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Der Fortschritt sowohl auf den Gebieten der Peptid- und Protein-Produktions-
Technologien als auch in den Bereichen der synthetischen Replikation und
Herstellung von Oligonucleotid-, RNA- und DNA-Molekilen hat in den
vergangenen Jahren vermehrt zur Entwicklung potentieller Peptid-, Protein- und
RNA-basierter Wirkstoffe fir neue Behandlungsansatze in der Medizin geflnhrt.
Aufgrund der kurzen Halbwertszeiten im Blutkreislauf, bedingt durch die schnelle
enzymatische Eliminierung der Pharmaka aus dem Blutkreislauf, ist jedoch ein
intelligentes pharmakokinetisches Design notwendig, damit die Peptid-, Protein-
oder RNA-basierten Wirkstoffe das designierte Ziel-Gewebe ohne Verlust ihrer
Struktur, ihrer Stabilitat und ihrer physikochemischen Eigenschaften erreichen.
Hierfir konnen spezielle Wirkstofftransportsysteme zum Einsatz kommen,
welche die Pharmazeutika gezielt zum Einsatzort bringen und dabei vor

vorzeitigem Abbau schiitzen.

Es qilt ein Wirkstofftransportsystem zu finden, welches den sensiblen
Biomolekilen nicht nur Schutz vor frihzeitigem Abbau bietet, sondern auch
moglichst keinen negativen Einfluss auf die jeweilige Struktur der zu
beférdernden Wirkstoffe hat. Des Weiteren sollten die Transportvehikel eine
ausreichend grof3e Ladekapazitat besitzen, um die fir den Transport einer
entsprechenden Dosis von Protein- und Peptid- bzw. RNA-basierten
Pharmazeutika bendtigte Menge an Transportvehikeln méglichst gering zu halten
und so uberschiel3ende Immunreaktionen bei Kontakt des biologischen Systems
mit den Wirkstofftransportsystemen, die unter Umstanden als Fremdkdrper
wahrgenommen werden kdnnen, zu vermeiden. Eine weitere wiinschenswerte
Eigenschaft eines solchen Transportsystems besteht in der Fahigkeit, einen
gezielten Wirkstofftransport zu ermoglichen und gleichzeitig den unspezifischen
Wirkstofftransport zu anderen Geweben einzuschrédnken. Der spezifische
Wirkstofftransport bietet die Moglichkeit durch kontrollierte Wirkstoffabgabe im

Zielgewebe Erkrankungen gezielt und weitestgehend ohne systemische
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Nebenwirkungen zu behandeln. Wirkstofftransportsysteme mit dieser

Eigenschaft werden bereits erfolgreich in der Tumor-Therapie eingesetzt. 1 2]

Hydrophile vernetzte polymere Nanogele (NG) stellen fir Pharmazeutika auf
Protein-, Peptid-, RNA und Oligonucleotid-Basis potentielle
Wirkstofftransportsysteme dar. Groll et al. haben in den letzten Jahren eine
Methode zur Herstellung von NG durch oxidative Kupplung von synthetischen
poly(glycidol)-basierten Thiomeren in inverser Miniemulsion entwickelt. ¥l NG
besitzen sowohl hydrogelartige Eigenschaften, welche unter anderem einen
hohen Wassergehalt und Biokompatibilitdit beinhalten, als auch die
Charakteristika von Nanopartikeln (NP), zu denen ein hohes Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis und eine Gr6RRe, welche Wechselwirkungen mit Zellen
ermdglicht, zahlen. Die hydrophilen Polymernetzwerke weisen Grof3en im Sub-
Mikrometer Bereich auf. Diese Eigenschaften erméglichen die Einbindung von
hydrophilen aber auch hydrophoben, biologisch aktiven Molekilen, welche durch
die Partikel maskiert, gegen Abbau geschitzt und in Zellen transportiert werden
konnen. Die bei der NP-Synthese durch Oxidation der freien Thiole entstandenen
Disulfidbriicken, welche die netzwerkartige Struktur der NG bedingen, kénnen
durch das ubiquitar in jeder Zelle vorkommende Glutathion wieder gespalten
werden. So kann das Wirkstoffmolekil freigegeben werden. Zudem besteht die
Option, die Oberflache dieser NP mit Ziel-Molekilen zu modifizieren und so einen
gezielten Wirkstofftransport zu ermoglichen.

Fur den erfolgreichen Einsatz dieser NG als Transportvehikel ist es wichtig, NG
reproduzierbarer Qualitat und Quantitat herzustellen und madgliche
Wechselwirkungen mit biologischen Systemen zu kennen, damit ein gezielter

und stérungsfreier Wirkstofftransport gewahrleistet werden kann.

In Abbildung 1 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten NG-Systeme

schematisch dargestellt.
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Abbildung 1: Ubersicht tber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Nanogel-
Systeme

Ziele dieser Arbeit waren daher:

1. Herstellung fluoreszent markierter Prapolymere sowie deren Optimierung

bezlglich der Farbstoffwahl und der Kopplungschemie;

2. reproduzierbare Synthese sowohl von redox-sensitiven als auch von nicht
Stimuli-sensitiven NG mit und ohne Fluoreszenzmarkierung, die eine
durchschnittliche Partikelgréf3e von 150 nm - 300 nm und Konzentrationen

von > 1010 Partikeln/ml aufweisen;

3. Charakterisierung der synthetisierten NP bezuglich ihrer Partikelgrofl3e

und der Partikelkonzentration;

4. Untersuchung der Stabilitat der NG unter physiologischen Bedingungen;

5. Untersuchung des Assoziationsverhaltens der synthetisierten NG mit

Bovinem Serumalbumin (BSA);
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6. Untersuchung des Aufnahmemechanismus der NG in die Zellen ohne
Zellaufnahmeprotein und in Abhangigkeit mit dem mit der NP-Oberflache

assoziierten Zellaufnahmeprotein TAT.
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The progress in production-technologies for peptides and proteins, as well as in
the fields of synthetic replication and synthesis of oligo-nucleotides, RNA
molecules and DNA molecules has increasingly lead to the development of
potential peptide-, protein- and RNA-based pharmaceutical drugs for new
therapeutic approaches in medicine. Due to their short half lives, caused by the
rapid enzymatic elimination from the blood circulation, an intelligent
pharmacokinetic design is necessary, so that the peptide-, protein- or RNA-based
drugs are able to reach their designated target tissue without losing their
structure, their stability and their physicochemical properties. For this purpose
specific drug delivery systems are used. Their function consists in bringing the
pharmaceutical drugs to their designated site, while at the same time protecting

them against premature degradation.

It is important to find a drug delivery system that provides in vivo protection from
premature degradation for the sensitive biomolecules. In addition, the drug
delivery system should not have any negative influence on the particular structure
of the active ingredients to be transported. Furthermore, the transport vehicles
should have a sufficiently large loading capacity to keep the number of vehicles
required for the transport of a certain dose of protein-, peptide- or RNA-based
pharmaceutical drugs as small as possible, so that excessive immune reactions
upon contact of the biological system with drug-delivery systems, that possibly
can be detected as a foreign body, may be minimized. A further desirable
characteristic of such a transport system is the ability to enable a targeted drug
delivery and at the same time restrict the non-specific drug delivery to other
tissues. The specific drug delivery offers the possibility of controlled drug release
at the target tissue. Thus, diseases can be treated specifically and largely without
systemic side effects. Drug delivery systems with these characteristics are

already used successfully in tumor therapy. 1 2

Hydrophilic crosslinked polymeric nanogels (NG) provide a potential drug delivery

system for pharmaceuticals based on proteins, peptides, RNA and oligo-
5
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nucleotides. In recent years Groll et al. have developed a method for the
preparation of NG in inverse miniemulsion by oxidative coupling of synthetic
poly(glycidol)-based thiomers. ¥l NG possess both hydrogelic properties, which
include a high water content and biocompatibility, as well as the characteristics
of nanoparticles (NP), which include a high surface-to-volume ratio and a size,
that allows interactions with cells. The hydrophilic polymer networks have sizes
in the sub-micrometer range. These properties allow the integration of both
hydrophilic as well as hydrophobic, biologically active molecules, which can be
masked by the particles, concurrently protected against degradation and
transported into cells. The disulfide bridges, which are the result of the oxidation
of the free thiol functionalities during the process of NP synthesis and determine
the network-like structure of NG, can be cleaved by glutathione, a molecule,
which can be found ubiquitously in every cell. Thus, the pharmaceutical drug
molecule can be released inside the cell. There exists also the option to modify
the surface of the NP with target molecules, which enable a targeted drug

delivery.

For the successful use of NG as transport vehicles, it is important to produce NG
of reproducible quality and quantity. It is also necessary to know the potential
interactions with biological systems, so that a specific and interference-free drug

delivery can be guaranteed.

Figure 1 gives a short overview of the NG-systems used during the experimental

phase of the presented work.
Objectives of this study were therefore:
1. Preparation of fluorescently labeled prepolymers and their optimization

with respect to the selection of dye and coupling chemistry;

2. Reproducible synthesis of both redox-sensitive and non-stimuli-sensitive
NG with and without fluorescent label, having an average patrticle size of
150 nm — 300 nm and having concentrations of > 109 particles/ml;
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. Characterization of the synthesized NP with respect to their particle size

and particle concentration;

. Investigation of the stability of NG under physiological conditions;

. Investigation of the association behavior of the synthesized NG with

bovine serum albumin (BSA);

. Investigation of the mechanism of cellular uptake of both NG, which are
associated with the TAT-peptide that is able to facilitate the uptake into the
cells, as well as NG without TAT-peptide.
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3.1 Nanotechnologie in der Medizin und Pharmazie

Die Nanotechnologie umfasst alle Technologien, die sich mit Strukturen und
Prozessen sowie mit der Herstellung von Materialien und Systemen auf der
Nanometerskala beschaftigen. Es handelt sich um eine interdisziplinare
Technologie, mit der sich unter anderem Bereiche der Physik, Chemie, Biologie
und Biotechnologie beschaftigen. Folglich bezeichnet die Nanotechnologie keine
spezifische Technologie, sondern ein breit gefachertes Technologiefeld. [ Nach
einer Definition der British Standards Institution werden Partikel, die in einer oder
mehr Dimensionen kleiner als 100 nm sind, als NP bezeichnet. 51 Der Terminus
beinhaltet zum einen die natirlich vorkommenden und zum anderen die

synthetisch hergestellten Partikel in einem GrolR3enbereich unter 100 nm.

