf der Diamantoberfla-
che immobilisiert werden. Um Agglomeration der Diamantpartikel zu vermeiden,
wurde die Reaktionsmischung mit Ultraschall (Sonotrode) behandelt.

SIC) O
BF4 N, O
Ultraschallhorn
Q - " - g
H,O

eBF?NZO—o RT-> 40°C, 1.5h O
= O/\\\

19 49 50

Abb. 58: Orthogonale Funktionalisierung von mechanisch deagglomeriertem ND 19 mit
Acetophenon- und Alkin-Einheiten.
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Die erfolgreiche Umsetzung zum orthogonal funktionalisierten ND 50 ist im
IR-Spektrum gut zu erkennen (Abb. 59). Zunachst kann das charakteristische
Signal der C-C-Streckschwingung des Alkins bei 2117 cm™ detektiert werden.
Auch die Signale der C=0-Streckschwingung der Acetophenon-Einheit bei
1680 cm?, der aromatischen C=C-Streckschwingung bei 1600 cm™*und der aro-
matischen C-H-Deformationsschwingung bei 835 cm™ sind gut zu erkennen.

19

Transmission [a.u.]
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Abb. 59: IR-Spektren (KBr-Pellet) des mechanisch deagglomerierten ND 19 und des
orthogonal funktionalisierten ND 50.

Die thermogravimetrische Analyse ergab eine Oberflaichenbelegung von
0.27 mmol g, wobei schwer zu bestimmen ist, in welchem Verhéltnis die

beiden unterschiedlichen Linker vorliegen.

Fir eine saurelabile Anbindung eines Farbstoffes muss nun die Acetophenon-
Einheit weiter zum Hydrazon transformiert werden. Dies geschieht wie bei der
Synthese des hydrazonfunktionalisierten ND 36 durch die Zugabe von Hydra-
zin in Ethanol.
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NH
0 N| 2

. +  NyHy —_— .
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O/\\\

90 °C, 4h
50 32 51

O/\\\

Abb. 60: Umsetzung von ND 50 mit Hydrazin (32) zum hydrazonfunktionalisierten ND 51.

Im IR-Spektrum des isolierten ND 51 fallt zundchst das Fehlen des fir die Ace-
tophenon-Einheit charakteristischen Signals fur die C=0-Streckschwingung bei
1680 cm™ auf. Die Umsetzung der Acetophenon-Einheit zum entsprechenden
Hydrazon scheint folglich quantitativ abzulaufen. Das Signal fir die C=N-Streck-
schwingung des gebildeten Hydrazons kann bei 1631 cm™ detektiert werden.

50

Transmission [a.u.]

P T y T 5 T
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Abb. 61: IR-Spektren (ATR) des orthogonal funktionalisierten ND 50 und des hydrazon-
funktionalisierten ND 51.
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Ein weiterer Hinweis fur eine erfolgreiche Umsetzung zum entsprechenden
Hydrazon ist der Anstieg des Stickstoffgehalts von 2.53 % fiir den orthogonal
funktionalisierten ND 50 auf 3.42 % fiir den hydrazonfunktionalisierten ND 51.
Die durch die thermogravimetrische Analyse berechnete Oberflichenbelegung

betragt 0.33 mmol g*.

Die Alkin-Funktion des ND 51 kann nun genutzt werden, um den azidfunktio-
nalisierten Farbstoff TAMRA via Click-Reaktion auf der Nanodiamantoberflache
zu immobilisieren. Als Kupferkatalysator wird Kupfer(ll)sulfat und als Redukti-
onsmittel um in situ Kupfer(l)-lonen zu erzeugen Natriumascorbat verwendet.
Als Losungsmittel dient ein Gemisch aus Wasser und DMF. Wasser wird zur Be-

schleunigung dieser Art von Reaktionen oft beigemischt.®

NH NH,
N2 N2
| |
C N >
Natriumascorbat
ca + Ng(CHp)sNH—4 .
O TAMRA DMF/H,0 O
4:1 N.
o RT, 18h o/\(\‘" N
N
TAMRA
51 52 53

Abb. 62: Immobilisierung von TAMRA auf ND 51 via Click-Reaktion.

Im IR-Spektrum des TAMRA-funktionalisierten ND 53 kann man ein neues Sig-
nal fir die C=0-Streckschwingung der Amidgruppe des TAMRA Farbstoffes bei
1677 cm® erkennen. Die aromatischen Banden der C=C-Streckschwingung bei
1600 cm™ und der aromatischen C-H-Deformationsschwingung bei 835 cm™

sind weiterhin gut zu erkennen.
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Transmission [a.u.]
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Abb. 63: IR-Spektren des mit Hydrazon- und Alkin-Einheiten funktionalisierten ND 51
und des mit TAMRA-funktionalisierten ND 53.

Die aufgenommenen UV/Vis-Spektren zeigen ebenfalls die erfolgreiche Umset-
zung. So ist fir den ND 53, im Gegensatz zum mechanisch deagglomerierten
ND 19, eine Absorptionsbande im Bereich der Absorption des freien TAMRA
Farbstoffes 52 zu erkennen. Die leichte Verschiebung der Absorption hin zu
héheren Wellenldangen kann durch die unterschiedlichen pH-Werte der reinen
Farbstofflésung und der Nanodiamantsuspension erklart werden.!*%%0 Wie
auch schon bei den Absorptionsspektren des Oregon Green-funktionalisierten
ND 48, ist auch hier ein starker Anstieg der Basislinie hin zu den niedrigeren
Wellenldangen zu beobachten, was auf die starke Streuung der Diamantpartikel

zurtickzufiihren ist.[0%
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Abb. 64: UV/Vis-Spektren (DMF/H,0 3:1) von mechanisch deagglomeriertem ND 19,
TAMRA-funktionalisiertem ND 53 und freiem TAMRA 52.

Nach der erfolgreichen Funktionalisierung mit TAMRA erfolgt im nachsten
Schritt die sdurelabile Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffes Oregon Green.
Dafir soll, wie auch schon bei der Immobilisierung des Wirkstoffes Ampho-
tericin B, das Hydrazon des ND 53 mit der Sauregruppe des Farbstoffes durch
Knupfung einer Amid-Bindung reagieren.

NH N oregon
N” 2 N’ regon Green
| T
o
o
(] . N-0—lL— (CHp)sNH o EE——
ml; \77 Pyridin uli

N, N
o/\g‘N O/K:N
N N

o Oregon Green RT, 18h
TAMRA TAMRA

53 54 55

Abb. 65: Immobilisierung von Oregon Green auf TAMRA-funktionalisiertem ND 53.
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Im IR-Spektrum des isolierten ND 55, sind lediglich im Fingerprint-Bereich
neue Signale zu detektieren (Abb. 66, mit Pfeilen gekennzeichnet). So befin-
den sich neue Banden fir die C-O-Streckschwingungen der Ether- und Alko-
hol-Funktionen des Oregon Greens im Bereich zwischen 1000 und 1100 cm™.
Das Signal bei 958 cm™ kann der C-H-out of plane-Schwingung des Vinylethers
oder Vinylketons des Oregon Greens zugeordnet werden.
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Abb. 66: IR-Spektren des TAMRA-funktionalisierten ND 53, des TAMRA- und Oregon
Green-funktionalisierten ND 55 und Oregon Green 54.

Abbildung 67 zeigt die UV/Vis-Spektren des TAMRA- und Oregon Green-funk-
tionalisierten ND 55 sowie der beiden freien Farbstoffe. Auch hier beobachtet
man eine Verschiebung der Absorption in den langwelligeren Bereich, welche
auf die verschiedenen pH-Werte (pH 6.4 fiir Farbstofflésung in DMF/H,0 und
pH 6.9 fir Nanodiamantsuspension) der Losungen zuriickzufiihren ist.[100 101
Die fir TAMRA typische Absorption lasst sich jedoch nur erahnen. Moglicher-

weise Uberlagert die starkere Absorption des immobilisierten Oregon Greens,
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die des TAMRA Farbstoffes. Es ist anzunehmen, dass die Oberflachenbelegung
nicht gleichmaRig erfolgt, sondern die Anbindung der Acetophenon-Einheit be-
vorzugt ablduft. Das daraus resultierende Missverhaltnis der beiden Farbstoffe
konnte die schlechte Erkennbarkeit der TAMRA Absorption erklaren.

3 55
S,
5 \//\
S
°
= 52
(7]
o)
b \//v
54
T T T T T T T 1
400 450 500 550 600
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Abb. 67: UV/Vis-Spektren (DMF/H,O 3:1) von TAMRA- und Oregon Green-funktionali-
siertem ND 55, freiem TAMRA (52) und freiem Oregon Green (54).

Anhand der Fluoreszenzaufnahmen in Abbildung 68 lasst sich jedoch deutlich
die Anwesenheit beider Farbstoffe erkennen. Der Nanodiamant 55 wurde hier-
fir in Aceton suspendiert, getrocknet und anschliefend fluoreszenzmikrosko-

pisch untersucht.
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Abb. 68: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des TAMRA- und Oregon Green-funk-
tionalisierten ND 55. a) griine Fluoreszenz, b) rote Fluoreszenz, c) Uberlagerung beider
Fluoreszenzfarben. Aufnahmen gemessen von Anja Hirmer, AG Fischer, Biozentrum,
Universitat Wirzburg.

Fir die Untersuchung der Aufnahmewege der Nanodiamanten in
Makrophagen muss der Farbstoff Oregon Green im sauren pH-Bereich von der
Diamantoberflache abgespalten werden. Um dies zu verifizieren wurde ND 55
in zwei verschiedenen PBS-Pufferlésungen (pH 4.6 und pH 7.4) zwei Stunden
inkubiert, gewaschen und anschlieBend mit einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Die obere Reihe der Fluoreszenzaufnahmen in Abbildung 69 zeigt
ND 55, welcher bei pH 4.6 inkubiert wurde. Es ist sowohl grine (Bild a), als
auch rote Fluoreszenz (Bild b) zu beobachten. Bei der Uberlagerung (Bild c)
dieser Aufnahmen sind auch rot fluoreszierende Diamantpartikel zu erkennen
(gekennzeichnet mit Pfeilen), obwohl diese in den doppelt funktionalisierten
Proben normalerweise von der griinen Fluoreszenz liberlagert werden. Die bei
der Uberlagerung rot erscheinenden Diamantpartikel sind somit nur noch mit
TAMRA funktionalisiert, angebundenes Oregon Green muss also abgespalten
worden sein. Die zweite Reihe der Fluoreszenzaufnahmen zeigt ND 50 welcher
bei pH 7.4 inkubiert wurde. Auch hier kann man die zweifache Funktionalisierung
mit Farbstoffen erkennen (Bild d und e). Bei der Uberlagerung jedoch sind
keine rot fluoreszierenden Partikel zu erkennen, was bedeutet dass keine
Nanodiamanten vorliegen die nur noch den TAMRA Farbstoff tragen. Eine
Abspaltung des Oregon Green Farbstoffes findet demnach nicht statt. Allerdings
zeigen die Fluoreszenzaufnahmen nur Ausschnitte der Probe und sind fur eine
Quantifizierung der Farbstoffabspaltung nicht geeignet.
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Abb. 69: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des TAMRA- und Oregon Green-funk-
tionalisierten ND 55. a) griine Fluoreszenz bei pH 4.7, b) rote Fluoreszenz bei pH 4.7,
c) Uberlagerung beider Fluoreszenzfarben bei pH 4.7, d) griine Fluoreszenz bei pH 7.4,
e) rote Fluoreszenz bei pH 7.4, f) Uberlagerung beider Fluoreszenzfarben bei pH 7.4.
Aufnahmen gemessen von Anja Hirmer, AG Fischer, Biozentrum, Universitat Wirzburg.

Die Ergebnisse zeigen, dass es prinzipiell moglich ist, Nanodiamant mit unter-
schiedlichen funktionellen Gruppen zu generieren. Dabei kann einer der Linker,
hier die Alkin-Einheit, fir eine besonders stabile, unter physiologischen Bedin-
gungen nicht spaltbare Anbindung benutzt werden. Der zweite Linker kann so
gewahlt werden, dass eine zweite Substanz, z.B. Farb- oder Wirkstoff, saurelabil

angebunden wird.

72



Hauptteil - Immobilisierung eines Wirkstoffes und eines Farbstoffes

34 Immobilisierung eines Wirkstoffes und eines Farbstoffes

Ausgehend von den Ergebnissen in 3.3 wurde die gleichzeitige Immobilisierung
von Wirk- und Farbstoff auf Nanodiamant untersucht. Auf diese Weise kénnen
mit Hilfe von in vitro-Tests sowohl die Wirksamkeit des Nanodiamanten als
Wirkstofftransporter, als auch der genaue Aufenthaltsort der Partikel in den
Zellen untersucht werden. Dabei ist vor allem wichtig, ob die Partikel Gberhaupt
in das Zellinnere aufgenommen werden oder den Wirkstoff lediglich an der
Zelloberflache freisetzen.

Fir die Immobilisierung zweier Substanzen, hier Wirkstoff und Farbstoff, muss
mechanisch deagglomerierter ND 19 erneut mit zwei verschiedenen Linkern
funktionalisiert werden. Der Wirkstoff soll sdurelabil Gber einen Acetophe-
non-Linker, der Farbstoff stabil (iber eine Amidbindung angebunden werden,
was die Etablierung einer Keto- und einer Carboxylfunktion erfordert. Die Um-
setzung mit den beiden Diazoniumsalzen 18 und 31 findet analog zur Synthese
des ND 50 statt. Auch hier werden beide Edukte im Verhaltnis 1:1 eingesetzt
und bei RT mit dem Ultraschallhorn behandelt.

o ® O
BF, N, O
Ultraschallhorn .

H,0
eBF?NZQCOOH RT-> 40°C,15h O oo
31

56

19

Abb. 70: Orthogonale Funktionalisierung von mechanisch deagglomeriertem ND 19 mit
Acetophenon- und Benzoesaure-Einheiten.

Im IR-Spektrum des isolierten ND 56 kann man mehrere neue Signale im Carbo-
nyl-Bereich erkennen. So befindet sich das Signal fur die C=0-Streckschwingung
der Sduregruppe bei 1706 cm™, das der C=0-Streckschwingung der Acetophenon-
Einheit bei 1677 cm™. Auch die aromatischen Signale der C=C-Streckschwingung
bei 1606 cm™ und der aromatischen C-H-Deformationsschwingung bei 850 cm™
werden detektiert. Die Oberflichenbelegung betragt laut TGA 0.13 mmol g*.
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Abb. 71: IR-Spektren des mechanisch deagglomerierten ND 19 und des ND 56 mit Ace-
tophenon- und Benzoesaure-Einheiten.