Seit Ende des 20. Jahrhunderts rlckte in der Forschung weltweit die Synthese
von NP fir den medizinischen und pharmazeutischen Gebrauch in den
Vordergrund.  Insbesondere an der Entwicklung von NP als
Wirkstofftransportsystem und fir den Einsatz auf dem Gebiet des Tissue-
Engineering wurde mit Hochdruck gearbeitet. [61 [l Es gibt bereits eine Vielzahl
an nanoskaligen Produkten, die fir die klinische Anwendung zugelassen sind. (@
Zu diesen zahlt beispielsweise Abraxane ®. Dabei handelt es sich um ein
Chemotherapeutikum, welches vor allem fir die Therapie von Mamma-
Karzinomen eingesetzt wird. In Abraxane ® liegt der Wirkstoff Paclitaxel, ein
naturlich vorkommendes Zytostatikum in einer an das Blutserumprotein Albumin
gebundener Form vor (nab-Paclitaxel — Nanoparticle Albumine Bound
Paclitaxel). Die durchschnittliche GroRe dieser Protein-NP betragt 130 nm. [
Das Bestreben dieser Entwicklung ist es mit Hilfe der NP Wirkstoffe wie
Medikamente oder Wachstumsfaktoren, aber auch Proteine, Nucleinsauren oder
Kontrastmittel gezielt in einem biologischen Organismus zum designierten
Wirkungsort, bzw. zu bestimmten Zielzellen zu transportieren.

Zum einen bieten die NP einen geschutzten Wirkstofftransport, da sich der zu

beférdernde Wirkstoff abgeschirmt von auf3eren Einfliissen im Inneren des NPs
8
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befindet. Ein vorzeitiger Abbau des Wirkstoffes durch Enzyme oder
Umweltfaktoren kann so verhindert und der Wirkstoff ungestort zur Zielzelle
transportiert werden. ©°!

Zum anderen ermoglicht die geringe Gro3e der NP neben dem Vordringen der
Teilchen in sehr diinne Kapillaren auch die Zellaufnahme. Weiterhin kann eine
kontinuierliche Wirkstoffabgabe im Zielgewebe Uber einen definierten Zeitraum
hinweg eingestellt werden. 119

Zu den Vorzugen der NP zahlt auch der rasche Wirkungseintritt. Die mit Wirkstoff
beladenen NP kdnnen direkt in den Blutkreislauf injiziert werden und somit unter
Umgehung des Magen-Darm-Traktes, in dem der Wirkstoff zunachst resorbiert
werden musste, schneller an ihren Bestimmungsort gelangen.

Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit, erkranktes Gewebe gezielt behandeln zu
konnen. Es existieren bereits zahlreiche Publikationen, die sich mit den
Mdglichkeiten der selektiven Tumortherapie mit Hilfe von Makromolektlen und
NP beschaftigen. Grundlage fur die selektive Tumortherapie ist die
Beschaffenheit und Pathophysiologie des Tumorgewebes. Dieses zeichnet sich
durch eine lockere Zellstruktur, Angiogenese und damit verbundene
Hypervaskularisierung, Defekte im Endothel der BlutgefaRe und
eingeschrankten, zum Teil sogar fehlenden Lymphabfluss aus. Die Anreicherung
von polymeren Makromolekillen und NP ist in erster Linie auf die Durchléssigkeit
der Endothelzellschicht der BlutgefalR3e zurickzufiihren. Wéahrend im gesunden
Gewebe Makromolekile nicht in der Lage sind die Endothelzellschicht zu
durchdringen, ist im erkrankten Tumorgewebe das Endothel aufgelockert und
fenestriert, so dass die NP die GefalBwand durchdringen und in den Tumor
diffundieren konnen. Zusatzlich hangt die vermehrte Anreicherung der
Makromolekile im Tumorgewebe auch mit der verminderten Lymphdrainage
zusammen. Das beschriebene Ereignis der passiven Anreicherung von
Makromolekilen und NP im Tumorgewebe wird auch als EPR-Effekt (engl.
.enhanced permeability and retention“ — erhdhte Permeabilitat und Retention)
bezeichnet. Ein an NP gekoppeltes Chemotherapeutikum kann somit selektiv im

Tumorgewebe konzentriert werden und nach seiner Abspaltung vom
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Tragerobjekt in seiner freien Form wirken, wodurch der negative und
zerstorerische Einfluss des Wirkstoffes auf gesundes Gewebe reduziert wird. (11
[12]

Der fur die Tumortherapie beschriebene Mechanismus wird auch als ,Passives
Targeting“ bezeichnet, da die mit den Therapeutika beladenen Partikel ohne
spezifische Bindung Uber biologische Signale in die Zielzelle gelangen. 12
Neben einem ,Passiven Targeting“ existiert auch ein ,Aktives Targeting“. Bei
diesem zielen die NP und Makromolekule auf einen Rezeptor auf der Oberflache
der Zielzelle ab. Sie werden nach Aktivierung dieses Rezeptors von der Zelle
aktiv aufgenommen oder verbleiben an den Rezeptor gebunden auf der
Oberflache der Zielzelle. Auch dieser Mechanismus kann fur die spezifische
Therapie von Geweben genutzt werden, solange ein Rezeptor als Angriffspunkt
gewahlt wird, der ausschlieBlich im Zielgewebe vorkommt. Dazu kann die
Oberflache der NP zusatzlich mit einer entsprechenden Erkennungssequenz
dekoriert werden. [12]

Bei der Anwendung solcher Systeme muss jedoch eine mdgliche Toxizitat und
Biounvertraglichkeit ausgeschlossen werden. Zudem sollten Wechselwirkungen
der nanoskaligen Tragersysteme mit Blutplasmaproteinen und eine damit
verbundene Inaktivierung durch zum Beispiel Aggregatbildung, ein vorzeitiger
Abbau durch Reduktion, Hydrolyse oder Enzyme oder aber eine frihzeitige
Entfernung der NP aus dem Blutkreislauf durch renale Clearance oder das

retikuloendotheliale System beachtet werden. [81 [13]

3.2 Nanohydrogele

Unter den nanopartikularen  Wirkstofftransportsystemen  wird  den
Nanohydrogelen seit einigen Jahren eine grol3e Rolle beigemessen. Das
folgende Kapitel soll einen kurzen Uberblick Uber Definition und
Herstellungsmoglichkeiten von Nanohydrogelen geben und die verschiedenen

NG-Systeme kurz erlautern.

10
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3.2.1 Definition und Eigenschaften

Nanohydrogele sind physikalisch oder chemisch dreidimensional verknlpfte, in
Wasser gequollene Netzwerke aus hydrophilen Polymerketten im nanoskaligen
Bereich. [ [38] [141 115] [16] 7y jhren herausragenden Eigenschaften zahlen
Biokompatibilitat, ein hoher Wasser-Gehalt, steuerbare chemische und
mechanische Beschaffenheit sowie eine in Relation zu ihrer partikularen
Netzwerkgrof3e groRe Oberflache, das bedeutet ein grof3es Oberflachen-zu-
Volumen-Verhéltnis. Bl 151 Sie besitzen eine hohe Beladungseffizienz fir
pharmazeutische Wirkstoffe, DNA, siRNA oder Proteine und lassen sich von
Faktoren wie lonenstarke, pH-Wert und Temperatur spezifisch beeinflussen.
Nanohydrogele kénnen Molekile durch elektrostatische Wechselwirkungen, van
der Waals-Kréfte, hydrophobe Wechselwirkungen oder kovalente Bindungen
anbinden, ihnen eine geeignete hydrophile Umgebung bieten und sie durch

sterische Hinderung vor einem Abbau schitzen. 81 [71 [13] [17]

3.2.2 Herstellungsverfahren

Es existieren zahlreiche unterschiedliche Syntheseverfahren zur Herstellung von
NP. Diese basieren alle auf der Verknuipfung von Monomeren, Polymeren oder
vorpolymerisierten Prapolymeren. Bei den Polymeren handelt es sich um eine
chemische Verbindung aus Ketten- oder verzweigten Molekllen, welche ein
hohes Molekulargewicht besitzt und die sich aus identischen, sich
wiederholenden Einheiten mit geringem Molekulargewicht, den sogenannten
Monomeren, zusammensetzt. Prapolymere bestehen ebenfalls aus Monomeren,
haben aber im Vergleich zu den Polymeren ein niedrigeres Molekulargewicht und
konnen aufgrund ihrer reaktiven Gruppen weiter verknipft werden. 18 [19] Dje
Synthesemethoden lassen sich in vier Gruppen unterteilen.