Aufgrund der Empfindlichkeit des Oregon Green Farbstoffes gegentiber Licht und
Hitze muss zunachst der Wirkstoff, in diesem Fall Isoniazid, immobilisiert werden.
Die Reaktion lauft analog zu der Synthese des Isoniazid-funktionalisierten ND 27
ab. Die Reaktionsmischung wird dabei vier Stunden in Ethanol unter Riickfluss er-
hitzt. Das Isoniazid bildet dabei mit dem Acetophenon das saurelabile Hydrazon.

o H = P
\N'N A
T
. Q)L " Eon
80 °C, 4h O
COOH

COOH

56 5 57

Abb. 72: Umsetzung des orthogonal funktionalisierten ND 56 mit Isoniazid.
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Im IR-Spektrum (Abb. 73) des ND 57 ist weiterhin das Signal der Sdurefunktion
bei 1702 cm?® zu erkennen. Die Bande der C=0-Streckschwingung der
Acetophenon-Einheit (markiert mit einem Pfeil im Spektrum von ND 56) ist
nicht mehr detektierbar, was auf eine erfolgreiche Umsetzung hindeutet. Ein
weiterer Hinweis auf eine gelungene Anbindung des Isoniazids ist die Amid Il
Bande der N-H-Deformationsschwingung bei 1548 cm™. Das Signal der C=0-
Streckschwingung des Isoniazids (Amid 1) kann aufgrund der Uberlagerung mit
weiteren Signalen im selben Bereich (1670-1620 cm™) nicht detektiert werden.
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Abb. 73: IR-Spektren des mit Acetophenon- und Benzoesaure-Einheiten funktionalisier-
ten ND 56 und des Isoniazid-funktionalisierten ND 57.

Die Ergebnisse der Elementaranalyse unterstiitzen die Hypothese einer erfolgrei-
chen Umsetzung. Der Stickstoffgehalt steigt von 1.39 % flr den orthogonal funk-
tionalisierten ND 56 auf 3.02 % firr den Isoniazid-funktionalisierten ND 57. Laut
thermogravimetrischer Analyse betragt die Oberflichenbelegung 0.16 mmol g™.
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Anschlieend erfolgt die Immobilisierung des Fluoreszenzfarbstoffes Oregon
Green, der in diesem Fall als Cadaverin-Derivat vorliegt und mit dessen termi-
naler NH,-Gruppe mit der Sauregruppe des Diamanten unter Knlpfung einer
Amidbindung reagiert. Daflir werden die Edukte in Pyridin umgesetzt, als Kupp-

lungsreagenz wird 1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolon (EEDQ) zu-

gegeben.
w [N [N

sane SANS

. o NH2(CH2)5NHY0 EEDQ . °
+ —_—
Oregon Green Pyridin
O RT, 18h O H
COOH

~
Oregon Green

57 47 58
Abb. 74: Immobilisierung von Oregon Green 47 auf Isoniazid-funktionalisiertem ND 57.

Hinweise fiir eine erfolgreiche Umsetzung kénnen aus dem IR-Spektrum
(Abb. 75) des isolierten ND 58 entnommen werden. So verschwindet das Sig-
nal der Sdurefunktion der Benzoesdure-Einheit und wird durch ein neues Signal
der C=0-Streckschwingung der neugekniipften Amidbindung bei 1654 cm™ er-
setzt. Auch das Amid Il Signal der N-H-Deformationsschwingung bei 1488 cm™
und das Signal der C-O-Streckschwingung der Ether- und Alkohol-Funktionen
des Oregon Greens konnen detektiert werden. Das Amid Il Signal des angebun-
denen Isoniazids wird von den neu hinzugekommenen Signalen liberlagert.
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Abb. 75: IR-Spektren des Isoniazid-funktionalisierten ND 57 und des Isoniazid- und Ore-
gon Green-funktionalisierten ND 58.

Die Absorptionsmaxima des ND 58 im UV/Vis-Spektrum unterscheiden sich nur
wenig von denen des freien Oregon Green Farbstoffes. Die leichte Verschiebung
ist vermutlich, wie bei den anderen mit Farbstoffen funktionalisierten Diamant-
proben auch, auf die unterschiedlichen pH-Werte der Nanodiamant-Suspension
(pH 8.2) und Farbstofflésung (pH 6.3) zuriickzufihren.
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Abb. 76: UV/Vis-Spektren (DMF/H,0 3:1) von mechanisch deagglomeriertem ND 19,
Isoniazid- und Oregon Green-funktionalisiertem ND 58 und freiem Oregon Green 47.

In DMF/H,0 (3:1) lasst sich ND 58 gut suspendieren (bis zu 5 mg ml™) und zeigt
TeilchengréBen zwischen 60 und 160 nm. Abbildung 77 zeigt drei Suspensionen

von ND 58 in verschiedenen Konzentrationen.
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" ND58 ND 58 ND 58
0.5 mg/m .2mg/ml 0.1 mg/ml

o

Abb. 77: Nanodiamant 58. Suspensionen verschiedener Konzentrationen in HZO/DMF 3:1.

Laut Elementaranalyse steigt der Stickstoffgehalt von 3.02 % des mit Isoniazid-
funktionalisierten ND 57, auf 3.17 % des Isoniazid- und Oregon Green-
funktionalisierten ND 58, was ebenfalls auf eine erfolgreiche Umsetzung
hindeutet. Die Oberflichenbelegung betragt laut TGA 0.07 mmol g wéahrend
sich durch die Elementaranalyse eine Belegung von 0.16 mmol g* ergibt. Tabelle
11, zeigt die Zusammenfassung analytischer Daten des Isoniazid- und Oregon
Green-funktionalisierten ND 58 und dessen Vorstufen.

Tabelle 11: Analytische Daten der Nanodiamanten 19, 56, 57 und 58.

ND TeilchengréRe [nm] Zeta-Potential

19 10%<5,50%<7,90% <10 41.0 mV (pH =5.8)
56 10%<13,50%<22,90% < 53 31.9 mV (pH =4.0)
57 10%<28,50%<41,90% < 67 10.5 mV (pH =5.9)
58 10%<61,50% <93,90% < 160 7.2 mV (pH =5.5)
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Mit der erfolgreichen Synthese des ND 58 konnte gezeigt werden, dass es mog-
lich ist, Nanodiamant sowohl mit einem Wirk- als auch mit einem Farbstoff zu
funktionalisieren, was mehrere Vorteile mit sich bringt. So kann untersucht
werden, ob die Diamantpartikel von den unterschiedlichen Zellen aufgenom-
men werden oder auf der Zelloberflache verweilen. Mit Hilfe eines konfokalen
Fluoreszenzmikroskops kdonnte man die genauen Aufenthaltsorte der Nanodia-
manten in den Zellen bestimmen. Auch ware es moglich, nach in vivo Tests das
Schicksal der fluoreszierenden Nanopartikel in lebendem Gewebe aufzuklaren,
wobei jedoch die eher geringe Stabilitdt der meisten Fluoreszenzfarbstoffe be-
achtet werden muss. Hier bieten sich dann ND-Partikel mit inhdrenten Lumines-

zenz-Zentren im Gitter an, da deren Emission nicht bleicht.
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3.5 Sonstige Funktionalisierungen

Flr weitere biologische und medizinische Anwendungen, sowohl im Rahmen
des Vascubone Projektes als auch fiir andere Experimente, wurden weitere Dia-

mantfunktionalisierungen vorgenommen.

3.5.1 Amin-Funktionalisierung

Mit Hilfe eines Amin-Linkers ist es nicht nur moglich, carbonsaurefunktionali-
sierte Wirk- und Farbstoffe sowie Proteine Gber Amidkniipfungsreaktionen an
Nanodiamant anzubinden. Auch eine sdurelabile Immobilisierung keton- oder
aldehydfunktionalisierter Molekiile ist Gber die Bildung eines Imins moglich.
Will man diese Anbindung sdurestabil gestalten, kann sie zum entsprechenden

Amin reduziert werden.

Wie auch bei der Funktionalisierung mit Acetophenon- und Benzoesaure-Ein-
heiten, wird zunachst das 4-Cyanobenzoldiazoniumtetrafluoroborat (60) aus
4-Aminobenzoesaurenitril (59) hergestellt und mit mechanisch deagglomerier-
tem ND 19 unter Ultraschallbehandlung (Sonotrode) umgesetzt. Anschlieend
wird ND 61 mit Boran-THF-Komplex-Losung nach Literaturvorschrift zum ent-
sprechenden aminfunktionalisierten ND 62 reduziert.[%!

NaNO,, HBF, o ®
HZNOCN ——— > BF, NzOCN
H,O

59 0 °C ->RT, 40 min 60, 56 %

Ultraschallhorn
+ H,0

RT->40°C,1.5h
19

Q< QO Q- { %
NH THF

2
63 80 °C, 3d

Abb. 78: Darstellung des aminfunktionalisierten ND 63.
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Im IR-Spektrum des nitrilfunktionalisierten ND 61 fallt zunachst das Signal
der CN-Streckschwingung der Nitrilgruppe bei 2227 cm™ auf. Ebenfalls zu de-
tektieren sind die Banden der aromatischen C=C- und C-H-Schwingungen bei
1602 und 842 cm™. Nach der Reduktion zum ND 63 ist das Verschwinden des
Signals fur die Nitrilfunktion zu beobachten (siehe gestrichelte Linie in Abbil-
dung 79). Auch ist eine Abnahme des Signals bei 1722 cm?, sowie eine Zunah-
me der Bande bei 1022 cm™ zu verzeichnen. Daraus kann gefolgert werden,
dass die neben den Alkohol-Funktionen auf Nanodiamantoberflache befindli-

chen Sdure-Funktionen zu den entsprechenden Alkoholen reduziert wurden.

Transmission [a.u.]

Veco

4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl [cm™']

Abb. 79: IR-Spektren von mechanisch deagglomeriertem ND 19, nitrilfunktionalisiertem
ND 61 und aminfunktionalisiertem ND 63.

Laut Elementaranalyse steigt der Stickstoffgehalt von 2.21 fiir den mechanisch
deagglomerierten Ausgangsdiamant 19, auf 3.77 % fir den nitrilfunktionali-
sierten ND 61 an, fallt anschlieBend jedoch fiir den aminfunktionalisiertem ND
63 wieder auf 2.63 % ab. In Tabelle 12 sind die wichtigsten analytischen Daten
der ND 19, 61 und 63 zusammengefasst.
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Tabelle 12: Analytische Daten der Nanodiamanten 19, 61 und 63.

ND Stickstoffgehalt ~ Oberflachenbelegung Zeta-Potential
(%] [mmol g*] [mV]

19 2.21 - 41.0 (pH =5.8)

61 3.77 0.46 34.4 (pH = 4.04)

63 2.63 0.40 30.2 (pH =4.13)

3.5.2 Funktionalisierung von Nanodiamant mit langen Alkylketten

Flr das Vascubone Projekt sollten fiir die Einbettung in polymere Tragerma-
terialien Diamantnanopartikel entwickelt werden, welche in THF stabile Sus-
pensionen bilden. Laut Khabashesku et al. fiihrt die Funktionalisierung von
Nanodiamant mit langen Alkylketten zu einer verbesserten Dispergierbarkeit
in organischen Losungsmitteln wie THF, Aceton, Chloroform, Ethanol und

2-Propanol.[to4

Fir die Alkylierung von Nanodiamant wird zunachst das Stearinsaurechlorid
aus Stearinsdure nach Standardvorschrift hergestellt.'! Die freien Hydroxyl-
gruppen des mechanisch deagglomerierten ND 19 kénnen nun nucleophil am
Carbonylkohlenstoff des Sdurechlorids angreifen und den entsprechenden Es-
ter bilden.[2%®!

o) Oxalylchlorid 10
M DMF (kat.) M
—_— >
HO CH,Cl, Cl
8 8
RT, 16 h
64 65
Q Pyrldln Q o
M T rouel OM
RT, 4d 8
19 65 66

Abb. 80: Reaktionsschema fiir die Darstellung von Stearinsaure-funktionalisiertem ND 65.
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Wie man im IR-Spektrum des Stearinsaure-funktionalisierten ND 66 erkennen
kann, gewinnt das Signal der C=0-Streckschwingung bei 1722 cm™ an Intensitat.
Auch die Signale der C-H-Streckschwingungen bei 2952 cm™ nehmen aufgrund
der Funktionalisierung der Nanodiamantoberflache mit Alkylketten zu.

B
O,
S 19
‘»
]
S
on
{ o)
< /
= Ve=0
66
M 1 ' I ' I v 1 v I ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl [cm™]

Abb. 80: IR-Spektren von mechanisch deagglomeriertem ND 19 und Stearinsaure-funk-
tionalisiertem ND 66.

Um das Dispergierungsverhalten des Stearinsaure-funktionalisierten ND 66 zu
untersuchen, wird dieser mit Hilfe von Ultraschall (10 min.) in THF suspendiert
(0.5 mg ml). Nach 20 min. wird eine TeilchengréBenmessung vorgenommen.
Der Stearinsaure-funktionalisierte ND 66 zeigt jedoch keine gute Dispergierbar-
keit in THF. Er bildet keine transparente Dispersion und beginnt schon nach we-
nigen Minuten zu sedimentieren. Andere, ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit
hergestellte Nanodiamanten zeigen eine bessere Dispergierbarkeit. So bilden
sowohl Pentadion-funktionalisierter ND 28, als auch Benzochinon-funktionali-
sierter ND 43 klare und stabile Suspensionen (siehe Abbildung 81).
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Abb. 81: Nanodiamantsuspensionen in THF (0.5mg ml?). Von links nach rechts: Penta-
dion-funktionalisierter ND 28, Benzochinon-funktionalisierter ND 43 und Stearinsaure-
funktionalisierter ND 66 nach 15 min. Absetzzeit.

Fir die Einarbeitung funktionalisierter Nanodiamantpartikel in ein unter physio-
logischen Bedingungen abbaubares Polymer wurde aufgrund seiner einfachen
und kostengiinstigen Herstellung der Benzochinon-funktionalisierte ND 43 ge-
wahlt. Ergebnisse der Messungen der TeilchengréRen aller drei untersuchten
Nanodiamanten sind in Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 13: TeilchengréRen der Nanodiamanten 28, 43 und 66 in THF (0.5mg ml?).

ND TeilchengroBe [nm]

28 10 % <119, 50 % < 193, 90 % < 306
43 10 % < 65,50 % < 85,90 % < 155
66 10 % <1610, 50 % < 2100, 90 % < 2800

Fir erste Untersuchungen an der Koniglichen Technischen Hochschule (Fibre
and Polymer technology) in Stockholm, Schweden, wurde ein Liter einer Sus-
pension von Nanodiamant 43 in THF (6 mg ml*) hergestellt. Die folgenden Er-

gebnisse wurden von Yang Sun im Rahmen des Vascubone Projektes erarbeitet.
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Die auf der Diamantoberflache verbliebenen Hydroxyl-Gruppen wurden genutzt
um ND 43 in einer Polymerisationsreaktion mit Lactid umzusetzen. Das dabei
entstehende ND-Polylactid (ND-PLA) besitzt einen Nanodiamant-Anteil von 20
Gewichtsprozent und wird zu unterschiedlichen Anteilen in Poly-L-Lactid-co-
Caprolacton (PLLA-CL) eingeblendet. Wie aus Abbildung 82 entnommen werden
kann, ist der E-Modul des Blends mit 10 % ND-PLA-Anteil etwa sechsmal gréRer
als der des reinen PLLA-CL-Copolymers. Der E-Modul ist ein Materialkennwert
und beschreibt den Zusammenhang zwischen Dehnung und Spannung bei der
Verformung eines Materials.**”) Je groRer der Wert des E-Moduls, desto hoher

der Widerstand den das jeweilige Material seiner Verformung entgegensetzt.

Das biokompatible und physiologisch abbaubare Polymer PLLA weist eine zu ge-
ringe mechanische Steifigkeit fiir den Einsatz als Knochenersatzmaterial auf. Wie
aus den vorliegenden Daten hervorgeht, kdnnen die mechanischen Eigenschaften

des Polymers durch die Beimischung von ND-PLA stark verbessert werden.

140
100 i
% i
0| i

s E-modulus

E-modulus (MPa)

PLLA-CLL. NDP-1% NDP 5%  NDP10%

Abb. 82: E-modul des PLLA-CL Copolymers und unterschiedlicher Blends mit ND-PLA.
Gemessen von Yang Sun, Konigliche Technische Hochschule (Fibre and Polymer techno-
logy) Stockholm, Schweden.

3.5.3 Oxidation von Nanodiamant

Fir verschiedene Experimente, wie z.B. Homogenisierungs- und
Immobilisierungsversuche  wird luftoxidierter Nanodiamant 67 aus
Detonationsdiamant 19 nach Standardvorschrift hergestellt.'*®! Der Diamant
wird hierfiir 2 h bei einer Temperatur von 425 °C in einem Muffelofen erhitzt.

86



Hauptteil - Sonstige Funktionalisierungen

COOH
d OOCH Luftoxidation
> o)
o OH 425°C,2h 0N
(0]
0]
19 67

Abb. 83: Schema fir die Darstellung von luftoxidiertem ND 67.

Auffallig im IR-Spektrum des luftoxidierten ND 67 ist vor allem das besonders
breite Signal der C=0-Streckschwingung bei 1799 cm™. Die starke Verschiebung
in den hohen Wellenzahlenbereich deutet nicht nur auf die Bildung von Sadu-
re- sondern vor allem auf Anhydridfunktionen auf der Diamantoberflache hin.
Ebenfalls charakteristisch fir den luftoxidierten Nanodiamanten 67 ist sein stark
negatives Zeta-Potential von -30.0 mV (pH = 7.7).

66

Transmission [a.u.]

67

T T T T T T T T
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3000 2500 2000 1500 1000
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Abb. 84: IR-Spektren von Detonationsnanodiamant ND 19 und luftoxidiertem ND 67.
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3.6 Abspaltungsexperimente

Die in Kapitel 3.1 synthetisierten Nanodiamant-Wirkstoff-Konjugate miissen auf
ihre Eignung geprift werden den Wirkstoff unter sauren Bedingungen wieder
abzuspalten. Hierfiir werden bekannte Mengen des jeweiligen Nanodiamanten
in zweiverschiedenen PBS-Pufferlésungen (pH 4.6 und pH 7.4) bei 37 °Cinkubiert.
Nach bestimmten Zeitabstinden werden die Uberstinde der Nanodiamant-
Suspensionen nach der Zentrifugation UV-spektroskopisch untersucht, um
die Konzentration von freiem Wirkstoff zu messen. AnschlieBend wird Gber
die vorher durch die thermogravimetrische Analyse bestimmte theoretische
Oberflachenbelegung, die prozentuale Menge an abgespaltenem Wirkstoff
berechnet und gegen die Zeit aufgetragen.

In Abb. 84 ist der Mechanismus der hydrolytischen Spaltung des sdurelabilen
Hydrazon-Linkers beschrieben. Unter sauren Bedingungen wird der Hydrazon-
Stickstoff protoniert, Wasser kann nun nucleophil am Hydrazon angreifen und
unter Bildung des Ketons den Hydrazid-Rest abspalten. Schema | (Abb. 85) zeigt
die Anbindung bzw. Abspaltung eines Wirkstoffes mit fiir die Immobilisierung
verfligharen Sauregruppen, wahrend Schema Il die Abspaltung von Wirkstoffen

mit Ketonen behandelt.
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Abb. 85: Mechanismus der hydrolytischen Spaltung des saurelabilen Hydrazon-Linkers.

Untersucht wurde das Freisetzungs-Verhalten der Isoniazid-funktionalisierten
ND 27 und 28, sowie des Curcumin-funktionalisierten ND 35 und des Ampho-
tericin B-funktionalisierten ND 37. Dabei ist es von groRem Interesse, Uber wel-
chen Zeitraum sich der jeweilige Wirkstoff abspaltet und welche Mengen sich
dabei von der Nanodiamantoberflache ablésen.

3.6.1 Isoniazid

Flr die Untersuchung zur Abspaltung von Isoniazid wurden nicht nur Nanodi-
amantproben mit kovalent angebundenem Wirkstoff, sondern auch Nanodia-
mant mit adsorbiertem Isoniazid verwendet. Dessen Herstellung erfolgt nach
der Standardvorschrift zur Wirkstoffadsorption auf Nanodiamant von Dean Ho
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et al.l'®! Dabei wird nach der Zugabe des Wirkstoffes zu einer Suspension von
mechanisch deagglomerierten ND 19 in Wasser unter Ultraschallbehandlung
der pH-Wert auf 7.7 mit 2.5 mM NaOH-Losung eingestellt.

0

_NH

Q SR
HZONaOH N~

pH=77
19 RT, 18h

Abb. 86: Adsorption von Isoniazid 5 auf mechanisch deagglomeriertem ND 19.

Im IR-Spektrum des ND 68 kann man, bis auf ein intensives Signal der C-N-
Streckschwingung der Hydrazidfunktion des Isoniazids bei 1151 cm™, kaum eine
Veranderung der Signale feststellen. Die durch die thermogravimetrische Analy-
se berechnete Oberflaichenbelegung durch den adsorbierten Wirkstoff betragt

0.25 mmol g*.
S 19
S
c
Kl
(]
0
£
[72]
c
o
-
o 68
Ven
T T T T v T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Abb. 87: IR-Spektren von mechanisch deagglomeriertem ND 19 und ND 68, nach der
Adsorption von Isoniazid.
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Flr die Berechnung der Menge an freigesetztem Wirkstoff, wird zunachst eine
Eichgerade aus den Messungen der Absorptionsmaxima bei 263 nm bei ver-
schiedenen Konzentrationen erstellt (siehe Abbildung 88). Mit der Geradenglei-
chung kann nun anhand der gemessenen Intensitaten der Absorptionsmaxima
in den ND-Isoniazid-Systemen, die jeweilige Konzentration und somit die abge-
spaltene Stoffmenge berechnet werden.

Linear (13.08.2013 12:33:49)
Gleichung: y = Intercept + Slope*x
Gewichtung: Keine Gewichtung
Wert Fehler
Intercept -27,66506 8,54884
Slope 323,14881 17,05548
—
— Chi-Quadr Reduziert  133,03947
° R-Quadrat 0,99446
E Pearson R 0,99723
=2
flr]
c
Rel
=]
(0]
o
=]
c
[}]
N
[=
(=]
X
d T T T T T . T B 1
0,0 0.2 0.4 0.6 0,8 1,0

Absorption [a.u.]

Abb. 88: Eichgerade aus den Absorptionen verschieden konzentrierter Isoniazidlo-
sungen.

In Abbildung 89 sind einige UV/Vis-Spektren der Nanodiamantiiberstande von
ND 27 (NDAcetophenon-lsoniazid-Addukt) nach dem Inkubieren angegeben.
Wie man erkennen kann, zeigt der Uberstand der bei pH 4.6 1 h inkubierten Dia-
mantprobe, die intensivste Absorption und damit die héchste Konzentration an
freigesetztem Isoniazid. Die zweithdchste Konzentration von Wirkstoff ist nach
einer Stunde bei einem pH-Wert von 7.4 zu verzeichnen. Bei pH = 4.6 nimmt
nach 24 Stunden die abgespaltene Menge an Wirkstoff ab. Ebenfalls nach 24 h
ist bei pH = 7.4 jedoch kaum noch Wirkstofffreisetzung zu erkennen.

91



Hauptteil - Abspaltungsexperimente

——pH=461h
——pH=7.41h
———pH = 4.6 24h
——pH = 7.4 24h
5
S,
c
)
=3
(o]
n
o
<
e
! | ! | ! I
200 250 300 350

Wellenlange [nm]

Abb. 89: UV/Vis-Spektren Isoniazid-funktionalisierter ND 27 (kovalent angebundenes
Isoniazid) Uberstande. Der Nanodiamant wurde in PBS-Pufferlésungen bei verschiede-
nen pH-Werten inkubiert.

Wie man in Abbildung 90 erkennen kann, kommt es sowohl bei ND 27 (kovalent
angebundenes Isoniazid) als auch bei ND 68 (adsorbiertes Isoniazid) zu einer
Freisetzung des Wirkstoffes. Wobei jedoch zu beachten ist, dass die Abspaltung
im Falle des kovalent angebundenen Isoniazids zu einer zwei bis dreimal hdhe-
ren Wirkstoffkonzentration im Uberstand fiihrt als beim adsorbierten Isoniazid.
Wichtiger noch: die Wirkstofffreisetzung ist kontinuierlicher. Beim adsorbierten
Isoniazid kann nach zwei Stunden Inkubation kein Wirkstoff mehr im Uberstand
nachgewiesen werden.
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Abb. 90: Isoniazidkonzentration in ND-Uberstinden. a, ND 27 bei pH 4.6; b, ND 27 bei
pH 7.4; c, ND 68 bei pH 7.4 und d, ND 68 bei pH 4.6.

Deutlicher wird die komplette Abspaltung des adsorbierten Isoniazids in Abbil-
dung 91, welche die prozentuale Freisetzung des Wirkstoffes aufzeigt. Wahrend
ND 27 kovalent angebundenes Isoniazid kontinuierlich Gber den gesamten Zeit-
raum von 96 Stunden freisetzt, kommt es beim adsorbierten Isoniazid zum sog.
burst, also zu einer kompletten Abspaltung des Wirkstoffes innerhalb der ersten
Stunde. Dieses Ergebnis zeigt deutlich die Vorteile der kovalenten Anbindung
von Wirkstoffen an Nanodiamant Uber einen saurelabilen Hydrazonlinker. Fir
geeignete Therapien ist es notig, dass der jeweilige Wirkstoff allmahlich von
dem verwendeten Nanomaterial freigesetzt wird, um eine mdglichst lang an-

haltende und gleichméaRige Wirkung zu erzielen.

Die Messungen der Isoniazidabspaltung von ND 27 wurden von Lena Winner im

Rahmen dieser Promotionsprojektes betreuten Bachelorarbeit vorgenommen.
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Abb. 91: Prozentuale Wirkstofffreisetzung von Isoniazid. a, ND 27 bei pH 4.6; b, ND 27
bei pH 7.4; c, ND 68 bei pH 4.6 und d, ND 68 bei pH 7.4.

Neben dem Acetophenon-lsoniazid-funktionalisierten ND 27, wurde auch
der Pentadion-Isoniazid-funktionalisierte ND 28 auf sein Vermdgen hin un-
tersucht, unter physiologischen Bedingungen den Wirkstoff freizusetzen. Bei
pH = 7.4 kann jedoch keine eindeutige Absorption fiir freies Isoniazid im
Uberstand nachgewiesen werden. Lediglich nach einer und 24 Stunden kann
bei pH = 4.6 freigesetztes Isoniazid detektiert werden. Die Uber die Intensi-
tat der Absorptionen berechnete prozentuale Abspaltung betragt nach einer
Stunde 16%, nach 24 Stunden 36 %.
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Abb. 92: Prozentuale Isoniazidfreisetzung von ND 28 bei pH 4.6.

Da jedoch ND 28 eine hohere Oberflachenbelegung besitzt (0.32 mmol g* fiir ND 28,
0.18 mmol g* fiir ND 27), konnen mit dem Pentadion-Isoniazid-funktionalisierten

ND 28 hohere Wirkstoffkonzentrationen in der Losung erreicht werden.

3.6.2 Curcumin

Das Vorgehen zur Untersuchung zur Freisetzung des Wirkstoffes Curcumin von
der Nanodiamantoberflache, folgt den gleichen Schritten wie in Kapiteln 3.6
und 3.6.1 beschrieben. In diesem Fall ist es jedoch schwierig, konkrete Aussagen
zu machen, da wie in Abbildung 93 zu sehen ist, Absorptionen bei der fiir Cur-
cumin charakteristischen Wellenldnge nur schwer zu erkennen sind. Eindeutig
identifizierbare Absorptionsmaxima sind dabei nur bei pH = 4.6 zu verzeichnen.
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Abb. 93: UV/Vis-Spektren Curcumin-funktionalisierter ND 35 Uberstinde. Der Nanodia-
mant wurde in PBS-Pufferlésungen bei verschiedenen pH-Werten inkubiert.

Die aus den gemessenen Absorptionen resultierende prozentuale Freisetzung
von Curcumin fallt entsprechend gering aus. Nach 72 Stunden werden lediglich
4 % des auf der Nanodiamantoberflaiche immobilisierten Curcumins abgespal-
ten. Ein moglicher Grund hierfiir kénnte die Art der Hydrazonanbindung sein.
Wahrend bei der Immobilisierung von Isoniazid das hydrazonbildende Keton
am Linker des Nanodiamanten sitzt, befindet es sich in diesem Fall auf der Sei-
te des Wirkstoffes. Moglicherweise fiihrt diese Orientierung zu einer Stabilisie-
rung der Bindung zwischen Diamant und Wirkstoff. Es ist auch moglich, dass
der Wirkstoff sich zwar abspaltet, jedoch eine gewisse Affinitat zur Adsorption
auf der Nanodiamantoberflache aufweist und somit nur in geringen Mengen

freigesetzt wird.

Die Messungen der Curcuminabspaltung von ND 35 wurden von Lena Winner

im Rahmen ihrer Bachelorarbeit vorgenommen.
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Abb. 94: Prozentuale Wirkstofffreisetzung von Curcumin bei pH 4.6.

3.6.3 Amphotericin

Auch von Amphotericin B wurde nach der Immobilisierung eine Untersuchung
zur Abspaltung des Wirkstoffes von der Nanodiamantoberflache durchgefihrt.
Abbildung 95 zeigt die charakteristischen Absorptionen von Amphotericin B
(388 und 415 nm) im Uberstand der Nanodiamantproben von ND 37 nach der
Inkubation. Schon dieses Kurzzeitexperiment zeigt die unterschiedliche Menge
an Wirkstoff die bei verschiedenen pH-Werten innerhalb der ersten 4 Stunden
freigesetzt werden.
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Abb. 95: UV/Vis-Spektren Amphotericin B-funktionalisierter ND 37 Uberstiande. Der Na-
nodiamant wurde in PBS-Pufferlésungen bei verschiedenen pH-Werten inkubiert.

Innerhalb der ersten Stunde wird bei pH = 4.6 fast doppelt soviel (ca. 7%) Am-
photericin B abgespalten als bei pH = 7.4 (ca. 4%). Nach vier Stunden werden
12 % (pH = 4.6) bzw. 8 % (pH = 7.4) freigesetzt. Nach dem ersten Kurzzeitexpe-
riment muss die Wirkstoffabspaltung tiber einen langeren Zeitraum untersucht

werden.
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Abb. 96: Prozentuale Wirkstofffreisetzung von Amphotericn B. a) bei pH 4.6; b) bei pH 7.4.