Zur ersten Gruppe gehdrt die Herstellung von NP durch physikalische
Selbstassemblierung von Polymeren. Das Prinzip der physikalischen
Selbstorganisation von amphiphilen Polymeren beruht auf der Tatsache, dass

sich hydrophile, in Wasser losliche Polymere Uber Interaktionen hydrophober
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Polymer-Seitenketten oder elektrostatische Wechselwirkungen zusammen
lagern und so NP bilden. Die Grol3e der so entstehenden NP kann durch das
Variieren der Polymer-Konzentration und der Polymerlange sowie der
hydrophoben und hydrophilen Polymer-Anteile und die Veranderung der
Umgebungsfaktoren, wie pH-Wert, lonenstarke und Temperatur, beeinflusst
werden. 3]

Die zweite Gruppe beinhaltet die kovalente Quervernetzung von Polymerketten
Uber Additions-Reaktionen oder radikalische Polymerisation. [ Diese kénnen,
abhangig von verwendetem Polymer und Quervernetzer, in einer Ol-in-Wasser-
Emulsion, einer Wasser-in-Ol-Emulsion oder aber in wassriger Lésung erfolgen.
Bei den Cross-Linkern handelt es sich meist um bi- bzw. multifunktionelle
Monomere oder Copolymere. 10 [13] [20]

Das Synthese-Verfahren der dritten Gruppe beruht auf der Verwendung einer
Vorlage (Template). Bei diesem Verfahren, das auch den Namen
»Photolitographic technique PRINT" tragt, kommen elastomere Matrizen, die eine
nicht benetzende Oberflache besitzen, zum Einsatz. Mit Hilfe dieser Matrizen
werden aus einem flissigen Vorlauferprodukt bekannter Zusammensetzung,
welches sich auf einer ebenfalls nicht benetzenden Unterlage befindet, die NP
,heraus gestempelt‘. Die Verwendung einer vorgefertigten, nicht benetzenden
Form und Unterlage ermdglicht die Herstellung monodisperser Partikel mit einer
bestimmten, vorgegebenen Form, GroRe und Zusammensetzung. 131 [21]

Die vierte Gruppe umfasst die NP-Synthese durch Polymerisation von
Monomeren oder Prapolymeren in homogener Phase oder aber in einer
heterogenen, kolloidalen Umgebung. [*3! In diese Gruppe gehotren unter anderem
die Suspensionspolymerisation und die Emulsionspolymerisation. Sowohl bei der
Suspensionspolymerisation als auch bei der Emulsionspolymerisation handelt es
sich um Zweiphasensysteme.

Bei der Suspensionspolymerisation wird ein in Wasser unlésliches, hydrophobes
Monomer durch Rihren in Wasser dispergiert. In der Folge bilden sich kleine
Monomertropfchen, in denen dann die Polymerisationsreaktion ablauft. Man

bezeichnet daher auch die Monomertropfchen als Reaktionsraume. Damit eine
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radikalische Polymerisation im Monomertropfchen gestartet werden kann, muss
ein im Monomer ldslicher Initiator verwendet werden. Zur Verhinderung der
Sedimentation und des Verschmelzens von Monomertrépfchen ist es ratsam,
Stabilisatoren, die der Herabsetzung der Grenzflachenspannung dienen,
einzusetzen und die Suspension durch standiges Ruhren aufrecht zu erhalten.
[22]

Bei der Emulsionspolymerisation findet die Polymerisation im Gegensatz zur
Suspensionspolymerisation in der wassrigen Phase statt. Deshalb werden ein
geringfligig wasserlésliches Monomer, welches durch Rihren in Wasser
emulgiert wird, und ein wasserloslicher Initiator benétigt. Um die entstandene
Emulsion zu stabilisieren werden zusatzlich Tenside mit amphiphilen
Eigenschaften hinzugefiigt. Diese bilden Mizellen aus, in denen im weiteren
Reaktionsverlauf die Polymerketten heranwachsen kdnnen.

Aufgrund der Tatsache, dass ein wasserloslicher Initiator zur Anwendung kommt,
setzt die Polymerisation in der wassrigen Phase ein. Es bilden sich
Polymerradikale, welche durch weitere Anlagerung von Monomer immer
hydrophober werden und schlie3lich in das hydrophobe Innere der Mizellen
hinein diffundieren. Im Inneren der Mizellen wird die Polymerisation dann durch
Anlagerung von Monomer, welches aus den Monomertropfchen ebenfalls in das
Mizell-Innere diffundiert, fortgefuhrt. Ein weiterer moglicher Mechanismus ist die
Anlagerung von Tensiden an ein Polymerradikal und somit die Entstehung einer
Mizelle um ein vorhandenes Polymerteilchen herum. [231 [24]

Ein Spezialfall der Emulsionspolymerisation ist die inverse (Mini-)
Emulsionspolymerisation, die in dieser Arbeit Anwendung gefunden hat und auf

die im folgenden Unterkapitel ausfiihrlich eingegangen werden soll.
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3.2.2.1 Inverse Miniemulsion

Die inverse Miniemulsion, bei der es sich um eine Wasser-in-Ol-Emulsion
handelt, wird dann angewendet, wenn das bei der NP-Synthese eingesetzte
Préapolymer hydrophile Eigenschaften besitzt und gut wasserloslich ist und somit
die NP-Herstellung in direkter Miniemulsion nicht mdglich ist. Das Verfahren birgt
den Vorteil, dass wasserl6sliche Partikel mit einer definierbaren Grof3e im
Nanometerbereich (< 1 um) synthetisiert werden kdnnen. Im Vergleich dazu
variiert die durchschnittliche Partikelgro3e der dispergierten Partikel bei der
(inversen) Emulsionspolymerisation starker und bewegt sich in einem
GroRenbereich von 100 nm bis 100 um. 29

Organische Phase mit
Tensiden

a
(S é 'L} 2 1858 183‘-‘ 1833 1_853
C" U= r’ Scherkrafte | C"c’ﬁ -L {p’é? \rf::;ungs (JJ ?"é&%‘-’
a g.‘a LLS.\:“\’ :.cBr;aLlllltra- }? ‘&"‘_’5%5‘-’ reaktion '\}‘, ‘ $ c’sa
MO P T‘.‘_l\ﬁ.._ 0 q’?‘a 15‘%5 ‘ﬁf‘s&s ‘r‘
ad Tl e';isa‘ e e

Wassrige Phase mit
dem Prapolymer

Abbildung 2: Schematische Darstellung der NP-Synthese in inverser Miniemulsion;
verandert nach Figure 2.4 aus der Dissertation von S. Singh 1

Genau wie bei den oben beschriebenen Verfahren der Suspensions- und
Emulsionspolymerisation wird auch bei der inversen
Miniemulsionspolymerisation ein System aus zwei nicht miteinander mischbaren
Phasen verwendet. Inverse Miniemulsionen, bei denen es sich um Wasser-in-Ol-
Emulsionen handelt, bestehen zum grof3en Teil aus einer 6ligen Phase, zum

Beispiel einem organischen Losungsmittel, und einer wassrigen Phase. Die
14
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wassrige Phase enthélt in erster Linie ein hydrophiles Monomer oder auch
Prapolymer, welches zu einem partikularen Netzwerk verknupft werden soll, und
einen wasserldslichen Initiator oder ein wasserltsliches Oxidationsmittel. In der
Ol-Phase sind Tenside enthalten, die unter anderem der Stabilisation der
inversen Miniemulsion dienen, aber auch die Grol3e der Wassertropfchen
beeinflussen. Die Herstellung der inversen Miniemulsion erfolgt in zwei
aufeinander folgenden Schritten. Ein erster Schritt beinhaltet das Ruhren der
beiden Phasen mit dem Ziel der Homogenisierung. Dadurch bilden sich kleine,
durch Tenside im organischen Losungsmittel stabilisierte Wassertropfen, die eine
relativ breite GréRenverteilung aufweisen. Die so entstandene Emulsion neigt
aufgrund der breiten GréRenverteilung der Wassertropfen jedoch dazu, sich nach
geraumer Zeit erneut in die beiden Ausgangs-Phasen aufzutrennen. Die Ursache
liegt in der sogenannten Ostwald-Reifung und der Koaleszenz begriindet. Der
Prozess der Ostwald-Reifung beruht auf der Tatsache, dass in kolloid-dispersen
Systemen die kleineren Tropfchen im Gegensatz zu den gro3eren einen héheren
Dampfdruck aufweisen. Aufgrund des unterschiedlichen Dampfdrucks kommt es
zur Diffusion der Molekile von kleineren zu gréReren Emulsionstrépfchen, was
zum Anwachsen der gréReren auf Kosten der kleineren flhrt, bis letztere
schlieBlich  vollstandig  verschwinden. Koaleszenz  bezeichnet das
ZusammenflieRen von zwei oder aber auch mehreren Emulsionstrépfchen zu
einem groReren. 2°1 Die zugesetzten Tenside stabilisieren zwar die
Wassertropfchen der inversen Miniemulsion gegen Ostwald-Reifung und
Koaleszenz, kdnnen aber eine Phasentrennung langfristig nicht verhindern.

Deswegen wird in einem zweiten Schritt das Zweiphasensystem starken
Scherkraften ausgesetzt. Hierzu kann beispielsweise ein Ultraschallhorn
verwendet werden. Der Einsatz starker Scherkréfte fihrt zu einem Verschmelzen
und erneutem Aufspalten der vorhandenen Wassertrépfchen, was letztendlich in
der Entstehung kleinster Wassertropfchen mit einem Durchmesser im Bereich
von 50 nm bis 500 nm und somit einer stabileren Emulsion resultiert. Neben der
Dauer der Ultraschallanwendung hat auch die Menge des eingesetzten Tensids

Einfluss auf die GroRe der Wassertropfchen. Diese dienen als raumliche
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Begrenzung fur die Vernetzungs-Reaktion, bei welcher die wasserl6slichen
Prapolymere mit Hilfe eines ebenfalls wasserléslichen Initiators zu einem

dreidimensionalen Netzwerk verknupft werden. [261 [27]

3.2.3 Degradierbare und nicht degradierbare Systeme

NP lassen sich in degradierbare und in nicht degradierbare Systeme unterteilen.
Degradierbare NP reagieren auf einen bestimmten externen Reiz mit dem
Auflésen ihrer netzwerkartigen Struktur. Die nicht degradierbaren Systeme
hingegen sollen auleren Einflissen standhalten koénnen. Lediglich
Wechselwirkungen mit Proteinen oder anderen Biomolekilen vermogen es die
Struktur dieser NP zu verandern. Je langer sich die nicht degradierbaren NP in
einem biologischen Organismus befinden, desto wahrscheinlicher ist es, dass sie
durch diesen eliminiert werden. Mdgliche Wechselwirkungen der NP mit
Proteinen und anderen Biomolekulen fiihren zu einer Aggregatbildung bzw. zu
einem Abbau dieser NP und somit letztendlich mittelfristig zu deren

Funktionsverlust.

Im folgenden Abschnitt werden verschiedene Stimuli-sensitive, degradierbare
Systeme erlautert. Hierbei wird das redox-sensitive System genauer
beschrieben, da der Fokus der vorliegenden Arbeit in erster Linie auf der

Untersuchung dieses Systems lag.

3.2.3.1 Stimuli-sensitive, degradierbare Systeme

Den Stimuli-sensitiven NP kommt auf dem Gebiet der Biomedizin, vor allem im
Bereich des kontrollierten Wirkstofftransports und der gezielten Freisetzung von
Wirkstoffen, eine bedeutende Rolle zu. Sie erméglichen den geschitzten
Transport und sind in der Lage auf einen spezifischen externen Reiz, zum
Beispiel auf Temperatur, pH-Wert, Glucose oder andere Bio-Molekiile, Licht oder
andere Umgebungskomponenten mit Veréanderung ihrer Struktur oder
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Degeneration zu reagieren und in der Folge den Wirkstoff am vorgesehenen
Wirkungsort abzugeben. Abbildung 3 gibt einen ersten Uberblick (ber die
verschiedenen externen Stimuli, welche die kontrollierte Wirkstoff-Freisetzung
aus den entsprechenden Stimuli-sensitiven NP triggern konnen. 28 Im Anschluss
werden einige der Stimuli-sensitiven Systeme im Detail vorgestellt.

Wirkstofffreisetzung Wirkstofffreisetzung

Temperatur- sayre/
A ‘anpe.
Temperatur

WIRKSTOFF

Biomolekiil Umgebung

Glucose/ Elektrisches
Glutathion Feld/ Licht

Wirkstofffreisetzung Wirkstofffreisetzung

Abbildung 3: Ubersicht der Stimuli, die zu einer Strukturveranderung der NP und der
damit verbundenen Freisetzung des Wirkstoffes filhren kénnen; veréndert nach Priya

James Honey et al., 2014, Figure 1 28

Die thermo-sensitiven Nanohydrogele z&hlen zu den gut untersuchten
Wirkstofftransportsystemen und finden bereits breite Anwendung auf diesem
Gebiet. Sie reagieren auf einen Temperaturwechsel mit einer reversiblen Sol-
Gel-Umwandlung, was folglich die Freisetzung des biologisch aktiven Wirkstoffs

initiiert. (28l
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Das Prinzip der pH-sensitiven Systeme beruht auf dem Vorhandensein von
sauren oder basischen, dissoziierbaren Gruppen, die abhangig vom pH-Wert in
der Lage sind entweder ein Proton aufzunehmen oder ein Proton abzugeben. Bei
den pH-sensitiven NP handelt es sich um Polyelektrolyte, die wiederum in
schwache Polysduren und schwache Polybasen unterteilt werden konnen.
Wahrend die anionischen Gruppen (Polysauren) bei einem niedrigem pH-Wert
protoniert sind und bei neutralem oder hohem pH-Wert Protonen abgeben,
akzeptieren die kationischen Gruppen (Polybasen) Protonen bei einem hohen
pH-Wert und geben bei vorliegendem niedrigen pH-Wert Protonen ab. Veréandert
sich der pH-Wert des umgebenden Milieus entsprechend, geben beispielsweise
die Polysauren ein Proton ab. Dies resultiert in der Entstehung eines negativ
geladenen Polyelektrolyt-Anions und in der Anderung der Netto-Ladung des
Molekils. Die Anderung der Netto-Ladung fihrt zu einer veranderten

Polymerstruktur, die wiederum die Freisetzung des Wirkstoffs begunstigt. 2]

Eine weitere Gruppe bilden die Systeme, die auf aul3ere Einflisse, wie Licht,
elektrische, magnetische oder elektromagnetische Felder mit einer
Strukturdnderung reagieren. Hier soll im Folgenden beispielhaft das Licht-
sensitive System naher erlautert werden. Licht-sensitive NP sind in der Lage auf
die Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenl&nge im sichtbaren oder im
ultravioletten Bereich mit einer Gel-Sol-Umwandlung zu reagieren und so eine
mogliche Wirkstoffladung freizugeben. Da die Wirkstofffreisetzung des
eingeschlossenen Pharmazeutikums durch Bestrahlung raumlich (an einem
bestimmten Wirkungsort) und zeitlich (zu einem gewahlten Zeitpunkt) definiert
erfolgen kann, zahlen dich Licht-sensitiven Systeme zu den vielversprechenden
Wirkstofftransportsystemen. [28]

Neben den bisher beschriebenen Stimuli-sensitiven Systemen existiert die
Gruppe der bio-reaktiven Systeme. Diese reagieren auf bestimmte Biomolekiile,
die sich in einem biologischen Organismus befinden, mit Degradierung. Zu
diesen bio-reaktiven Systemen zahlen unter anderem Glucose-sensitive,

Antigen-sensitive und Enzym-sensitive NP. 1281 Aber auch die in dieser Arbeit
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hauptsachlich verwendeten redox-sensitiven NP gehoren zu der Gruppe der bio-
reaktiven Systeme, da sich die Disulfidbriicken, welche die Verknipfungspunkte
des Polymer-Netzwerks darstellen, durch das im Cytosol ubiquitdr vorkommende
Glutathion reduzieren lassen, was letztendlich im Abbau der NP resultiert. Auf
letzteres System soll im folgenden Unterkapitel detailliert eingegangen werden.

3.2.3.1.1 Redox-sensitive Systeme

Unter den bio-reaktiven Systemen sind die redox-sensitiven NP-Systeme als
potentielle Wirkstofftransportsysteme und fur die intrazellulare Freisetzung des
Wirkstoffes von besonderem Interesse. Dies ist in erster Linie auf die Tatsache,
dass im Inneren der Zellen, dem Cytosol, reduzierende Biomolektle in hoher
Konzentration vorkommen, zurickzufiihren. Redox-sensitive NP enthalten
Disulfidbriicken, welche bei der oxidativen Quervernetzung der einzelnen thiol-
funktionalisierten Prapolymer-Ketten zu einem dreidimensionalen Nanohydrogel-
Netzwerk entstehen und sich durch ein reduzierendes Milieu wieder spalten
lassen. Auf einen biologischen Organismus lbertragen bedeutet dies: die redox-
sensitiven NP sind, solange sie sich im Extrazellularraum befinden, stabil; sobald
sie jedoch von einer Zelle aufgenommen werden, sorgt das im Cytosol in hoher
Konzentration vorhandene Tripeptid Glutathion, welches eine freie Thiol-Gruppe
enthalt, fir die Reduktion und somit die Spaltung der Disulfidbriicken in freie
Thiol-Gruppen. Die Auflosung der Disulfidbricken bringt auch die Freisetzung
des Wirkstoffes mit sich. Allerdings kommt Glutathion, wenn auch in einer
deutlich geringeren Konzentration, auch im Extrazellularraum vor. Die redox-
sensitiven Systeme muissen also so stabil sein, dass sie auf das Vorhandensein

geringer Glutathion-Mengen nicht reagieren. 29

Wird der zu transportierende Wirkstoff zum Beispiel mit einem endstandigen
Cystein versehen, kann dieser Uber eine freie Thiol-Gruppe kovalent in das NG

eingebunden werden und ist somit im Extrazellularraum vor Abbau geschutzt. 1€l
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3.3 Charakterisierung von kolloidalen Systemen

Eines der etabliertesten Verfahren zur Charakterisierung von kolloidalen
Systemen ist die Dynamische Lichtstreuung (DLS — Dynamic Light Scattering),
welche die Bestimmung des hydrodynamischen Radius eines Partikels in Losung
ermdglicht. Bei der Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) hingegen handelt es
sich um ein noch relativ neues Verfahren, mit dessen Hilfe die PartikelgroRe, aber
auch die Konzentration der Partikel bestimmt werden kann. Im Folgenden

werden beide Methoden genauer beschrieben.

3.3.1 Dynamische Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS) zahlt zu den etablierten und héaufig
verwendeten Methoden zur Bestimmung der PartikelgrofRe kolloid-disperser
Systeme. Sie wird oft auch als Photonen-Korrelationsspektroskopie oder

guasielastische Lichtstreuung bezeichnet.

Alle in einer Dispersion enthaltenen Teilchen unterliegen einer zufélligen, freien
Diffusion, der Brown’schen Molekularbewegung. Die DLS ist in der Lage diese
Molekularbewegung zu messen und daraus die Grol3e der Partikel abzuleiten.
Zur Bestimmung der Brown'schen Molekularbewegung verwendet das
Messverfahren die von kolloidalen Lésungen ausgehende Streuung des
eingestrahlten Lichtes und die zeitabhangige Veranderung der Intensitat der

Streustrahlung.

Bei der DLS wird ein definiertes Probevolumen mit einem Laser bestrahlt,
woraufhin es zur Streuung des eingestrahlten Lichts an den Partikeln kommt,
welche nachfolgend gemessen wird. Aufgrund der Brown’'schen
Molekularbewegung kann eine destruktive bzw. konstruktive Interferenz des
gestreuten Lichts gemaR dem physikalischen Doppler-Effekt beobachtet werden.
Diese durch die Uberlagerung des gestreuten Lichts entstandene zeitabhangige
Fluktuation der Streuintensitat wird detektiert. Mit Hilfe eines Korrelators wird die

Intensitat I(t) des Streulichts zu unterschiedlichen Zeitpunkten (t und t + 1)
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verglichen und eine Korrelationsfunktion aus den Intensitaten | (t) und | (t + 1)
errechnet. Die Autokorrelationsfunktion beschreibt die Diffusionsbewegung der
dispergierten Partikel aufgrund der Brown”schen Molekularbewegung und hat fir
monodisperse Partikel einen exponentiellen Verlauf.