Es fallt auf, dass die Freisetzung des angebundenen Amphotericin B langsamer
vonstatten geht als die des ahnlich immobilisierten Isoniazids. Wahrend nach
24 Stunden anndhernd 65 % Isoniazid abgespalten werden, kénnen im Falle des
Ampbhotericin B-funktionalisierten ND 37 nur knapp 19 % des Wirkstoffes im
Uberstand nachgewiesen werden (pH = 4.6). Eine langsamere Freisetzung be-
deutet jedoch nicht unbedingt einen Nachteil. Wird z.B. ein Grof3teil eines Wirk-
stoffes innerhalb der ersten 24 h von seinem Tragermaterial freigesetzt, sind fiir
eine kontinuierliche Therapie tagliche Applikationen notwendig.
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Abb. 97: Prozentuale Wirkstofffreisetzung von Amphotericin B (24h Experiment).
a) bei pH = 4.6, b) bei pH = 7.4.

Die Ergebnisse der Abspaltungsexperimente kénnen zum groRen Teil als vielver-
sprechend gewertet werden. Wahrend adsorbierter Wirkstoff zu einer raschen
Freisetzung von der Diamantoberflache fihrt, gelingt durch die kovalente
Anbindung von Wirkstoff iber einen Hydrazon-Linker, eine mehr oder weniger
kontinuierlichen Abspaltung. Das geringe Vermdgen von ND 35 Curcumin frei-
zusetzen deutet entweder auf die Wichtigkeit der richtigen Orientierung des
Hydrazon-Linkers hin, oder lasst sich durch eine nach der Abspaltung eintreten-
de Adsorption erklaren.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Nanodiamanten eignen sich aufgrund ihrer geringen Toxizitat und umfangrei-
chen Oberflaichenchemie hervorragend fiir verschiedene Anwendungen im Be-
reich der Biologie oder Medizin.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung verschiedener Nanodiamant-Konjugate
fir den Einsatz als Wirkstofftransporter und fir die Entwicklung neuartiger Kno-
chenersatzmaterialien.

Abbildung 98 zeigt eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit dargestellten
Nanodiamant-Wirkstoff-Konjugate. Bis auf den Protease-Inhibitor 41 wurden
vor allem bereits etablierte und in der Medizin zur Therapie weit verbreiteter
Infektionskrankheiten eingesetzte Wirkstoffe verwendet.

~ =
NS ~ . 2
N—NH — P w
4 N O (e}
o\/

HO OMe

34 35

N-NH o)
i/
O< > < O <:> HEN@ COOMe
N(
Ph
37 42

Abb. 98: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit dargestellten Nanodiamond-Wirkstoff-
Konjugate.
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Vor der Immobilisierung der Wirkstoffe war es jedoch notwendig, die Nano-
diamanten mit verschiedenen Linkersystemen zu funktionalisieren. Die Linker
wurden zundchst als Diazoniumtetrafluoroboratsalz isoliert und anschliefend
mit mechanisch deagglomeriertem ND 19 umgesetzt.

o ®
H2N R _— BF4 N2 R
°o®
+ BF N, R — Q—@R

19
R = COOH, COCH;

Abb. 99: Synthese eines Diazoniumtetrafluoroborats und anschlieRende Umsetzung mit
mechanisch deagglomeriertem ND 19.

Die so dargestellten Linkersysteme wurden mit Hydrazin im Falle des Acetophe-
non-Linkers zum Hydrazon, im Falle des Benzoesaure-Linkers zum Hydrazid wei-
ter funktionalisiert.

N-NH 0
Q-O<X " QO
HN-NH,

36 33

Abb. 100: Nanodiamanten mit sdurelabilen Linkern, ND 36 mit Hydrazonfunktion und
ND 33 mit Hydrazidfunktion.

Nach der Immobilisierung der Wirkstoffe wurden die Isoniazid-funktionalisier-
ten Nanodiamanten 27 und 28, der Curcumin-funktionalisierte ND 35 und der
Amphotericin B-funktionalisierte ND 37 auf das Verhalten hin untersucht, un-
ter physiologischen Bedingungen die jeweiligen Wirkstoffe wieder freizusetzen.
Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der saurelabile Hydrazon-Linker flr
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eine kontinuierliche Freisetzung von Wirkstoffen von der Nanodiamantoberfla-
che geeignet ist. Dabei ist die Menge an abgespaltenem Wirkstoff bei pH = 4.6
hoéher als bei pH = 7.4, was fir den Einsatz gegen Infektionskrankheiten, deren
Erreger die menschlichen Makrophagen befallen, von groRem Nutzen ist.

Auch konnte im Falle des Isoniazids gezeigt werden, dass die kovalente Anbin-
dung des Wirkstoffes liber den Hydrazon-Linker ein deutliche glinstigeres Frei-
setzungsprofil zeigt als bei dessen Adsorption auf der Diamantoberflache.

In vitro-Tests mit Amphotericin B-funktionalisiertem ND 37 an Leishmanien er-

gaben eine etwa viermal hohere Wirkung im Vergleich zum freien Wirkstoff.

Fiir verschiedene Zelltests und Untersuchungen zur Nanodiamantbelegung
von pordsen Knochenersatzmaterialien war es notwendig, Nanodiamanten mit
verschiedenen Farbstoffen zu funktionalisieren. So wurde beispielsweise me-
chanisch deagglomerierter Nanodiamant zunachst mit Benzochinon funktiona-
lisiert, um dann anschlieRend den Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green mit Hilfe

eines Cadaverin-Linkers auf der Diamantoberflache zu immobilisieren.

(0] OH
: ° 0
G + NHz(CHz)sNH—< - > 0 | _~A. . Oregon Green
Y
(o) OH

N
Oregon Green H

43 a7 48
Abb. 101: Immobilisierung von Oregon Green auf Benzochinon-funktionalisiertem ND 43.

Diese Oregon Green-funktionalisierten Nanodiamanten wurden unter anderem
zur Untersuchung des Eindringverhaltens der Partikel in Cerasorb- und Chro-
nOs-scaffolds verwendet. Wie in Abbildung 102 gut zu erkennen ist, wird durch
das von der Rhobest GmbH entwickelte Perfusionsverfahren, eine gleichmaRige

Verteilung der Nanodiamanten auf der scaffold-Oberflache erreicht.
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Oregon Green-

Oregon Green-
funktionalisierter ND 48

funktionalisierter ND 48

Abb. 102: Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen zweier verschiedener scaffolds mit Nano-
diamanten. Aufgenommen von Frau Mag. Michela Bruschi, mit freundlicher Genehmi-
gung von Dr. Doris Steinmiiller (Rhobest GmbH, Innsbruck).

Fir zukinftige Untersuchungen zur Aufnahme von Nanodiamanten in Makropha-
gen wurde ein Nanodiamant-Farbstoff-System entwickelt, welches einen fest ange-
bundenen und unter physiologischen Bedingungen nicht abspaltbaren sowie einen
saurelabil angebundenen Farbstoff aufweist. Der saurelabil angebundene Farbstoff
sollte bei einer Aufnahme Uber Phagozytose von der Nanodiamantoberflache abge-
spalten werden. Findet man im Inneren der Makrophagen Nanodiamanten, welche
nur noch Gber TAMRA-Farbstoff verfiigen, deutet das auf eine Aufnahme Gber Pha-
gozytose hin. Fiir die orthogonale Funktionalisierung wurde mechanisch deagglo-
merierter ND 19 mit einer Acetophenon- und einer Alkin-Einheit versehen.

O C
Q - — J
ot @ *
4 N2 O/\\\

19 50

Abb. 103: Orthogonale Funktionalisierung von mechanisch deagglomeriertem ND 19
mit Acetophenon- und Alkin-Einheiten.

Das Keton der Acetophenon-Einheit wurde durch Umsetzung mit Hydrazin in
das sdurelabile Hydrazon konvertiert. AnschlieBend wurde TAMRA via Click-Re-
aktion an der Alkin-Funktion und Oregon Green tber die Bildung eines Amids an

der Hydrazon-Einheit angebunden.
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Oregon Green

N
o N~
o

50 55

Abb. 104: Immobilisierung von TAMRA und Oregon Green auf orthogonal funktionali-
siertem ND 50.

Der mit beiden Farbstoffen funktionalisierte ND 55 wurde anschliefend mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Nach der Inkubation in PBS-Puf-
ferlésung bei pH = 4.6 kann man nach zwei Stunden erste Nanodiamanten be-

obachten, die kein Oregon Green mehr tragen. Partikel die lediglich Fluoreszenz

des Oregon Greens zeigen kdnnen nicht beobachtet werden.

Abb. 105: Fluoreszenzbilder von ND 55 nach zwei Stunden Inkubation in PBS Puffer bei
pH = 4.6. a) griine Fluoreszenz, b) rote Fluoreszenz, c) Uberlagerung beider Fluoreszenz-
farben.

Flr verschiedene in vitro und in vivo Untersuchungen wurden Nanodiamant-
Protein-Konjugate hergestellt. Die fiir die Immobilisierung solch empfindlicher
Verbindungen noétige Funktionalisierung mit Benzochinon-Einheiten gelang
durch die Umsetzung von mechanisch deagglomeriertem ND 19 mit Benzochi-
non in PBS-Pufferldsung bei pH = 8. Die anschlieBende Anbindung des jewei-
ligen Proteins erfolgte ebenfalls in PBS-Pufferlésung bei pH = 6. Als Proteine

werden Lysozym, Angiopoietin und BMP-2 verwendet.
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o) o) OH
0. (o)
—_ —_ .
OOH * O/ o/ N,Proteln
0 0 on M

19 42 43

Abb. 106: Allgemeines Schema der Immobilisierung von Proteinen auf Benzochinon-
funktionalisiertem ND 43.

Die Tierversuche mit Nanodiamanten mit kovalent angebundenen Wachstums-
faktoren kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Im Falle des Angiopoietins
konnte nach drei Monaten eine signifikante Erhohung der neugebildeten Blut-
gefdBe in den Knochendefektstellen nachgewiesen werden. An Nanodiamant
kovalent gebundenes BMP-2 zeigte jedoch keine nennenswerte Verbesserung
der Knochenbildung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen als Grundlage fiir die weitere Forschung
auf dem Gebiet der biologischen und medizinischen Anwendungsmaglichkei-
ten fiir Nanodiamant dienen. Viele weitere Tests sind jedoch nétig, um Nutzen
und Risiken von medizinisch eingesetztem Nanodiamant abschitzen zu kén-

nen.

So muss fur den Einsatz der Nanodiamanten als Wirkstofftransporter die ge-
naue Biodistribution und der Verbleib der Partikel im lebenden Organismus
geklart werden. Neue Verfahren hierflir werden zur Zeit in Kooperation mit
weiteren Arbeitsgruppen entwickelt. Auch sind noch in vitro und anschlieRend
in vivo Tests notig, um die Wirksamkeit der Nanodiamant-Isoniazid-Konjugate
27 und 28 zu untersuchen und gegebenenfalls Verbesserungen und Erganzun-

gen an diesen Transportsystemen vorzunehmen.

Vor den ersten klinischen Tests der Vascubone-scaffolds muss zunachst noch
geklart werden ob sich unter physiologischen Bedingungen Nanodiamantp-
artikel von der Implantatoberflache ablosen. Wenn dies der Fall ist, missen
Moglichkeiten gefunden werden die Partikel fester auf der scaffold-Oberflache
zu immobilisieren. Das kann z.B. durch eine kovalente Anbindung erreicht wer-
den.
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Insgesamt zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse das gro-
Re Potential auf, das Nanodiamanten im Bereich der biologischen und medizi-

nischen Anwendungen besitzen.

107



Summary and Outlook

5 Summary and Outlook

Because of its low toxicity and rich surface chemistry nanodiamond is well suit-

ed for the application in the fields of biology and medicine.

The aim of this work was the development of various nanodiamond conjugates
as drug delivery systems and components of bone replacement materials.

Figure 107 pictures a summary of nanodiamond-drug-conjugates synthesized
during this work. Apart from the protease-inhibitor 41 all of the used drugs are
already established in therapies of common infectious diseases.

N-NH o}
2
o < > < O <:> H{NO_\ COOMe
N

Ph

37 42

Fig. 107: Summary of synthesized nanodiamond-drug-conjugates.

Prior to the immobilization of drugs it was necessary to functionalize nano-
diamonds with various linker systems. First of all, the linkers were isolated as
diazonium-tetrafluoroborates and after that immobilized on mechanically deag-

glomerated nanodiamond 19.
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o ®
H2N R _—> BF4 N2 R

o ®
+ BF, N, R — > Q—@—R

19
R = COOH, COCHj

Fig. 108: Synthesis of diazonium-tetrafluoroborates and subsequent immobilization on
mechanically deagglomerated ND 19.

The linker systems were then converted with hydrazine to the corresponding

hydrazone 36 or to the corresponding hydrazide 33.

N—NH e
Q= QD<)
HN-NH,

36 33

Fig. 109: Nanodiamonds with acid labile linker systems.

After the immobilization of the inhibitors the Isoniazid-functionalized nanodia-
monds 27 and 28, the Curcumin-functionalized ND 35 and the Amphotericin
B-functionalized ND 37 were tested for their capability to release the respec-
tive drugs under physiological conditions. The results show that the hydrazone
linker system is well suited for the continuous release of drugs from the particle
surface. The amount of released drug is higher for a pH of 4.6 than for a pH of
7.4, so these systems exhibit great potential to target pathogens infesting hu-
man macrophages.

It was also demonstrated that the covalently bound Isoniazid showed a better
release performance than the adsorbed drug.
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In vitro tests of Amphotericin B-functionalized ND 37 on Leishmania showed a
four times better inhibition compared to the free drug.

For various cell tests and studies on the seeding of porous alternative bone ma-
terial it was necessary to functionalize nanodiamond with different fluorescent
dyes. For example, mechanically deagglomerated nanodiamond 19 was first
functionalized with benzoquinone and then the fluorescent dye Oregon Green
was immobilized on the diamond surface via a cadaverine linker.

OH
(o) 0 0.
O/ + NHp(CHa)sNH —< - = O/ Oregon Green
N
(¢] OH

Oregon Green H

43 47 48
Fig. 110: Immobilization of Oregon Green on benzoquinone functionalized ND 43.

These Oregon Green-functionalized nanodiamonds were used to investigate
the coating behaviour and penetration depth of the particles on Cerasorb
and ChronOs-scaffolds. Figure 111 shows the homogeneous distribution of
nanodiamond on the scaffold surface, obtained by the perfusion process at
Rhobest GmbH.

Oregon green-labelled DP Oregon green-labelled DP

Cera-sorb

Fig. 111: Fluorescence microscope images of two different scaffolds seeded with nano-
diamonds. Images taken by Frau Mag. Michela Bruschi, with permission from Dr. Doris
Steinmuller (Rhobest GmbH, Innsbruck).