Je kleiner die Partikel sind, desto schneller bewegen sie sich. Dadurch zeigt
die Korrelationsfunktion bei kleinen Teilchen einen schnellen Abfall. Da die
Autokorrelationsfunktion zeitabhéngig ist, ermoglicht sie die Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten. Die PartikelgroRe wird schlieBlich mit Hilfe des

Diffusionskoeffizienten anhand der Stokes-Einstein-Gleichung (1) ermittelt. &
[31]

_Kgx T
~ 6mnd,,

(1)

D: Diffusionskoeffizient

Ke: Boltzmann Konstante

T: Temperatur in Kelvin

n: Viskositat

dh: Hydrodynamischer Durchmesser

Die GroRRenverteilung, die man zunachst als Ergebnis der DLS erhalt, basiert auf
der relativen Streuintensitat des eingestrahlten Lichts, welches an den Partikeln
unterschiedlicher GroR3e gestreut wird. Es handelt sich somit um eine Intensitats-
gewichtete GroRRenverteilung. Dabei ist die Rayleigh-Streuung bzw. —Naherung
zu beachten. Diese kommt zum Tragen, wenn die zu messenden Partikel
verglichen mit der Wellenl&nge des verwendeten Lasers deutlich kleiner sind. Sie
besagt, dass die Intensitat | des Streulichts proportional zur 6. Potenz des

Partikeldurchmessers ist (I ~ d®). Das bedeutet, dass ein 50 nm groRer Partikel
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eine Millionen (10°%) mal mehr Licht streut als ein 5 nm groRer Partikel. Diese
Tatsache ist wichtig fur die Interpretation der Ergebnisse, da im Fall einer
polydispersen Probe die Intensitat des von den groRen Partikeln ausgehenden
Streulichts die Streuintensitat der kleinen Partikel Uberlagert und die kleinen
Partikeln bei der Intensitats-gewichteten Grof3enverteilung somit kaum ins

Gewicht fallen. 30

Polydisperse Proben kénnen es also notwendig machen eine andere Art der
Darstellung zu verwenden. So ist die DLS-Software in der Lage mit Hilfe der Mie-
Theorie aus den Daten der Intensitats-gewichteten GréRenverteilung eine
Volumen-gewichtete GroéRRenverteilung zur errechnen. Dabei gilt, dass das
Volumen proportional zur 3. Potenz des halben Durchmessers (Radius) ist
[V ~ (d/2)3].

Die DLS-Software erméglicht neben der Kalkulation einer Volumen-gewichteten
GrolRenverteilung auch die einer Anzahl-gewichteten Grof3enverteilung.
Allerdings ist davon abzuraten, da ein Fehler hierbei nicht ausgeschlossen

werden kann. 891 [32]

3.3.2 Nanoparticle Tracking Analysis

Wie bereits einfihrend erwahnt wurde, handelt es sich bei der Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA) um eine relativ neue Methode, die 2006 erstmals auf
dem Markt erschienen ist und eine GréRen- und Konzentrationsbestimmung von
kolloidalen Systemen mdglich macht. Dieses Verfahren erlaubt es dispergierte
NP mit einem Durchmesser von 30 nm bis ca. 1000 nm direkt und in Echt-Zeit zu

visualisieren und zu charakterisieren. [33
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Kamera

Mikroskop
Von Partikeln e
ausgehende
Streustrahlung /
Dispergierte
Nanopartikel
Laser / \
Glas Metallisierte

Oberflache

Abbildung 4: Schematische Darstellung des NTA-Aufbaus, veréandert nach Dragovic et
al., 2011, Figure 1. Abgebildet mit Erlaubnis. 4 Copyright 2011, Elsevier Nanomedicine:
nanotechnology, biology and medicine.

Fur die Visualisierung der in einer Probe enthaltenen NP wird ein Laser
verwendet. Der Laserstrahl, der auf die in einer Messzelle befindliche Probe
gerichtet ist, wird beim Auftreffen auf die Proben-Oberflache gebrochen und der
in die Probe eindringende Strahl beleuchtet die in der Probe dispergierten
Partikel. Diese werden wiederum mit Hilfe einer CCD-Kamera, die auf einem
Mikroskop platziert ist, detektiert. Die Kombination aus Mikroskop und Kamera
bietet die Moglichkeit Videos des dynamischen Verhaltens der das Laserlicht
streuenden Partikel aufzunehmen wund diese Videos anschlieBend zu
analysieren. Dabei stellt die NTA-Software einen Zusammenhang zwischen der
Brown’schen Molekularbewegung dieser Partikel und deren Partikelgré3e her.
Die Software erkennt einzelne NP, verfolgt diese und misst deren
Diffusionsstrecken. Die Berechnung der PartikelgroRe (als hydrodynamischen
Durchmesser) erfolgt anschlielend anhand der bereits erwdhnten Stokes-
Einstein-Gleichung aus der ermittelten Geschwindigkeit der sich bewegenden

Partikel. Da die Partikel lediglich in einer fokussierten Ebene detektiert werden,
g||t <Xy >, [33] [34] [35] [36]
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Kz X T,

<x,y>%=
Xy 3nnd,

)

<x,y>% mittlere quadratische Geschwindigkeit

Ke: Boltzmann Konstante

T: Temperatur in Kelvin

t: Abtastzeit

n: Viskositat

dh: Hydrodynamischer Durchmesser

Um eine genaue Charakterisierung vornehmen zu kénnen, missen die NP als
einzelne Lichtpunkte sichtbar gemacht werden, welchen die NTA-Software folgen
kann, da die Software nicht in der Lage die Brown'sche Molekularbewegung
besonders gro3er Aggregate (> 1 um) oder Partikel mit Newtonschen Ringen zu
verfolgen. Zur Erzielung optimaler Messergebnisse kbnnen Parameter der Video-

Erfassung und auch der Video-Analyse manuell variiert werden. 34

3.4 Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und biologischen
Systemen

Eine der grofdten Herausforderungen bei der Verwendung von NP als potentielle
Wirkstofftransportsysteme besteht darin die NP fir den menschlichen bzw.
tierischen Organismus moglichst kompatibel zu gestalten. Ziel ist es, dass die NP
ungehindert und ohne negative Beeintrachtigung durch die diversen Bestandteile
eines biologischen Systems an ihren Bestimmungsort gelangen. Allerdings sind
Wechselwirkungen der NP mit den zahlreichen, in einem lebenden Organismus

vorkommenden Komponenten nicht auszuschlie3en. Dies kann aber durchaus
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auch winschenswerte Vorteile, zum Beispiel die Maskierung von NP und damit

verbundenen Schutz vor vorzeitigem Abbau, mit sich bringen.

Zu den Bestandteilen eines biologischen Systems z&hlen unter anderem
Proteine, Nukleinsauren, Lipide und andere Biomolekile. Die potentiellen
Wechselwirkungen sind vielseitig und von verschiedenen Faktoren abhangig. So
spielt neben den physikalischen und chemischen Eigenschaften der NP sowie
der Biomolekile zum Beispiel auch der pH-Wert des Umgebungs-Milieus eine
Rolle. Interaktionen kdnnen unter anderem in Form von elektrostatischen
Wechselwirkungen, kovalenten Bindungen, Wasserstoffbriicken-Bindungen oder
van-der-Waals-Kraften —auftreten.®]  Aber auch die unterschiedlichen
Zellaufnahmemechanismen spielen eine Rolle bei den NP-Organismus-
Wechselwirkungen. Von allen méglichen Wechselwirkungen kommt den Protein-
NP-Interaktionen eine besondere Bedeutung zu. Proteine machen einen Grof3teil
eines jeden biologischen Organismus aus. Ihr Vorkommen ist ubiquitar. Deshalb
soll in den folgenden Abschnitten 3.4.1 und 3.4.2 ausfuhrlich auf die
Wechselwirkungen von Proteinen mit NP eingegangen werden. Die daran
anschlieenden  Abschnitte  beschéaftigen sich mit den  zellularen

Aufnahmemechanismen.

3.4.1 Wechselwirkungen von Nanopartikeln mit Bestandteilen des Blutes

Potenzielle Wechselwirkungen von NP mit Bestandteilen des Blutes sind fur
deren biomedizinische Anwendung in vivo von besonderer Bedeutung. Die NP
gelangen beispielsweise durch intravendse Injektion zunachst in den
Blutkreislauf, Uber welchen sie schlie3lich zu ihrem Wirkungsort transportiert
werden. Dabei spielt neben der Stabilitat auch die Verweilzeit der NP im Blut eine
groBe Rolle, was bei der Entwicklung von NP fur den Einsatz als
pharmazeutische Wirkstofftransportsysteme beachtet werden muss. Denn je
langer die Partikel im Blutkreislauf zirkulieren, desto gréRer ist die

Wahrscheinlichkeit, dass das nanopartikulare Wirkstofftransportsystem seine
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Zielzellen erreicht, bevor es vom Organismus als Fremdkdrper erkannt und durch
Leber, Niere oder Milz eliminiert wird. (8l

Zudem sind die Wechselwirkungen von NP mit biologischen Materialien meist
kompliziert, da Biomolekile einen sehr heterogenen Aufbau, zum Beispiel
unterschiedlichste Proteinstrukturen, aufweisen, so dass es schwierig ist die
gesamte Breite der mdglichen Wechselwirkungen zu bertcksichtigen und genau
zu untersuchen. Deshalb konzentriert sich die vorliegende Arbeit in erster Linie
auf die Wechselwirkungen der NP mit Serumalbumin, dem Hauptbestandteil des

Blutserums.