For future investigations on the uptake mechanism of nanodiamond into

macrophages a nanodiamond-fluorescence-dye-system was developed
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consisting of the nanodiamond core bearing a stable and an acid labile
immobilized dye. After uptake via phagocytosis the acid labile immobilized dye
should be released from the nanodiamond surface. So particles showing only
fluorescence of TAMRA dye must then have been internalized via phagocytosis.
For the orthogonal functionalization acetophenone- and alkyne-units were
added to mechanically deagglomerated ND 19.

o ® Y
BF, N, O

Q0 ®
BF
4 N2—< )—O\—: O/\\\

19 49 50

Fig. 112: Orthogonal functionalization of mechanically deagglomerated ND 19 with ace-
tophenone- und alkyne-units.

The acetophenone was converted with hydrazine to the corresponding acid la-
bile hydrazone. The fluorescence dye TAMRA was immobilized via click-reaction
at the alkyne site while Oregon Green was immobilized at the hydrazone-site

through amide bond formation.

H
o N,N\H/Oregon Green
| (0]

50 55

Fig. 113: Immobilization of TAMRA and Oregon Green on orthogonal functionalized
ND 50.
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After the functionalization with both, Oregon Green and TAMRA, ND 55 was
analyzed with a fluorescence microscope. After incubation in PBS-buffer solu-
tion at pH 4.6 for two hours, nanodiamond particles without Oregon Green but
still carrying TAMRA can already be observed. On the other hand no particles

showing only the fluorescence of Oregon Green can be found.

Fig. 114: Fluorescence images of ND 55 after two hours of incubation in PBS buffer solu-
tion at pH 4.6. a) green fluorescence, b) red fluorescence, c) fluorescence overlay.

Various nanodiamond-protein-conjugates were synthesized for in vitro and in
vivo tests. The benzoquinone-functionalization for the immobilization of such
sensitive molecules like proteins worked with the reaction of mechanically
deagglomerated ND 19 with benzoquinone in PBS buffer solution at a pH of 8.
Subsequent coupling of the respective protein took place in PBS buffer solution
at a pH of 6.

o} o} OH
o o)
OOH * § O/ ’ O/ N,Protein
o on M

19 42 43
Fig. 115: Immobilization of proteins on benzoquinone functionalized ND 43.

Animal testing of the covalently bound growth factors led to ambiguous results.
In the case of Angiopoietin, a significant increase of blood vessel generation was
observed after three months. On the other hand, BMP-2-functionalized nano-

diamond did not lead to enhanced bone regeneration.

112



Summary and Outlook

The outcome of this work can be considered as a basis of further investigations
in the field of biological and medical applications of nanodiamond. Further tests
are necessary though to fully explore the possibilities and risks of nanodiamond

in medical use.

For the use of nanodiamond as drug delivery system the biodistribution and fate
of the particles in the body has to be clarified. New techniques for this purpose
are being developed in cooperation with other working groups. Also testing of
the efficacy of the Isoniazid-functionalized nanodiamonds 27 and 28 is neces-

sary for further improvement of these delivery systems.

Before entering clinical trials the bone replacements materials have to be test-
ed upon their behaviour to release nanodiamond particles under physiological
conditions. If that is the case, procedures have to be established to immobilize
the particles on the scaffold surface permanently. This could be achieved e.g. by

covalent immobilization.

In summary, the results acquired in the context of this work show the great po-

tential of nanodiamond for biological and medical applications.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden kommerziell erworben und, wenn nicht

weiter angegeben, ohne zusatzliche Aufreinigung eingesetzt.

Alle Losungsmittel wurden zuvor durch Destillation gereinigt. Absolute Losungs-
mittel wurden durch mehrstiindiges Refluxieren Gber geeigneten Trockenmit-
teln (z.B. P,0, ) hergestellt und anschlieBend tber Molekularsieb 4A gelagert.
Als Schutzgas wurde Stickstoff verwendet.

Der Nanodiamant (Detonationssynthese) wurde von der Gansu Lingyun Corp.

aus Lanzhou (China) bezogen.

Die Wachstumsfaktoren BMP-2 und Angiopoietin wurden von Dr. Joachim Ni-
ckel, Lehrstuhl fiir Tissue Engineering und Regenerative Medizin, Universitat
Wiirzburg, zur Verfligung gestellt.

Ehrlich’s Reagenz: Spriithreagenz aus 1 g p-Dimethylaminobenzaldehyd in
100 ml konz. Salzsdure/Methanol (1:1); Detektion durch Erhitzen auf 130 °C.

Ninhydrin Lésung: Spriihreagenz aus 0.3 g Ninhydrin und 3 ml Eisessig in 100 ml
iso-Propanol; Detektion durch Erhitzen auf 130 °C.

4-(Prop-2-in-1-yloxy)benzoldiazoniumtetrafluoroborat wurde von Martina
Amend hergestellt.
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6.2 Verwendete Gerate und Analysemethoden

6.2.1 Arbeitsgerate

Ultraschallbad:

Bandelin Sonorex Digitec Typ DT52 (max. 80 W, 35 kHz)
Ultraschallhorn:

Branson Sonifier 450 102C (max. 400 W, 19850-20050 Hz) mit Titan-Mikrospitze,
(5mm, konisch)

Zentrifuge:

Hettich EBA 21 Typ 1004

Ultrazentrifuge:

Thermo Scientific Sorvall MTX 150 mit Ausschwingrotor (max. 275458 g)
Vakuumpumpen:

Vacuubrand Membranpumpen verschiedener Art
Leybold Olpumpen verschiedener Art

Rohrenofen:

Carbolite STF 16/450

Muffelofen:

Thermoconcept, Modell KL 04/12M (max. 1200 °C)

Rihrwerkskugelmihle:

Netzsch MiniCer
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6.2.2 Analysegerate

Schmelzpunktbestimmung:

Reichert Kofler-Heiztisch
Die angegebenen Werte sind unkorrigiert.

FT-IR Spektrometer:

Jasco FT-IR-430 mit ATR-Aufsatz oder Vakuumzelle

Wurden Proben mit Hilfe der Vakuumzelle vermessen, wurde dazu das Nanodia-
mantmaterial auf die KBr Presslinge aufgebracht, nochmals gepresst (2t, 5min.)
und 2 h ausgeheizt (80-110 °C, Vak. 10 mbar), um adsorbiertes Wasser zu ent-

fernen. Die Messung erfolgte unter Aufrechterhaltung des Vakuums.

Folgende Abklrzungen fir die Signalintensitaten werden verwendet: s = strong

(stark), m = medium (mittel), w = weak (schwach).

UV/Vis-Spektrometer:

Jasco V-630 Spectrophotometer

Flr die Vermessungen der Nanodiamantproben wurde der Diamant in den an-
gegebenen Konzentrationen in den angegebenen Lésungsmitteln dispergiert
und kurz zentrifugiert, um die grofSten Partikel zu entfernen.

Elementaranalyse:

Elementar ,Vario Micro”

Thermogravimetrische Analyse:

Perkin ElImer STA 6000

Alle Messungen wurden mit folgender Methode durchgefiihrt:

(T,,,=900 °C, k=10 "°Cmin™)
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Zeta-Potential / TeilchengroRe:

Malvern Zetasizer Nanoseries Nano-ZS

Flr die Messungen der TeilchengréRen wurden die Diamantproben in den an-
gegebenen Konzentrationen in den angegebenen Losungsmitteln dispergiert
(Ultraschallbad, 10 min.). Auf eine vorherige Zentrifugation wurde verzichtet.
Fir pH-abhangige Zetapotentialmessungen (Titrationen) wurden die wassrigen
Nanodiamantsuspensionen mit bidestilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 10 ml verdinnt. Aufgrund der starken Agglomeration beim Trocknen der
Nanodiamantproben wurden fiir die Messungen der TeilchengrofRe und des Ze-

tapotentials stets kolloidale Losungen verwendet.

Kernresonanzspektroskopie:

Bruker AVANCE 400 FT-NMR (*H: 400 MHz, *C:100 MHz)

Verwendete Losungsmittel: CDCI, (*H-Resonanzsignal 6 = 7.26, **C-Resonanzsig-
nal 6 = 77.16), DMSO (*H-Resonanzsignal 6 = 2.5, *C-Resonanzsignal & = 39.52)
und D,0 (nicht referenziert). Die Messtemperatur betrug 25 bzw. 27 °C. Die Mul-
tiplizitat der Signale wird in folgenden Abkilirzungen angegeben: s = Singulett,
d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett,

br = breit. Die Zuordnung der Signale erfolgte iber 2D Korrelationsspektren.

Hochauflésende Massenspektrometrie:

Bruker Daltonic micrOTOF Focus (ESI)

Fluoreszenzmikroskop:

Zeiss Axiovert 200M
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6.2.3 Chromatographische Methoden

Dinnschichtchromatographie:

Es wurden Fertigfolien aus Aluminium, beschichtet mit 0.2 mm Kieselgel 60 F,
der Firma Merck verwendet. Zur Detektion der Substanzen diente deren Fluo-
reszenzldschung bei 254 nm bzw. das Anfarben mit loddampf, Ninhydrinlésung

oder Ehrlich’s Reagenz.

Saulenchromatographie:

Als Sdulenfillmaterial wurde Kieselgel der Firmen Machery und Nagel bzw.
Merck (0.040-0.063 mm) verwendet. Die Sdulen wurden nass befullt. Die Lauf-
mittelzusammensetzungen sowohl fiir DC als auch fiir die Sdulenchromatogra-
phie sind in Volumenprozent angegeben. Es wurden je nach Substanzmenge

Saulen verschiedener Dicken und Langen verwendet.

118



Experimenteller Teil - Release Experimente

6.3 Release Experimente

6.3.1 Herstellung der PBS-Pufferlosungen

Zunachst wurden zwei Stammldsungen A und B hergestellt:

A: KH,PO, 9.078 g 66.70 mmol  Mit dest. Wasser auf 1 L
auffiillen

B:Na,HPO,*2H,O 11.876¢g 66.70 mmol  Mit dest. Wasser auf 1 L
auffiillen

Fir die Herstellung der PBS-Pufferlésungen mit den gewlinschten pH-Werten wur-
den die in Tabelle x.x angegebenen Volumina der Stammlésung B mit Stammlésung
A auf 100 ml aufgefillt. Zur genauen Einstellung der jeweiligen pH-Werte wurden
die Pufferldsungen bei Bedarf entweder mit verdlnnter Salzsdure oder verdiinnter
Natriumhydroxidldsung versetzt.['1!

Tabelle X: pH-Werte und Volumina der fiir verschiedene Experimente notwendigen PBS
Lésungen.

pH-Wert V Stammlésung B [ml]
4.6 0.6
6.0 121
7.4 81.8
8.0 96.9

6.3.2 Experimente zur Freisetzung von Wirkstoff

Die zuvor eingewogenen Nanodiamantproben wurden jeweils mit Hilfe von Ultraschall
in 1.5 ml PBS-Pufferlosung (pH=4.6 und pH=7.4) suspendiert und 96 h bei 37°Cinkubiert.
Nach 1, 2, 4, 24 und 96 Stunden wurden die Suspensionen abzentrifugiert, der Uber-
stand abgenommen und die Nanodiamantproben mit frischer PBS-Pufferlosung befiillt.
AnschlieBend wurde der Nanodiamant wieder mit Hilfe von Ultraschall suspendiert und
weiter bei 37 °C inkubiert. Die gesammelten Uberstinde wurden mit Hilfe von UV/Vis-
Spektroskopie auf die Freisetzung der jeweiligen Wirkstoffe hin untersucht.
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6.4 Synthese organischer Verbindungen

6.4.1.1 Synthese von 4-Carboxybenzoldiazoniumtetrafluoroborat!**!

o @
BF, NQO—COOH

30

1.0 g (7.3 mmol) 4-Aminobenzoesaure (29) wurden in 6 ml Wasser und 5 ml
Tetrafluorborsadure gel6st. Die Reaktionslésung wurde auf 0 °C gekihlt und
0.5 g (7.3 mmol) Natriumnitrit, gelést in 1 ml Wasser, hinzugetropft. Nach
20 min Rihren bei RT wurde die Reaktionslosung wieder auf 0 °C abgekiihlt.
Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit 20 ml kaltem Wasser

und 20 ml Diethylether gewaschen.
Ausbeute: 1.33 g (5.64 mmol, 77 %, Lit. 89 %)*'Y farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 101 °C (Lit. 103-104 °C)[12

'H-NMR (400 MHz, DZO): 6 =28.68(d, 3J = 8.4 Hz, 2H, Ar-3-H, Ar-4-H), 8.43
(d, %) = 8.4 Hz, 2H, Ar-1-H, Ar-2-H) ppm.

FT-IR (ATR): = 3280 (s), 3501 (s), 2305 (m), 1727 (m), 1622 (s), 1584 (s), 1421 (s),
1306 (m), 1287 (s), 1225 (m), 1041 (vs), 826 (m), 761 (s), 699 (m) cm™.

6.4.1.2 Synthese von 4-Acetylbenzoldiazoniumtetrafluoroborat!®?

0 ® O

18

1.0 g (7.3 mmol) 4-Aminoacetophenon (17) wurden in 6 ml Wasser und 5 ml
Tetrafluorborsdure gel6st. Die Reaktionsldsung wurde auf 0 °C gekihlt und
0.5 g (7.3 mmol) Natriumnitrit, gelost in 1 ml Wasser, hinzu getropft. Nach
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20 min Rihren bei RT wurde die Reaktionsldsung wieder auf 0 °C abgekdihlt.
Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit 20 ml kaltem Wasser

und 20 ml Diethylether gewaschen.
Ausbeute: 0.4 g (1.92 mmol, 26 %, Lit. 68 %)!®? farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 92 °C (Lit. 94-95 °C)##?

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 8.69 (d, * = 8.8 Hz, 2H, Ar-1-H, Ar-2-H), 8.40
(d, %) =9.2 Hz, 2H, Ar-3-H, Ar-4-H) ppm.

FT-IR (ATR): V' = 3497 (w), 3296 (w), 2307 (w), 1714 (s), 1305 (s), 1024 (s), 863 (s),
766 (s), 701 (s) cm™.

6.4.1.3 Synthese von 4-Cyanobenzoldiazoniumtetrafluoroborat!**?

o o
BF, NZO—CEN

60

3.0 g (25.4 mmol) 4-Aminobenzoesaurenitril (59) wurden in 20 ml
Tetrafluorborsdure gelost. Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekihlt und
mit 1.7 g (25.4 mmol) Natriumnitrit, gelost in 5 ml Wasser, versetzt. Nach 20
min Rihren bei RT wurde die Reaktionsldsung wieder auf 0 °C abgekihlt. Der
ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und in 10 ml Aceton geldst. Nach Zugabe
von 20 ml kaltem Diethylether fiel das Produkt als Feststoff aus, welcher mit 20

ml kaltem Wasser und 20 ml Diethylether gewaschen wurde.
Ausbeute: 3.1 g (14.2 mmol, 56 %, Lit. 97 %)**? farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 145 °C (Lit. 150 °C)1**2

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 8.82 (d, 3 = 8.4 Hz, 2H, Ar-3-H, Ar-4-H), 8.39
(d, %) = 8.4 Hz, 2H, Ar-1-H, Ar-2-H) ppm.
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FT-IR (ATR): V' = 3118 (m), 2289 (m), 1589 (m), 1415 (m), 1295 (m), 1039 (s),
971 (m), 838 (m) cm™.

6.4.1.4 Synthese von (2R,35)+(2S,3R)-2,3-Dibromzimtsiuremethylester®"

~

Br

S M
Ph" R COOMe

Br
rac.

39

Zu einer auf 0 °C gekiihlten Lésung aus 10.0 g Zimtsaure 38 (61.1 mmol) in
100 ml Dichlormethan wurden 3.5 ml Brom (67.8 mmol) hinzugetropft und
zwei Tage bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 50 ml 2 M Natri-
umthiosulfatlésung versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die
wassrige Phase dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iber Natriumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 18.8 g (58.3 mmol, 95 %, Lit. 97 %)Y farbloser Feststoff.
Schmelzpunkt: 114 °C (Lit.: 117 °C).®¥

'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 7.34 (m, 5H Ar-H), 5.29 (d, *J = 11.4 Hz, 1H, Ph-CH-Br),
4.81 (d, *) =11.6 Hz, 1H, Br-CH-COOMe), 3.86 (s, 3H, COOMe) ppm.

Die analytischen Daten entsprachen den Literaturwerten.®
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6.4.1.5 Synthese von (2R,3R)-methyl-1-(4-aminobenzyl)-3-phenylaziridin-
2-carboxylat

6
5 TR R COOMe
4 2 oder S,S

3

41

2.3 g 4-Aminobenzylamin (40) wurden in 50 ml Methanol vorgelegt. Bei 0 °C wur-
den 5.3 g 2,3-Dibromzimtsdauremethylester (39), geldst in 50 ml Methanol, hinzu-
getropft. Nach Zugabe von 3 ml Triethylamin wurde die Reaktionsmischung 7 d
bei RT geriihrt. Das Solvens wurde im Vakuum entfernt, der Rickstand in Wasser
aufgenommen mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden dreimal mit je 50 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen und tiber
Natriumsulfat getrocknet. Das Solvens wurde im Vakuum entfernt und das Roh-
produkt saulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat, 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.27 g (4.50 mmol, 27 %) gelber Feststoff.
Schmelzpunkt: 102 °C

'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 7.35-6.63 (m, 9H, Ar-H), 3.85 (d, ®J = 13.1 Hz, 1H,
CH,-Ph), 3.64 (s, 2H, NH,), 3.52 (d, *J = 13.2 Hz, 1H, CH,-Ph), 3.46 (s, *) = 6.8 Hz,
3H, COOCH,), 3.01 (d, *J = 6.8 Hz, 1H, CH-Ph), 2.61 (d, 1H, CHCOOMe) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCL,): & = 145.6 (Aryl-C-1/), 135.2 (Aryl-C-1), 129.4 (Aryl-
C-3', Aryl-C-5%), 127.8 (Aryl-C-2,3,4,5), 127.3 (Aryl-C-4*), 115.0 (Aryl-C-2*Aryl-
C-6'), 62.9 (CH,-Ph), 51.7 (COOCH,), 47.4 (CHPh), 45.3 (COOCH.) ppm.

FT-IR (ATR): V' = 3409 (m), 3328 (m), 1737 (s), 1625 (m), 1513 (s), 1436 (s),
1384 (m), 1353 (m), 1263 (s), 1195 (s), 1174 (s), 1070 (m), 1033 (m), 914 (m),
825 (s), 800 (s), 779 (s) cm™.
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HR-MS (ESI): ber. fiir C_H. N

1718 "2

NaO, [M + Na*]: 305.129; gef.: 305.126.
MS (EI, 70 eV): m/z = 282 (1), 194 (7), 121 (10), 106 (100).
UV/Vis (Acetonitril): A__ =291, 618 nm.

EA: ber.: C: 72.32 %, H: 6.43 %, N: 9.92 %; gef.: C: 72.11 %, H: 6.13 %, N: 9.95 %.

6.4.1.6 Synthese von Stearinsaurechlorid

CIJL/\/\/\/\/\/\/\/\

65

2.0 g (7.73 mmol) Stearinsdure 64 und 6.86 g (54.11 mmol) Oxalylchlorid wur-
den in 100 ml Dichlormethan geldst und 6 Tropfen DMF dazugegeben. Die Re-
aktionsmischung wurde anschlieRend 16 h bei RT geriihrt. Nach dem Entfernen
des Lésungsmittels im Vakuum wurde ein dunkelgelbes Ol erhalten, das ohne

Aufreinigung weiter umgesetzt wurde.
Ausbeute: 2.1 g (6.9 mmol, 90 %, Lit. 80-90 %)™3 dunkelgelbes Ol.

FT-IR (ATR): V' = 2884 (m), 2829 (m), 2744 (m), 1801 (m), 1662 (s), 1455 (m),
1390 (m), 1305 (m), 1201 (m), 1159 (s), 1035 (s), 910 (s), 802 (s) cm™.

Die analytischen Daten entsprachen den Literaturwerten.**3!
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6.5 Herstellung funktionalisierter Nanodiamantpartikel

6.5.1 Aufarbeitung von Nanodiamantproben

Nach erfolgter Umsetzung wurden die jeweiligen Nanodiamantsuspensionen
in Zentrifugengefale (Tischzentrifuge: 1,5 ml Fassungsvermdgen, ca. 10 mg ND
pro GefaR; Ultrazentrifuge: 4 ml Fassungsvermaogen, ca. 20 mg ND pro GefaR)
Uberfiihrt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen
und der Nanodiamant in frischem Lésungsmittel mit Hilfe von Ultraschall resus-
pendiert. Nach dem Abzentrifugieren der Suspensionen wurde der weiter oben
beschriebene Vorgang wiederholt durchgefiihrt. Nachfolgend sind die Anzahl
der Waschzyklen und das jeweilige verwendete Losungsmittel angegeben. Fir
analytische Untersuchungen wurden die DND-Proben zusatzlich mit Aceton und
Dichlormethan gewaschen.

6.5.2 Thermische Behandlung von Nanodiamant

Q9

24

1.0 g unbehandelter DND 19 wurde auf Keramikschiffchen im Réhrenofen bei
einer Heizrate von 70 °C / min und bei einem Druck von 10 mbar auf 750 °C er-
hitzt. Die Temperatur wurde 2 h konstant gehalten. Das Abkihlen auf RT erfolg-
te bei Aufrechterhaltung des angegebenen Drucks. Es wurde ein dunkelgraues
Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): v' = 34009 (s), 2946 (m), 2879 (m), 1637 (s), 1394 (m), 1326 (s),
1143 (s), 836 (m) cm™.

EA: C: 89.82 %, H: 0.48 %, N: 1.82 %.
Oberflachenbelegung (TGA): keine funktionellen Gruppen nachweisbar.
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PartikelgréBe (H,0,c=0.2 mg/ml): 10 % <104 nm, 50 % < 189 nm, 90 % < 349 nm.

Zeta-Potential: 44.4 mV (pH = 7.0).

6.5.3 Oxidation von Nanodiamant

COOH

1.0 g unbehandelter DND 19 wurde in einer Porzellanschale im Muffelofen bei
einer Heizrate von 30 °C / min auf 425 °C erhitzt. Die Temperatur wurde 2 h

konstant gehalten. Nach dem Abkiihlen wurde ein hellgraues Pulver erhalten.
FT-IR (ATR): V' = 3403 (s), 1799 (s), 1627 (s), 1421 (s), 1268 (s), 1103 (s) cm™.
EA: C: 87.87 %, H: 0.88 %, N: 2.80 %.

Oberflichenbelegung (TGA): keine funktionellen Gruppen nachweisbar.
PartikelgréRe (H,0,c=0.2 mg/ml): 10 % <78 nm, 50 % < 802 nm, 90 % < 1840 nm.

Zeta-Potential: -30.0 mV (pH = 7.7).
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6.5.4 Vermahlung von Nanodiamant

12.5 g unbehandelter DND 19 wurde mit Hilfe von Ultraschall in 200 ml bidest.
Wasser suspendiert. Die Suspension wurde mit weiteren 255 ml bidest. Wasser
in der Rihrwerkskugelmiihle vermahlen. Nach Erreichen der gewiinschten
TeilchengroéRe wurde die fertige Suspension abgepumpt und mit weiteren 45 ml
bidest. Wasser nachgespiilt. Erhalten wurde eine stabile, wassrige Nanodiamant-

Suspension mit einer Konzentration von 29 mg/ml.

FT-IR (ATR): V' = 3370 (s), 2935 (m), 1722 (m), 1631 (s), 1320 (s), 1259 (s), 1137 (s),
1101 (s) cm™.

EA: C: 85.42 %, H: 1.71 %, N: 2.21 %.
Oberflachenbelegung (TGA): keine funktionellen Gruppen nachweisbar.
PartikelgréRe (H,0, c = 0.2 mg/ml): 10 % <5 nm, 50 % <7 nm, 90 % < 10 nm.

Zeta-Potential: 41.0 mV (pH =5.8).
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6.5.5 Herstellung arylierter Nanodiamantpartikel

6.5.5.1 Funktionalisierung mit Benzoesaure

31

108.0 mg gemahlener DND (suspendiert in 4.0 ml) wurde mit 104.0 mg 4-Car-
boxybenzoldiazoniumtetrafluoroborat (30) (0.44 mmol) versetzt und 1.5 h bei
RT mit Ultraschall behandelt (Ultraschallhorn, output = 1.5, constant). Nach
Beenden der Reaktion wurde der ND zundchst mit bidest. Wasser und anschlie-
Rend mit DMSO gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein graues Pulver er-

halten.

FT-IR (ATR): V' = 3419 (s), 2974 (m), 1707 (s), 1603 (s), 1250 (s), 1172 (s), 1106 (s),
860 (s) cm™.

EA: C: 70.41 %, H: 1.00 %, N: 1.75 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.47 mmol g*

(A m (180 °C—-500 °C) =-5.39 %, Fragment: C.H,0, (121.11 g mol™)).
PartikelgréRe (H,0, c = 0.2 mg/ml): 10 % < 50 nm, 50 % < 77 nm, 90 % < 144 nm.

Zeta-Potential: -8.2 mV (pH = 4.5).
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6.5.5.2 Funktionalisierung mit Acetophenon

Q-0

20

108.0 mg gemahlener DND 19 (suspendiert in 4.0 ml) wurde mit 100.0 mg 4-Ace-
tylbenzoldiazoniumtetrafluoroborat (18) (0.46 mmol) versetzt und 1.5 h bei RT
mit Ultraschall behandelt (Ultraschallhorn, output = 1.5, constant). Nach Been-
den der Reaktion wurde der ND zunachst mit bidest. Wasser und anschlieRBend

mit DMSO gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3330 (s), 2970 (m), 1676 (s), 1603 (m), 1359 (s), 1267 (s), 1089 (s),
962 (s), 840 (s) cm™.

EA: C: 88.44 %, H: 1.28 %, N: 2.00 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.40 mmol g*

(A m (150 °C—-500 °C) = -4.72 %, Fragment: C,;H O (119.14 g mol™))
PartikelgroBe (DMSO, c = 0.2 mg/ml): 10 % <7 nm, 50 % < 44 nm, 90 % < 192 nm.

Zeta-Potential: 39.5 mV (pH = 4.25).

6.5.5.3 Funktionalisierung mit Benzonitril

61
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108.0 mg gemahlener DND (suspendiert in 4.0 ml) wurde mit 100.0 mg 4-Cy-
anobenzoldiazoniumtetrafluoroborat (60) (0.42 mmol) versetzt und 2.5 h bei RT
mit Ultraschall behandelt (Ultraschallhorn, output = 1.5, constant). Nach dem
Zentrifugieren der Reaktionsmischung wurde der ND zunachst zweimal mit bi-
dest. Wasser und anschliefend finfmal mit DMSO gewaschen. Nach dem Trock-
nen wurde ein graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3363 (s), 2917 (s), 2227 (s), 1722 (m), 1677 (m), 1602 (s), 1504 (m),
1407 (s), 1309 (s), 1178 (s), 1143 (s), 1049 (s), 950 (s), 842 (s) cm™.

EA: C: 87.42 %, H: 1.33 %, N: 3.77 %.

Oberflachenbelegung (TGA): 0.46 mmol g*

(A m (100 °C—-300 °C) = -4.73 %, Fragment: CH,N (102.11 g mol™))
PartikelgréRe (DMSO, c = 0.2 mg/ml): 10 % <22 nm, 50 % < 35 nm, 90 % < 67 nm.

Zeta-Potential: 34.4 mV (pH = 4.04).

6.5.5.4 Funktionalisierung mit Benzylamin

Q<

63

2

30.0 mg ND (61) wurden zunachst zweimal mit trockenem THF gewaschen und
anschlieBend unter Stickstoffatmosphére in 50 ml trockenem THF suspendiert.
Nach der Zugabe von 15 ml Boranlésung (THF Komplexlésung 1M) wurde die
Reaktionsmischung 72 h bei 80 °C geriihrt. Um Reste des Borans abreagieren
zu lassen, wurden nach dem Abkiihlen der Reaktionsmischung 10 ml verdiinn-
te HCl dazugetropft. AnschlieBend wurde der abzentrifugierte ND dreimal mit

DMSO gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein graues Pulver erhalten.
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FT-IR (ATR): V' = 3374 (s), 2950 (s), 1627 (m), 1488 (s), 1436 (s), 1311 (s), 1139 (s),
1022 (s), 952 (s), 898 (s) cm™.

EA: C: 88.58 %, H: 1.23 %, N: 2.63 %.

Oberflaichenbelegung (TGA): 0.40 mmol g*

(A m (100 °C - 480 °C) = -4.33 %, Fragment: C_H.N (106.15 g mol™))
PartikelgréRe (DMSO, c=0.2 mg/ml): 10 % <7 nm, 50 % <12 nm, 90 % < 25 nm.

Zeta-Potential: 30.2 mV (pH = 4.13).

6.5.6 Herstellung alkylierter Nanodiamanten

6.5.6.1 Herstellung Benzochinon-funktionalisierter Nanodiamantpartikel

Q°

43 O

189.0 mg gemahlener DND 19 (7.0 ml) wurden mit 0.5 ml halbgesattigter NaCl-
Lésung versetzt und bei 15000 RPM 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt und die ND in 20 ml PBS-Pufferlosung (pH = 8) resuspendiert. Nach Zuga-
be von 150.0 mg Benzochinon 42 (1.38 mmol) wurde die Suspension 24 h bei RT
geriihrt. Der ND wurde anschlieBend achtmal mit PBS-Pufferlésung (pH = 7.4) und
zweimal mit bidest. Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein rotbrau-

nes Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3349 (s), 2935 (m), 1718 (m), 1650 (s), 1623 (s), 1502 (s), 1452 (s),
1197 (s), 1095 (s), 821 (s) cm™.
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EA: C: 84.40 %, H: 1.74 %, N: 1.98 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.43 mmol g.

(A m (180 °C - 425 °C) = -5.63 %, Fragment: C.H,0, (123.09 g mol™)).
PartikelgréBe (DMSO, c = 0.2 mg/ml): 10 % <94 nm, 50 % <90 nm, 90 % < 242 nm.