3.4.1.1 Bestanteile des Blutes

Blut ist eine Korperflissigkeit, deren Gesamtmenge ca. 4,9 — 5,6 | betragt.
Betrachtet man die Zusammensetzung des Blutes, so kann es auch als ,flissiges
Gewebe“ bezeichnet werden. Es besteht aus zelluldaren Bestandteilen, den
Blutzellen, die in ihrer Gesamtheit auch als feste Blutbestandteile bezeichnet
werden, sowie aus einem flussigen Anteil, dem Blutplasma, welches die Aufgabe
der ,Interzellularsubstanz® Gbernimmt. 3% 10  Tabelle 1 gibt einen kurzen,

orientierenden Uberblick Uiber die einzelnen Blutbestandteile.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die festen und flissigen Blutbestandteile

Feste Blutbestandteile (ca. 42%) | Flissige Blutbestandteile (ca. 58%)

Erythrozyten Wasser

Thrombozyten Proteine
(Albumin, Globuline,
Gerinnungsfaktoren)

Leukozyten Ausgangs- und Abbauprodukte
(Granulozyten, Monozyten, (z.B. Nahrstoffe, Vitamine, Hormone,
Lymphozyten) Enzyme, Aminoséauren, Harnstoff)

Elektrolyte (z.B. Na*, K*, CI")
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Zu den festen Blutbestandteilen z&hlen die Blutzellen, die sich wiederum in
Erythrozyten (rote Blutkérperchen), Thrombozyten (Blutplattchen) und

Leukozyten (weilRe Blutkérperchen) unterscheiden lassen.

Die Erythrozyten stellen unter den Blutzellen mit 4,5-5,5 Mio./ml den gréf3ten
Anteil. Ihre Aufgabe liegt in erster Linie im Sauerstofftransport mit Hilfe ihres
Hauptbestandteils Hamoglobin, aber sie sind auch am Kohlendioxid-Transport
sowie an der Regulierung des pH-Werts beteiligt.

Die Thrombozyten sind mit einer Anzahl von 150 000 — 350 000 pro ml der
zweithaufigste Blutzelltyp. Sie dienen der Blutstillung durch
Thrombozytenadhasion (Anheften an das die Verletzung umgebende Gewebe)
und Thrombozytenaggregation. Dabei setzen sie Enzyme frei, welche schlief3lich

die Blutgerinnung einleiten.

Die Leukozyten stellen zahlenmafiig den geringsten Anteil unter den Blutzellen.
Sie bilden keine einheitliche Gruppe, sondern lassen sich unterteilen in
Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten, wobei sich die Granulo- und die
Lymphozyten wiederum weiter kategorisieren lassen. Sowohl die angeborene als
auch in Zusammenarbeit mit dem lymphatischen System die erworbene

Immunabwehr zédhlen zu den Aufgaben der weiRen Blutkorperchen. [391 401 [41]

Der flussige Bestandteil des Blutes, das Blutplasma, besteht zu 90% aus Wasser.
Darin befinden sich unter anderem 6 — 8 % kolloidal geléste Proteine, die sich in
drei Untergruppen einteilen lassen: 4 — 5 % Albumine, 2 — 3 % Globuline (a1-,
02-, B-und y-Globuline) und Gerinnungsfaktoren. Auch im Wasser gel6ste
Stoffwechselprodukte  (2%), z.B. Nahrstoffe  (Glucose), Vitamine,
Spurenelemente, Hormone, Enzyme, Aminosauren, Kreatinin, Harnstoff uvm.,
sowie 1 % dissoziierte Salze (Na*, K*, Ca?*, Cl- etc.) zéhlen zu den flussigen
Blutbestandteilen. Das Blutplasma erflillt eine Vielzahl an Funktionen. Zu diesen
gehoren beispielsweise die Erzeugung des osmotischen Drucks, der Transport
von Hormonen, Arzneimitteln und Nahrstoffen, die Blutgerinnung, die

Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Werts (Pufferfunktion) sowie die
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Nahrfunktion. Entzieht man dem Blutplasma die Gerinnungsfaktoren, erhalt man

das Blutserum. [391 [40]

Von allen festen und flissigen Blutbestandteilen kommt dem Protein Albumin,
neben Wasser der Hauptbestandteil des Blutserums, bei den Interaktionen von

NP mit Blutbestandteilen die gro3te Bedeutung zu.

Humanes Serum-Albumin (HSA, Abbildung 5) ist ein negativ geladenes,
globulares Plasma-Protein, welches tberwiegend in der Leber synthetisiert wird.
Seine Serum-Konzentration betragt 35-50 mg/ml. Damit macht Albumin 60 % des
im Serum befindlichen Gesamt-Proteins aus. Das Albumin-Molekul, dessen
Molekilmasse ca. 66 kDa betragt, besteht aus 585 Aminoséuren. Es enthalt eine
groBe Anzahl polarer und geladener Aminosaure-Reste, die fur die hohe
Wasserloslichkeit des Albumins verantwortlich sind, sowie 35 schwefelhaltige
Cystein-Reste. 34 dieser Cystein-Reste bilden insgesamt 17 Disulfidbriicken
aus, welche die herzformige Tertiarstruktur stabilisieren. In Losung liegt HSA
allerdings in ellipsoider Form vor. Aufgrund des einen nicht an der Formation der
Disulfidbriicken beteiligten Cystein-Rests (Cys-34) enthélt HSA eine freie SH-
Gruppe, die redoxaktiv und in der Lage ist, mit anderen Molekdilen zu reagieren.
Bei physiologischem Blut-pH-Wert liegt das Albumin-Molekdl tberwiegend in
reduzierter Form mit freier SH-Gruppe vor, ein kleinerer Anteil bildet jedoch
Disulfidbriicken mit den im Serum enthaltenen niedermolekularen, thiolhaltigen

Stoffen aus. 421 [43] [44] [45]
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Abbildung 5: Humanes Serumalbumin (HSA) — Darstellung der Sekundarstruktur nach
Sugio et al. (1999) ¥ aus der RCSB Protein Data Base www.pdb.org,
Identifikationscode PDB ID 1A06

Die Aufgaben von Albumin sind vielfaltig. Zu diesen zahlen beispielsweise die
Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks und die Pufferfunktion.
AulBerdem Dbesitzt Albumin eine groBe Anzahl an Bindungsstellen fur
verschiedene Molekile wie Medikamente, Nahrstoffe, Stoffwechselprodukte etc.,
was es zu einem ausgezeichneten Transportvehikel fur diese Stoffe macht. 44
[47] [48]

Auch in anderen Saugetierorganismen ist Serumalbumin das Plasmaprotein mit
der hochsten Blutplasmakonzentration. Dabei finden sich Ubereinstimmungen in
der Aminosauresequenz verschiedener Tierarten. So korrespondiert die Abfolge
der Aminosauren des Humanen Serumalbumins mit der des Bovinen
Serumalbumins (BSA) in 75,6%. BSA enthalt, genau wie HSA,
17 Disulfidbricken und eine freie Thiol-Gruppe am Cysteinrest-34, was die
strukturelle Ahnlichkeit beider Molekile zur Folge hat. “8 Aufgrund der
vergleichbaren Struktur der beiden Proteine sind orientierende Untersuchungen

zur Protein-Adsorption mit BSA mdglich und aussagekréaftig.
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3.4.2 Maskierung der NP mit Proteinen

Intravends applizierte NP kommen in den direkten Kontakt mit den zahlreichen
im  Blut vorkommenden Biomolekilen. Dabei muss vor allem den
Wechselwirkungen mit den Blutplasmaproteinen besondere Aufmerksamkeit
geschenkt werden.

In der Literatur ist belegt, dass eine (NP-)Oberflache, sobald sie mit einem
physiologischen Medium in Berihrung kommt, von Proteinen bedeckt bzw.
eingehdllt wird. Dieser Vorgang wird auch als Protein-Adsorption oder Bildung
einer Proteinkorona bezeichnet. Die adsorbierten Proteine sorgen fur neue
Oberflacheneigenschaften, somit entsteht eine komplett verdnderte NP-
Oberflache, welche mit den Plasmamembranen der Zellen interagiert, Einfluss
auf die Biodistribution, die Zellaufnahme, den Transport und die Zirkulationszeit
der NP im Blutkreislauf sowie auf deren Toxizitat hat. Die NP bekommen durch

die Proteinkorona eine Art neue biologische Identitat, welche sehr variabel ist. 49
[50] [51]

3.4.3 Zellulare Aufnahmemechanismen

Jede Zelle wird von einer Zell- oder Plasmamembran umgeben, die das Zytosol
von der extrazellularen Matrix trennt und der Zelle Schutz bietet. Zu den
Hauptbestandteilen der Plasmamembran zahlen amphiphile Lipide, deren
hydrophobe Anteile sich zusammen lagern und so eine Lipiddoppelschicht
bilden, Proteine, welche teilweise in die Lipiddoppelschicht eingelagert (integrale,
membrandurchdringende Proteine) und teilweise lediglich extrazellular mit der
Membran assoziiert (periphere, membranassoziierte Proteine) sind sowie

extrazellular gebundene Kohlenhydratreste. 52 [53]

Die Plasmamembran besitzt vielfaltige Aufgaben und Funktionen, die im
Folgenden nicht weiter erlautert werden. Lediglich die Aufgabe des
Transmembrantransports wird genauer beleuchtet, da dieser fiir die vorliegende
Arbeit von grol3ter Relevanz ist. In der Regel sind nur kleine ungeladene Molektile

wie Wasser oder lipophile Substanzen in der Lage die Lipiddoppelschicht durch
3V
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Diffusion zu Gberwinden. Fir lonen und alle anderen geladenen oder hydrophilen
Molekile stellt die Plasmamembran ein uniberwindbares Hindernis dar. Dieser
Tatsache wird mit Hilfe von speziellen Transportmechanismen Abhilfe
geschaffen. So werden beispielsweise lonen und kleine Molekile wie Zucker,
Salze und Aminosauren entweder passiv durch erleichterte Diffusion mit Hilfe von
membrandurchspannenden Kanal- und Transportproteinen oder aktiv unter
Energieverbrauch mit der Hilfe von integralen Transport-ATPasen uUber die
Zellmembran hinweg befordert. 31 Eine weitere Moglichkeit des
Transmembrantransports ist der Transport mit Hilfe von Membranvesikeln, der
unter dem Begriff ,Endozytose“ zusammengefasst werden kann. Durch
Endozytose konnen unter anderem auch Makromolekile aufgenommen werden,
die dem Transmembrantransport mittels Transportproteinen aufgrund ihrer

Grol3e nicht zuganglich sind.