Zeta-Potential: -30.8 mV (pH = 6.3).

6.5.6.2 Herstellung Pentadion-funktionalisierter Nanodiamantpartikel

26

~—

100.00 mg graphitisierter DND 24 wurde mit Hilfe von Ultraschall in 20 ml
abs. Toluol suspendiert und mit 331.00 mg (1.0 mmol) Tetrabrommethan und
770.00 mg DBU versetzt. Nach der Zugabe von 50.00 mg 2,4-Pentadion (25)
wurde die Reaktionsmischung 2 h bei RT geriihrt. Der abzentrifugierte ND
wurde anschlieRend viermal mit Aceton, viermal mit DMSO und zweimal mit

Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein graues Pulver erhalten.
FT-IR (ATR): V' = 3411 (s), 2942 (m), 2877 (m), 1703, (m), 1627 (s), 1438 (m),
1357 (m), 1095 (s), 966 (m), 948 (m), 871 (m) cm™.

EA: C: 92.00 %, H: 0.93 %, N: 2.38 %.

Oberflachenbelegung (TGA): 0.28 mmol g™.

(A m (140 °C - 480 °C) = -2.84 %, Fragment: C,H O, (98.10 g mol™)).
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PartikelgréRe (DMSO, c=0.2 mg/ml): 10 % <65 nm, 50 % <113 nm, 90 % < 251 nm.

Zeta-Potential: 47.0 mV (pH = 4.6).

6.5.6.3 Herstellung Stearinsaure-funktionalisierter Nanodiamantpartikel

Q.1
O%ﬁ
66 16

100.00 mg gemahlener DND 19 wurde im Ultraschallbad in 10 ml Pyridin
suspendiert und mit 50.00 mg (0.16 mmol) Stearinsdurechlorid 65, geldst

in 10 ml abs. Toluol, versetzt. Die Reaktionsmischung wurde anschlieRend
4 d unter Rlckfluss erhitzt. Der abzentrifugierte ND wurde anschliefend
viermal mit Aceton und viermal mit DMSO gewaschen. Nach dem Trocknen

wurde ein graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3376 (s), 2952 (m), 1722 (s), 1629 (s), 1253 (s), 1213 (s), 1135 (s),
1105 (s), 946 (s) cm™.

EA: C: 80.07 %, H: 1.40 %, N: 2.23 %.

Oberflachenbelegung (TGA): 0.10 mmol g™.

(A m (180 °C - 450 °C) = -2.83 %, Fragment: C H..O, (283.47 g mol™)).

PartikelgréRe (H,0,c=0.2 mg/ml): 10 % <20 nm, 50 % <31 nm, 90 % < 1190 nm.

Zeta-Potential: 42.1 mV (pH =5.3).
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6.5.7 Herstellung orthogonal funktionalisierter Nanodiamantpartikel

6.5.7.1 Funktionalisierung mit Acetophenon- und Benzoesdureeinheiten

100.00 mg (3.5 ml) gemahlener Nanodiamant 19, 50.00 mg (0.21 mmol) 4-Car-
boxybenzoldiazoniumtetrafluoroborat (30) und 50.00 mg (0.21 mmol) 4-Acetyl-
benzoldiazoniumtetrafluoroborat (18) wurden zusammengegeben und mit Was-
ser-badkiihlung 1.5 h mit Ultraschall behandelt (Ultraschallhorn, output = 1.5).
Der Diamant wurde abzentrifugiert und anschlieBend zweimal mit bidest. Wasser,
dreimal mit DMSO, viermal mit Aceton und zweimal mit Dichlormethan gewa-

schen. Nach dem Trocknen wurde ein graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3423 (s), 2967 (m), 1706 (s), 1677 (s), 1637 (s), 1606 (s), 1267 (s),
1160 (m), 1095 (s), 850 (s) cm™.

EA: C: 90.47 %, H: 1.14 %, N: 1.39 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.13 mmol g™

(A m (150 °C- 550 °C) = -3.19 %, Fragment: C .H .0, (240.25 g mol™)).
PartikelgroBe (DMSO, c =0.2 mg/ml): 10 % <13 nm, 50 % <22 nm, 90 % < 53 nm.

Zeta-Potential: 31.9 mV (pH = 4.0).
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6.5.7.2 Funktionalisierung mit Acetophenon- und Alkineinheiten

oa

0]

50

100.00 mg (0.42 mmol) 4-Acetylbenzoldiazoniumtetrafluoroborat (18) und
103.00 mg (0.42 mmol) 4-(Prop-2-in-1-yloxy)benzoldiazoniumtetrafluorobo-
rat (49) wurden in 3 ml Wasser gel6st und zu 200.00 mg ND 19 gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde 1.5 h mit Ultraschall behandelt (Ultraschallhorn,
output = 1.5) wobei mit einem Wasserbad gekihlt wurde. Der abzentrifugierte
Diamant wurde einmal mit Wasser, finfmal mit DMSO und dreimal mit Etha-

nol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein graubraunes Pulver erhalten.

FT-IR (KBr-Pellet): v' = 3403 (s), 2929 (m), 2117 (w), 1680 (s), 1600 (s), 1506 (s),
1409 (m), 1359 (s), 1267 (s), 1224 (s), 1178 (s), 1024 (s), 962 (m), 835 (m) cm™.

EA: C: 87.65 %, H: 1.79 %, N: 2.53 %.
Oberflachenbelegung (TGA): 0.27 mmol g*.

(A m (100 °C - 500 °C) = -6.83 %, Fragment: C 0, (250.29 g mol™)).

17H14

PartikelgroRe (DMSO, c = 0.2 mg/ml): 10 % < 177 nm, 50 % < 281 nm,
90 % < 441 nm.

Zeta-Potential: 34.0 mV (pH =5.4).
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6.5.8 Herstellung von Nanodiamantpartikeln mit sdurelabilen Linkersyste-
men

6.5.8.1 Herstellung hydrazonfunktionalisierter Nanodiamantpartikel

N—NH
Q)<

36

50.0 mg ND 20 wurden mittels Ultraschall in 2.0 ml Ethanol suspendiert. Nach
der Zugabe von 2.0 ml Hydrazinhydrat 32 wurde die Suspension 4h bei 90 °C
refluxiert. Nach Abkiihlen der Reaktionsmischung wurde der Nanodiamant vier-
mal mit DMF und viermal mit bidest. Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen
wurde ein graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): v’ = 3384 (s), 2950 (m), 1704 (m), 1633 (m), 1587 (m), 1363 (m),
1257 (m), 1091 (m), 842 (m), 734 (m) cm™.

EA: C: 87.70 %, H: 1.54 %, N: 3.63 %.

Oberflachenbelegung (TGA): 0.14 mmol g™.

(A m (180 °C- 425 °C) =-1.92 %, Fragment: C.H,N, (133.17 g mol™)).
PartikelgréBe (H,0,c=0.2 mg/ml): 10 % <45 nm, 50 % <73 nm, 90 % < 160 nm.

Zeta-Potential: 44.1 mV (pH =7.1).
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6.5.8.2 Herstellung hydrazidfunktionalisierter Nanodiamantpartikel

Q-
NH,

33

160.0 mg ND 31 wurden mittels Ultraschall in 10.0 ml Cyclohexan suspendiert
und mit 110.0 mg EDC (0.57 mmol) und 69.0 mg (0.59 mmol) NHS versetzt und
4 h bei RT gerihrt. Nach der Zugabe von 0.1 ml (2.00 mmol) Hydrazinhydrat 32
wurde die Reaktionsmischung weitere 18 h bei RT gerlihrt. Anschliefend wurde
der Nanodiamant sechsmal mit bidest. Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen

wurde ein graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3391 (s), 2358 (m), 1640 (m), 1550 (m), 1374 (m), 1254 (m),
1077 (m) cm™,

EA: C: 85.13 %, H: 1.18 %, N: 2.77 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.37 mmol g.

(A m (180 °C - 425 °C) = -5.25 %, Fragment: C.H_N,0 (135.15 g mol)).
PartikelgroBe (DMSO, ¢ = 0.2 mg/ml): 10 % <49 nm, 50 % <207 nm, 90 % < 286 nm.

Zeta-Potential: 17.1 mV (pH =5.2).
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6.5.8.3 Herstellung von Nanodiamantpartikeln mit Hydrazon- und Alkinein-
heiten

160.0 mg ND 50 wurden mittels Ultraschall in 20.0 ml Cyclohexan suspendiert
und unter Rithren auf 50 °C erwarmt. Nach der Zugabe von 1 ml (20.00 mmol)
Hydrazinhydrat 32 wurde die Reaktionsmischung 4 h bei 90 °C refluxiert. Nach
dem Abzentrifugieren wurde der Nanodiamant finfmal mit Ethanol, zweimal
mit Aceton und zweimal mit DMF gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein

graubraunes Pulver erhalten.

FT-IR (KBr-Pellet): v = 3363 (s), 2921 (m), 1631 (s), 1603 (s), 1508 (s), 1432 (m),
1365 (s), 1299 (s), 1220 (s), 1157 (s), 1085 (m), 835 (s) cm™.

EA: C: 82.23 %, H: 2.09 %, N: 3.42 %.
Oberflichenbelegung (TGA): 0.33 mmol g™.
(A m (140 °C- 550 °C) =-8.79 %, Fragment: C _H  N,O (264.32 g mol)).

PartikelgroRe (H,0,c=0.2 mg/ml): 10 % <73 nm, 50 % <114 nm, 90 % < 204 nm.

Zeta-Potential: 33.8 mV (pH =5.3).
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6.6 Immobilisierung organischer Substanzen

6.6.1 Immobilisierung von Wirkstoffen

6.6.1.1 Immobilisierung von Isoniazid

N-NH —
QO
5 N

27

27.00 mg (0.20 mmol) Isoniazid 5 wurden in 2 ml Ethanol gelost und zu einer
Suspension von 100.00 mg ND 20 in 10 ml Ethanol getropft. Die Suspension wur-
de 10 min mit Ultraschall behandelt und anschliefend 4 h bei 80 °C refluxiert.
Nachdem die Suspension abgekihlt war, wurde sie abzentrifugiert und der Na-
nodiamant siebenmal mit Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein

graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3400 (m), 2934 (m), 1664 (s), 1602 (m), 1552 (w), 1411(m), 1361 (s),
1268 (s), 1228 (s), 1095 (s), 842 (s) cm™.

EA: C: 81.36 %, H: 2.21 %, N: 3.01 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.18 mmol g.

(A m (150 °C - 500 °C) = -4.30 %, Fragment: C,,H ,N.O (238.26 g mol)).
PartikelgréRe (H,O, c = 0.5 mg/ml): 10 % <45 nm, 50 % < 75 nm, 90 % < 130 nm.

Zeta-Potential: -27.0 mV (pH = 4.6).
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6.6.1.2 Doppelte Immobilisierung von Isoniazid

28

60.00 mg ND 26 wurden mit Hilfe von Ultraschall in 15 ml Ethanol suspendiert.
Nach der Zugabe von 150.00 mg (1.09 mmol) Isoniazid 5, gel6st in 2 ml Etha-
nol, wurde die Reaktionsmischung 4 h bei 90 °C unter Rickfluss erhitzt. Nach
Abkiihlen der Suspension wurde diese abzentrifugiert und der Nanodiamant
siebenmal mit Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein graues Pulver
erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3394 (m), 2942 (m), 1639 (s), 1546 (m), 1374 (s), 1288 (s), 1103 (s),
971 (m), 921 (m) cm™.

EA: C: 89.50 %, H: 0.92 %, N: 2.64 %.
Oberflachenbelegung (TGA): 0.16 mmol g™.

(A m (150 °C - 500 °C) = -5.31 %, Fragment: C N,O, (363.35 g mol?)).

17H16
PartikelgroRe (H,0,c=0.5 mg/ml): 10 % <51 nm, 50 % <147 nm, 90 % < 451 nm.

Zeta-Potential: 36.2 mV (pH = 6.4).

140



Experimenteller Teil - Immobilisierung organischer Substanzen

6.6.1.3 Adsorption von Isoniazid

68

27.00 mg mechanisch deagglomerierter ND 19, suspendiert in 10 ml H,0 wur-
den unter Ultraschallbehandlung mit 1.00 mg Isoniazid 5 (7.29 umol) versetzt.
Durch Zugabe von verdiinnter NaOH-L6sung (2.5 mmol I*) wurde die Nanodia-
mantsuspension auf einen pH-Wert von 7.74 eingestellt. Nach 18 h Rihrens bei
RT, wurde der Nanodiamant achtmal mit Aceton gewaschen.

FT-IR (ATR): V' = 3386 (m), 2933 (m), 1631 (s), 1546 (m), 1373 (s), 1322 (s), 1205 (s),
1151 (s) cm™.

Oberflachenbelegung (TGA): 0.25 mmol g™.
(A m (240 °C - 480 °C) = -3.43%, Fragment: C.H.N,O (137.14 g mol)).

PartikelgréRe (H,0,c=0.5 mg/ml): 10 % <55 nm, 50 % <94 nm, 90 % < 629 nm.

Zeta-Potential: 36.4 mV (pH = 6.3).
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6.6.1.4 Immobilisierung von Quercetin

163.00 mg ND 30 wurden in 12 ml Ethanol mittels Ultraschall suspendiert. Nach
der Zugabe von 220.00 mg (0.72 mmol) Quercetin 6 wurde die Reaktionsmi-
schung 4 h bei 90 °C unter Rickfluss erhitzt. Anschliefend wurde der ND abzen-
trifugiert und siebenmal mit DMSO und zweimal mit H,O gewaschen. Es wurde

ein gelbes Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3342 (s), 2935 (m), 1704 (s), 1646 (s), 1602 (s), 1556 (m), 1494 (m),
1425 (m), 1373 (s), 1319 (s), 1267 (s), 1170 (s), 1095 (s), 837 (m) cm™.

EA: C: 78.86 %, H: 1.77 %, N: 2.00 %.

Oberflaichenbelegung (TGA): 0.19 mmol g™.

(A m (150 °C - 500 °C) = -8.09 %, Fragment: C,,H, N,O, (419.36 g mol™)).
PartikelgréRe (DMSO, c = 0.2 mg/ml): 10 % <55 nm, 50 % < 83 nm, 90 % < 150 nm.

Zeta-Potential: -25.1 mV (pH = 6.0).
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6.6.1.5 Immobilisierung von Curcumin

160.00 mg ND 33 und 87.00 mg (0.23 mmol) Curcumin 7 wurden 10 min mittels
Ultraschall in 20 ml Cyclohexan suspendiert und anschlieBend 4 h bei 90 °C re-
fluxiert. Die Reaktionsmischung wurde abzentrifugiert und der ND sechsmal mit

Ethanol gewaschen. Es wurde ein gelbes Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3347 (s), 2921 (m), 1644 (m), 1556 (m), 1546 (m), 1508 (m),
1454 (w), 1376 (m), 1224 (s), 1153 (s), 671 (s) cm™.

EA: C: 65.55 %, H: 1.57 %, N: 1.79 %.
Oberflaichenbelegung (TGA): 0.47 mmol g™.
(A m (150 °C- 550 °C) = -17.44 %, Fragment: C,.H,.N.O, (485.58 g mol?)).

PartikelgroBe (DMSO, ¢ = 0.2 mg/ml): 10 % < 356 nm, 50 % < 497 nm,
90 % < 751 nm.

Zeta-Potential: 9.1 mV (pH =5.5).
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6.6.1.6 Immobilisierung von Amphotericin

Q
&—Amph B

N—NH
Q-

37

50.00 mg ND 36 wurden mittels Ultraschall in 20 ml H,O suspendiert. Nach der
Zugabe von 20.00 mg (0.02 mmol) Amphotericin B 8, geldst in 1.5 ml Methanol,
wurde die Suspension weitere 5 min mit Ultraschall behandelt. AnschlieRend
wurden 20.00 mg (0.10 mmol) EDC und 10 mg (0.10 mmol) NHS, gelost in 1.5
ml Methanol, zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde weitere 5 min mit Ult-
raschall behandelt und anschlieBend 20 h bei RT geriihrt. Nach dem Abzentrifu-
gieren wurde der ND fiinfmal mit Wasser, zehnmal mit Methanol gewaschen. Es
wurde ein gelbes Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3393 (s), 2943 (m), 1712 (s), 1654 (s), 1598 (s), 1531 (m), 1435 (m),
1369 (s), 1267 (s), 1182 (s), 1066 (s), 1010 (s), 840 (s) cm™.

EA: C: 75.08 %, H: 2.77 %, N: 5.28 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.07 mmol g™.

(A m (150 °C- 500 °C) =-7.74 %, Fragment: C,.H, N,O,_ (1039.25 g mol™)).
PartikelgréRe (H,0, c = 0.2 mg/ml): 10 % < 64 nm, 50 % < 100 nm, 90 % < 187 nm.

Zeta-Potential: 12.8 mV (pH = 7.44).
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6.6.1.7 Immobilisierung von (2R,3R)-methyl-1-(4-aminobenzyl)-3-phenylazi-
ridin-2-carboxylat

0@4@ -

30.00 mg ND 31 wurden mittels Ultraschall in 20 ml H,0 suspendiert. Nach
der Zugabe von 20.00 mg (0.07 mmol) (2R,3R)-methyl-1-(4-aminobenzyl)-
3-phenylaziridin-2-carboxylat (41), wurde die Suspension weitere 5 min mit
Ultraschall behandelt. AnschlieRend wurden 20.00 mg (0.10 mmol) EDC und
10 mg (0.10 mmol) NHS, gelést in 1.5 ml H,O, zugetropft. Die Reaktionsmi-

schung wurde weitere 5 min mit Ultraschall behandelt und anschliefend 16 h
bei RT gertihrt. Nach dem Abzentrifugieren wurde der ND fiinfmal mit Wasser,

flinfmal mit Aceton gewaschen. Es wurde ein graubraunes Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3316 (m), 2938 (m), 1740 (s), 1705 (s), 1648 (s), 1602 (s), 1542 (s),
1369 (s), 1207 (s), 1070 (s), 995 (s) cm™.

EA: C: 85.50 %, H: 1.39 %, N: 2.62 %.
Oberflachenbelegung (TGA): 0.17 mmol g™.

(A m (150 °C - 550 °C) = -6.80 %, Fragment: C N,O, (385.44 g mol?)).

24 21
PartikelgréRe (DMSO, c = 0.2 mg/ml): 10 % <50 nm, 50 % < 78 nm, 90 % < 157 nm.

Zeta-Potential: -10.7 mV (pH = 5.5).
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6.6.1.8 Immobilisierung von Isoniazid auf Acetophenon- und Benzoesaure-
funktionalisiertem ND

80.00 mg ND 56 wurden mittels Ultraschall in 20 ml Ethanol suspendiert. Nach
der Zugabe von 27.00 mg Isoniazid 5 (0.20 mmol) wurde die Reaktionsmischung
4.5 h bei 80 °C unter Riickfluss erhitzt. Der isolierte Diamant wurde siebenmal
mit Ethanol, zweimal mit Aceton und zweimal mit DMF gewaschen. Es wurde
ein dunkelgraues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3386 (m), 2944 (m), 1702 (s), 1602 (s), 1550 (s), 1369 (s), 1251 (s),
1172 (s), 1101 (s), 1018 (s), 840 (s) cm™.

EA: C: 87.43 %, H: 1.57 %, N: 3.02 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.16 mmol g™

(A m (150 °C- 550 °C) =-5.73 %, Fragment: C, H,_N.O, (359.38 g mol*)).
PartikelgroRe (DMF, c = 0.2 mg/ml): 10 % <28 nm, 50 % <41 nm, 90 % < 67 nm.

Zeta-Potential: 10.5 mV (pH =5.9).
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6.6.2 Immobilisierung von Farbstoffen

6.6.2.1 Herstellung Oregon Green-funktionalisierter Nanodiamantpartikel

OH
(@)
O/ N/Oregon Green
OH H
48

14.00 mg ND 43 wurden mittels Ultraschall in 5 ml PBS (pH=6) suspendiert, mit
0.50 mg Oregon Green 488 Cadaverin 47 (1.00 umol) versetzt und unter Licht-
ausschlul 24 h bei RT gerihrt. Nach Zentrifugation wurde der Diamant achtmal
mit halbgesattigter NaCl-Losung, dreimal mit bidest. Wasser, dreimal mit Aceton
und zweimal mit Dichlormethan gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein rot-

braunes Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3392 (s), 2933 (m), 1633 (s), 1492 (m), 1369 (s), 1324 (s), 1286 (s),
1155 (s), 1083 (s), 1025 (s), 823 (s) cm™.

EA: C: 85.73 %, H: 1.25 %, N: 2.36 %.
Oberflachenbelegung (TGA): 0.07 mmol g™.
(A m (150 °C - 500 °C) = -4.55 %, Fragment: C_H, F.N.O, (619.55 g mol?)).

PartikelgréBe (H,0,c=0.2 mg/ml): 10 % <35 nm, 50 % <53 nm, 90 % < 237 nm.

Zeta-Potential: 40.1 mV (pH =5.8).
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6.6.2.2 Herstellung TAMRA-funktionalisierter Nanodiamantpartikel

N=N

/&/N ~TAMRA

30.00 mg ND 51 wurden mit Hilfe von Ultraschall in 10 mI DMF/H,0 (4:1) sus-
pendiert. AnschlieBend wurden 0.25 mg TAMRA-Azid 52 (0.45 pmol), 57.00 mg
Natriumascorbat (0.28 mmol) und 23.00 mg Kupfersulfat (0.14 mmol) hinzuge-
geben und weitere 5 min im Ultraschallbad suspendiert. Die Reaktionsmischung
wurde unter Lichtausschluss 18 h bei RT geriihrt und anschlieend abzentrifu-
giert. Der niedergeschlagene ND wurde sechsmal mit verdiinnter Ammoniaklo-
sung, zweimal mit DMF, und sechsmal mit bidest. Wasser gewaschen. Erhalten
wurde ein rotes Pulver.

FT-IR (ATR): V = 3409 (m), 2901 (m), 1714 (m), 1677 (s), 1604 (s), 1508 (m), 1365 (m),
1232 (s), 1159 (s), 836 (m) cm™.

EA: C: 82.58 %, H: 1.72 %, N: 3.13 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.15 mmol g.

(A m (130 °C- 550 °C) =-12.63 %, Fragment: C,.H,\N,O, (818.79 g mol?)).
PartikelgréRe (H,0, c = 0.2 mg/ml): 10 % < 113 nm, 50 % < 259 nm, 90 % < 564 nm.

Zeta-Potential: 42.3 mV (pH = 6.7).
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6.6.2.3 Herstellung Oregon Green- und TAMRA-funktionalisierter Nanodia-
mantpartikel

N=N

K\/N\TAMRA
"
Qg

/N‘” J\OregonGreen

55

50.00 mg ND 53 wurden zunachst mittels Ultraschall in 10 ml Pyridin suspendiert
und anschlieBend unter weiterer Ultraschallbehandlung mit 0.25 mg Oregon
Green 488 Succinimidylester 54 (0.40 umol) versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde anschlieBend 16 h bei RT geriihrt. Der isolierte ND wurde zwdélfmal mit
DMSO, zweimal mit Ethanol und viermal mit Aceton gewaschen. Erhalten wurde

ein rotes Pulver.

FT-IR (ATR): V' = 3343 (m), 2935 (m), 1666 (3), 1641 (s), 1600 (s), 1492 (s), 1434 (m),
1367 (s), 1330 (s), 1303 (s), 1245 (s), 1174 (s), 1014 (s), 958 (s), 877 (s), 835 (s) cm™.

EA: C: 82.99 %, H: 2.16 %, N: 3.48 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.08 mmol g™.

(A m (120 °C-550 °C) =-11.59 %, Fragment: C_,H_F.N.O, (1214.27 g mol?)).
PartikelgréRe (H,0, c = 0.2 mg/ml): 10 % < 101 nm, 50 % < 188 nm, 90 % < 392 nm.

Zeta-Potential: 22.5 mV (pH = 7.5).
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6.6.2.4 Immobilisierung von Oregon Green auf Isoniazid- und Benzoesaure-
funktionalisiertem ND

N/Oregon Green

60.00 mg ND 57 wurden mittels Ultraschall in 20 ml DMF suspendiert. Unter
weiterer Ultraschallbehandlung wurden 40.00 mg EEDQ (0.16 mmol), gelost in
1 ml DMF, hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde weitere fiinf min mit Ul-
traschall behandelt und anschliefend 0.50 mg Oregon Green 488 Cadaverin 47,
gelost in 1 ml DMF, hinzugegeben. Die Suspension wurde 16 h bei RT geriihrt.
Der abzentrifugierte ND wurde anschliefend zwolfmal mit DMF und viermal mit
Aceton gewaschen. Erhalten wurde ein rotes Pulver.

FT-IR (ATR): V' = 3345 (m), 2938 (m), 1654 (s), 1600 (s), 1540 (s), 1488 (s), 1369 (s),
1313 (s), 1255 (s), 1172 (s), 1101 (s), 954 (s), 842(s) cm™.

EA: C: 87.83 %, H: 1.50 %, N: 3.17 %.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.07 mmol g™

(A m (150 °C-550 °C) =-6.11 %, Fragment: C, H_F N.O, (837.59 g mol™)).
Partikelgr6Re (DMSO, c = 0.2 mg/ml): 10 % <61 nm, 50 % <93 nm, 90 % < 160 nm.

Zeta-Potential: 7.2 mV (pH = 5.5).
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6.6.3 Immobilisierung von Proteinen

6.6.3.1 Immobilisierung von Lysozym auf Nanodiamant

OH
Q"
L
H/ ysozym
OH
44

100.00 mg ND 43 wurden mittels Ultraschall in 20 ml PBS (pH=6) suspendiert,
mit 5.00 mg Lysozym versetzt und 24 h bei RT gerihrt. Nach Zentrifugation wur-
de der Diamant fiinfmal mit halbgesattigter NaCl-Losung, fiinfmal mit bidest.
Wasser, dreimal mit Aceton und zweimal mit Dichlormethan gewaschen. Nach

dem Trocknen wurde ein graues Pulver erhalten.

FT-IR (ATR): V' = 3289 (m), 2961 (m), 1648 (s), 1524 (s), 1455 (s), 1382 (s), 1230 (s),
1201 (s), 1099 (s), 1071 (s), 820 (s) cm™.

EA: C: 72.15 %, H: 3.11 %, N: 5.56 %, S: 0.74 %.

Oberflachenbelegung (TGA): 0.01 mmol g™.

(A m (150 °C-500 °C) =-20.80 %, Fragment: (14.3 kDa)).

PartikelgréRe (H,0,c=0.2 mg/ml): 10 % < 85 nm, 50 % < 147 nm, 90 % < 306 nm.

Zeta-Potential: 9.4 mV (pH =5.8).
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6.6.3.2 Immobilisierung von Angiopoietin auf Nanodiamant

OH
@)
o/ N,Angiopoietin
on M
45

40.00 mg ND 43 wurden mittels Ultraschall in 20 ml PBS (pH=6) suspendiert,
mit 25.00 ug Angiopoietin versetzt und 72 h bei RT gerlhrt. Nach Zentrifugation
wurde der Diamant sechsmal mit bidest. Wasser gewaschen.

FT-IR (ATR): V' = 3311 (s), 2938 (m), 1706 (m), 1627 (s), 1502 (m), 1454 (m), 1326 (s),
1211 (s), 1151 (s), 1079 (s), 817 (s) cm™.

PartikelgroRe (RPMI-Medium, ¢ = 0.25 mg/ml): 10 % < 48 nm, 50 % < 239 nm,
90 % < 683 nm.

Zeta-Potential: 16.0 mV (pH = 4.16).
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6.6.3.3 Immobilisierung von BMP-2 auf Nanodiamant

OH

o)
O/ _BMP-2
N

OH
46

T

20.00 mg ND 43 wurden mittels Ultraschall in 15 ml PBS (pH=6) suspendiert,
mit 10.00 pg BMP-2 versetzt und 24 h bei RT geriihrt. Nach Zentrifugation wur-
de der Diamant dreimal mit halbgesattigter NaCl-Losung, sechsmal mit bidest.

Wasser gewaschen.

FT-IR (ATR): V = 3311 (s), 2239 (m), 1718 (m), 1636 (s), 1504 (s), 1454 (s), 1200 (s),
1097 (s), 820 (s) cm™.

PartikelgréRe (H,0, c = 0.2 mg/ml): 10 % <36 nm, 50 % < 55 nm, 90 % < 100 nm.

Zeta-Potential: -35.2 mV (pH = 6.3).
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7 Abkiirzungsverzeichnis

abs. absolutiert

ATR attenuated total reflection (abgeschwachte Totalreflektion)
a. u. arbitrary units (willkiirliche Einheiten)

BASD bead-assisted sonic disintegration (Mahlkorper-unterstiitzte

Deagglomeration durch Schallwellen)

ber. berechnet

BMP-2 bone morphogenetic protein (Knochenwachstumsfaktor)
DC Diinnschichtchromatographie

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundecan-7

DMF N,N-Dimethyformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DND Detonations-Nanodiamant

EA Elementaranalyse

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
EEDQ N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin
ESI Elektrospray-lonisation

etal. et alii (und andere)

FT Fourier-Transformation

gef. gefunden
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ges.

i. Vak.

konz.

MS

ND

NMR

NV

quant.

org.

PBS

RPM

RT

Smp.

sog.

TAMRA

TGA

THF

TNT

uv

gesattigt

Infrarot

im Vakuum

konzentriert

Massenspektrometrie

Nanodiamant

nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)
nitrogen-vacancy (Stickstoff Fehlstelle)
quantitativ

organisch

phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlosung)
rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Schmelzpunkt

sogenannten

Carboxytetramethylrhodamin
Thermogravimetrische Analyse

Tetrahydrofuran

2,4,6-Trinitrotoluol

Ultraviolett
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verd. verdinnt

ZPL zero phonon line (Null-Phononen-Linie)
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