Die folgenden Unterkapitel sollen den Begriff der Endozytose erlautern und einen

Uberblick Gber die zahlreichen Endozytosemechanismen geben.

3.4.3.1 Endozytose
Als Endozytose wird ganz allgemein das Internalisieren von Flissigkeiten und

kleinen Molekulen bis hin zu gro3eren Partikeln und in manchen Féllen sogar
Zellen bezeichnet. Dabei stulpt sich ein kleiner Teil der Plasmamembran
zunachst ein und umfasst die Materie, die aufgenommen werden soll, um sich
dann anschlielend nach innen abzuschniren und so ein intrazellulares
Endozytosevesikel zu formen.

Es existieren zwei Hauptkategorien, in die die Endozytose nach der Grol3e der
gebildeten Vesikel unterteilt werden kann: Die Pinozytose (,Zell-Trinken®)
beinhaltet das Einverleiben von Flussigkeiten und gelésten Substanzen und
Molekilen mittels kleiner pinozytotischer Vesikel (ca. 100 nm). Unter
Phagozytose (,Zell-Fressen®, von altgriechisch phagein ,fressen®) versteht man
das Aufnehmen groR3erer Teilchen, wie zum Beispiel abgestorbener Zellreste und
Mikroorganismen, Uber groRe Vesikel (> 250 nm), die auch als Phagosomen

bezeichnet werden. 54 B3]
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Pinozytose
Makropinozytose
(>1pm)
Phagozytose
® o Clathrin Caveolin Clathrin- und Caveolin-

] vermittelte vermittelte unabhingige
Endozytose Endozytose Endozytose
(¥ 120 nm) (" 60 nm) (* 90 nm)

© & O O

Abbildung 6: Verschiedene Formen der Endozytose am Beispiel einer Saugerzelle. Die
Art und Weise, wie das Material aufgenommen wird, ist abhangig von der Grél3e des
endozytotischen Vesikels, der Natur des aufzunehmenden Materials und dem
Mechanismus der Vesikelbildung; veréandert nach Conner und Schmid, 2003, Figure 1.
Abgebildet mit Erlaubnis. 54 Copyright 2003, Nature Publishing Group, Nature.

Alle eukaryotischen Zellen (besitzen einen Zellkern) sind dazu in der Lage
Flissigkeiten und die darin gelésten Stoffe sowie kleine Molekile via Pinozytose
zu ingestieren. Grol3e Partikel hingegen werden Giberwiegend von spezialisierten

Zellen, den Phagozyten (Fress-Zellen), aufgenommen. 59

Die Pinozytose ist ein Vorgang, der sich in allen eukaryotischen Zellen
beobachten lasst. Dabei werden kleine Anteile der Plasmamembran, die ein
bestimmtes Volumen extrazellularer Flussigkeit zusammen mit den darin
geldsten Stoffen umschliel3en und so winzige endozytotische Vesikel formen, in
die Zelle aufgenommen. 8! Es handelt sich um einen fortwahrenden Prozess,
der nicht unbedingt durch einen Reiz ausgeltst werden muss. 571 Die Pinozytose
kann weiter in verschiedene Unterformen unterteilt werden: 1) Makropinozytose,
2) Clathrin-vermittelte Endozytose, 3) Endozytose Uber Caveolae und 4) Clathrin-
und Caveolin-unabhangige Endozytose. Wahrend die Pinozytose in einigen
Fallen ein willkurliches Ereignis ist, da in der Fllssigkeit geldste Substanzen ohne
das Mitwirken von Rezeptoren wahllos aufgenommen werden, und somit die
Menge der internalisierten Substanzen direkt abhangig von der Konzentration in
der FlUssigkeit ist, lasst sich in anderen Féllen die Effizienz der Endozytose

deutlich steigern, indem die geldsten Stoffe unspezifisch an die Plasmamembran
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der Zelle (Adsorptive Pinozytose) oder gar spezifisch an Rezeptoren auf der
Oberflache der Plasmamembran binden (Rezeptor-vermittelte Endozytose). 54
Die Art und Weise, auf welchem Pinozytose-Weg ein Molekdil in die Zelle gelangt,

ist abhangig vom Molekdl selbst und dem Rezeptor, den es aktiviert. (54

Die Makropinozytose ist eine unspezifische, nicht-selektive Form der Pinozytose,
die durch die Aufnahme extrazellularer Flissigkeit und den darin enthaltenen
Makromoleklilen Uber die recht grolien Makropinosome (> 0,2 um)
charakterisiert ist. 8 Makropinosome entstehen meist aus schmalen
Plasmamembran-Ausstilpungen heraus, die auch als Pseudopodien bezeichnet
werden. Wenn nun eine Ausstilpung mit einer anderen verschmilzt oder zur
Plasmamembran umklappt, wird dabei Extrazellularfliissigkeit eingefangen und
es formt sich ein groRRes endozytotisches Vesikel. (591 [60] [61] [62] [63]

Eine weitere Form der Pinozytose ist die Clathrin-vermittelte Endozytose, die
auch zu den Rezeptor-vermittelten Endozytosen gezahlt wird. Sie dient in erster
Linie der Aufnahme von Nahrstoffen, besitzt aber ebenfalls wichtige Funktionen
im Bereich der Zellkommunikation und Zellhomgoostase, da sie unter anderem
auch an der Regulierung der Internalisierung von Transportproteinen,
lonenkanalen und Membranpumpen beteiligt ist. 4 Die Clathrin-vermittelte
Endozytose nimmt ihren Ursprung an determinierten, mit dem Membranprotein
Clathrin bedeckten Vertiefungen in der Plasmamembran, den sogenannten
Clathrin-coated pits, die etwa 2 % der Gesamtoberflache der Plasmamembran
einnehmen und sich im weiteren Verlauf zu Clathrin-bedeckten Vesikeln (ca.

120 nm) entwickeln. 551 [56] [63]

Mit Hilfe der Endozytose uUber Caveolae wird ein Grofiteil der Plasmamembran
recycelt und fast 70% des Flussigkeitsvolumens aufgenommen. Als Caveolae
werden 50-60 nm grol3e flaschenférmige Einstilpungen der Plasmamembran
bezeichnet. Dabei handelt es sich um Cholesterol- und Sphingolipid-reiche
Membrandoméanen, denen das Membranprotein Caveolin, welches an
Cholesterol bindet, die typische Form verleint. Die Caveolin-vermittelte
Endozytose wurde fiir eine Vielzahl von Zellen beschrieben. Die Abschnirung
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der Caveolae nach intrazellular erfolgt unter Beteiligung von Aktin und Dynamin,
wobei der exakte Mechanismus noch nicht vollstandig geklart werden konnte.

Aktuell existieren zwei Theorien:

1) Es handelt sich nicht um eine Endozytose, sondern um eine Potozytose, bei
der die Caveolae nur voribergehend schlielen und ihren Inhalt ins Zellinnere

entleeren, ohne sich von der Plasmamembran abzuschniiren.

2) Es handelt sich um einen Endozytosemechanismus ahnlich dem der Clathrin-

abhangigen Endozytose, bei dem sich die Vesikel ins Zellinnere abschnuren.

Folsaure, Lipide und Proteine wie Albumin sowie Pathogene werden Caveolin-

vermittelt aufgenommen. (541 [641 [65]

3.4.3.2 Zellulare Aufnahmen von Partikeln Uber die Tat-Proteinsequenz

Eine Moglichkeit NP aktiv Uber die Plasmamembran hinweg in das Innere einer
Zelle aufzunehmen ist die Anbindung von zellpenetrierenden Peptiden (cell-
penetrating peptide = CPP) oder Proteintransduktionsdomanen an die NP. Zu
diesen z&hlt unter anderem auch die Tat-Sequenz des Tat- (Transkriptions-
aktivierenden) Proteins des humanen Immundefizienz-Virus-1 (HIV-1). Bereits in
einer im Jahr 1988 von Frankel und Pablo durchgefihrten Studie konnte
nachgewiesen werden, dass das Tat-Protein in der Lage ist, sowohl die
Zellmembran als auch die Hille des Zellkerns zu Giberwinden und in das Innere
des Zellkerns zu gelangen. [%6] Beim Tat-Protein handelt es sich um ein kleines
nukleares Protein, welches aus 86 Aminosauren besteht und einen stark
basischen Bereich mit 6 Argininen und 2 Lysinen enthalt. ¢ Zahlreiche
Untersuchungen belegen, dass der erwahnte basische Bereich entscheidend an
der zellularen Aufnahme und Lokalisierung im Zellkern beteiligt ist. 671 [68]
Basierend auf diesem Wissen wurde schlie3lich eine kirzere Sequenz, die Tat-

Protein-Sequenz oder auch das Tat-Peptid, abgeleitet.

Das aus 11 hauptséachlich basischen Aminosauren (6 Argininen und 2 Lysinen)

bestehende Tat-Peptid (RKKRRQRRR), welches in der Lage ist Biomolekiile wie
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Proteine und DNA sowie NP ins Zellinnere einzuschleusen, gehort zu den
kationischen  zellpenetrierenden  Peptiden, die unter physiologischen
Bedingungen eine positive Ladung aufweisen. (67189 Der genaue Mechanismus,
der der Internalisierung mit Hilfe des Tat-Peptids zu Grunde liegt, konnte bis
heute nicht zufrieden stellend geklart werden und wird in der Literatur kontrovers

diskutiert.

Frihe Studien legen einen Temperatur-, Energie- und Rezeptor-unabhangigen
Prozess der Zellaufnahme nahe, da selbst bei einer Temperatur von 4°C, bei der
Ublicherweise alle in einer Zelle ablaufenden Prozesse inklusive Endozytose
angehalten sind, die Aufnahme des Tat-Peptids nachgewiesen werden konnte.
[68] In spateren Untersuchungen wurden die friiheren Studien allerdings in Frage
gestellt, da deren Ergebnisse nicht eindeutig reproduziert werden konnten.
Vielmehr befluirworten neuere Untersuchungen, dass es sich bei den Ergebnissen
friher Studien um fehlerhafte, falsch positive Resultate handelt, da die
analysierten Zellen unter anderem nicht ausreichend gewaschen worden seien.
Es gilt als sicher, dass das positiv geladene Tat-Peptid an die negativ geladenen
Heparansulfat-Proteoglykane der Zellmembran bindet. Bei dieser Art der
Bindung handelt es sich um elektrostatische Wechselwirkungen, die auch bei
Temperaturen unter 4°C auftreten. Werden nun zu untersuchende Zellen mit Tat-
Peptid inkubiert, muss vor einer aussagekraftigen Messung ein Waschgang
erfolgen, in welchem ungebundenes und lediglich extrazellular an die

Zellmembran gebundenes Tat-Peptid entfernt wird. [671 691 [70]

Die neuesten Untersuchungsergebnisse lassen nunmehr auf energie- und
temperaturabhangige Endozytose-Mechanismen schlieRen. Unter diesen
scheint insbesondere die Makropinozytose, eine spezielle Form der Rezeptor-
unabhangigen Endozytose, fir die Tat-Peptid-vermittelte Aufnahme von
Biomolektlen und NP von grof3er Relevanz zu sein. Zunéchst bindet das positiv
geladene Tat-Peptid Uber elektrostatische Wechselwirkungen an die negativ
geladenen Proteoglykane der Plasmamembran der Zelle. Im nachsten Schritt

wird dann die Makropinozytose eingeleitet, welche die Aufnahme von sowohl
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Membran-gebundenem als auch von in der Extrazellularflissigkeit vorhandenem
Tat-Peptid mit sich bringt. Auf welche Art und Weise die Makropinozytose
angestoRen wird, konnte allerdings nicht geklart werden. 91 Aber auch andere
Endozytose-Mechanismen, zum Beispiel die Clathrin- und Caveolin-vermittelte
Endozytose, scheinen durchaus denkbar zu sein. 71 1] Ebenso kann eine
Aufnahme des durch elektrostatische Wechselwirkungen fest an die
Plasmamembran gebundenen Tat-Peptids durch Plasmamembran-Recycling

nicht ausgeschlossen werden. 1671
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4.1 Material

4 Material und Methoden

4.1.1 Laborgerate und Programmsoftware

Tabelle 2: Gerate und Software

Geréat/Software

Vertrieb

60x Olimmersionsobjektiv
UPlanSApo 60X0O

Olympus America Inc. USA

Analysewaage Explorer

Ohaus, Nanikon, Schweiz

Autoklav Tuttnauer 3870 ELV

Systec, Wettenberg

ChemBioDraw Ultra 12.0

Perkin Elmer Informatics, Waltham,
MA, USA

Dynamic Light Scattering — PSS
Nicomp 380

Particle Sizing Systems, Santa
Barbara, California

FCS — Bandpassfilter 675DF50

Omega Optics, Brattleboro, VT, USA

FCS — Diodenlaser (Cube)

Coherent, Oregon, USA

FCS — Immersionsobjektiv Plan
Apochromat, 63x, NA 1.4

Zeiss, Oberkochen

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2
LD

Christ, Osterode am Harz

Genesys 10S UV-Vis-
Spectrophotometer

Thermo Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Laborzentrifuge Sigma 3-16 KL

Sigma, Osterode am Harz

Magnetrihrplatten

IKA Werke, Staufen

Mikrozentrifuge Mini Star

VWR International, Darmstadt

NTA Nanosight, Amesbury, UK
OriginPro 9G OriginLab Cooperation,
pH-Meter WTW, Weilheim

Prazisionswaage

Sartorius, Géttingen

Reinstwasseranlage arium pro ®

Sartorius, Géttingen

Sonifier Digital 250 Cell Disruptor,
Mikrospitze, konisch, 5mm

Branson, G. Heinemann, Schwébisch
Gmund

Sterilarbeitsbank

Heraeus, Hanau

Ultraschall-Wasserbad

Bandelin, Berlin

UV-Laser-Cubes

Polymerschmiede GmbH, Aachen
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Geréat/Software

Vertrieb

Vortex Thermolyne Maxi Mix I

MG Scientific, Wisconsin, USA

Warmeschrank

Memmert, Schwabach

Weitfeld-Mikroskop Olympus IX71 fur
Fluoreszenz-Mikroskopie

Olympus America Inc. USA

4.1.2 Reagenzien und Losungen

Tabelle 3: Reagenzien und Ldsungen

Reagenz/Losung

Lieferant

Alexa Fluor680-maleimide

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Alloxan Monohydrate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Cy5-alkyne

Lumiprobe GmbH, Hannover

Cy5-NHS-ester

Lumiprobe GmbH, Hannover

Cy7-maleimide

Lumiprobe GmbH, Hannover

Dikaliumhydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

2-2-Dimethoxy-2Phenyl-acetophenon

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Dimethylsulfoxid (DMSO, extra pure)

Merck KGaA, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Ethanol, absolute, reag. ISO, reag.
Ph. Eur., 2 99,8% (GC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Hexan, CHROMASOLYV for HPLC

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Hydroxy-ethylacrylat (HEA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt
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Reagenz/Lésung

Lieferant

PBS-Puffer, pH = 7,4

Eigene Herstellung, Theresa Zipplies

Phosphate Buffered Saline (PBS)
powder, pH = 7,4

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Phosphat-Puffer, pH = 8,0

Eigene Herstellung, Theresa Zipplies

Polyethylenglycol-Diacrylat (PEGDA),
MW =575 g/mol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Poly(glycidol)ss-stat-poly(allyl-glycidyl-
ether)z,
MW = 4777,98 g/mol

Eigene Herstellung, Matthias
Kuhlmann, nach Groll et al. 13;
Abteilung fir Funktionswerkstoffe der
Medizin und der Zahnheilkunde,
Universitatsklinikum Wirzburg

Poly(glycidol), esterfrei, thiol-
funktionalisiert (PGer-SH [67
Glycidol-Einheiten : 11 SH-
Einheiten]),

MW = 6662,2 g/mol

Eigene Herstellung, llona Zilkowski;
Abteilung fir Funktionswerkstoffe der
Medizin und der Zahnheilkunde,
Universitatsklinikum Wirzburg

Poly(glycidol), thiol-funktionalisiert
(PGer-SH [54 Glycidol-Einheiten : 6
SH-Einheiten]),

MW = 5510 g/mol

Eigene Herstellung, llona Zilkowski,
Susanne Feineis, nach Groll et al. [¥I;
Abteilung fir Funktionswerkstoffe der
Medizin und der Zahnheilkunde,
Universitatsklinikum Wirzburg

Span 80

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Tat-Peptid, Cys-Modified HIV TAT
sequence 49-57 (Cys-Arg-Lys-Lys-
Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-NH2)

Peptides International, Louisville, KY,
USA

Tetrahydrofuran (THF), ACS
stabilisiert mit BHT

Bernd Kraft GmbH, Duisburg

Tris-Puffer, pH = 8,4

Eigene Herstellung, Theresa Zipplies

Trizma-Base Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Trizma-HCI Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Tween 80 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen
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4.1.2.1 Poly(glycidole)

Bei den fur die Herstellung der NP verwendeten Prapolymeren handelt es sich
um thiol-funktionalisierte  Polyglycidole (PG-SH) mit unterschiedlichen
Eigenschaften und Molekulargewichten, welche von Mitarbeitern der Abteilung
fur Funktionswerkstoffe der Medizin und Zahnmedizin nach einer Anleitung von
Prof. Dr. Jurgen Groll und Kollegen synthetisiert und anschlieend mittels Gel-
Permeations-Chromatographie (GPC) und Kernspinresonanzspektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance = NMR) charakterisiert worden sind. B! In der
vorliegenden Arbeit kamen zwei verschiedene Prapolymere zum Einsatz, zum
einen ein esterhaltiges PG-SH (PGen-SH) B, welches aus ingesamt 60 Einheiten,
von denen wiederum 6 thiol-funktionalisiert sind, besteht, und zum anderen ein
esterfreies PG-SH (PGer-SH), welches sich aus 67 Glycidol- sowie 11 SH-

Einheiten zusammensetzt.

bt A

o

SH
HS

Abbildung 7: Strukturformeln von esterhaltigem (1) und esterfreiem (2) PG-SH

In Abbildung 7 sind die Strukturformeln der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Préapolymere dargestellt. Diese veranschaulichen, dass beim
esterhaltigen PG-SH (PGen-SH) die Thiol-Funktion Uber einen Ester an das
Ruckgrat des Polymers gebunden ist, wohingegen beim esterfreien PG-SH
(PGer-SH) keine solche Esterbindung vorkommt. Aufgrund dieser Tatsache weist

PGer-SH eine hohere Stabilitdt gegenliber Hydrolyse auf.
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4.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

4 Material und Methoden

Verbrauchsmaterial

Vertrieb

BD Microlance 3 (Einweg-Kanulen)

Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA

Einweg-Spritzen (2 mL, 5 mL, 10 mL)

B. Braun AG, Melsungen

Eppendorf Safe-Lock Gefalde; 1,5 mL
und 2 mL

Eppendorf GmbH, Hamburg

epT.l.P.S. Pipettenspitzen

Eppendorf GmbH, Hamburg

Falcon-Tubes (15 mL und 50 mL)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Glasrohrchen fur Kuvetten-Adapter,
Borosilicate Glass Disposable culture
tubes 6 x 50 mm

Kimble Chase Gerresheimer,
Vineland, USA

Nylon-Filter (Porengréf3e: 1,2 um)

GE Infrastructure, Water and Process
Technologies, Freiburg

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Spectra/Por Dialysis Membrane
(MWCO 1000, 3000, 12000-14000)

Spectrum Laboratories, Inc., Rancho
Dominguez, CA, USA

Supra-Einmalkanulen mit
Lanzettenschliff

Ehrhardt, Geislingen

UV-Einmal-Kuvetten, halbmikro

Brand GmbH, Wertheim

4.1.4 HeLa-Zelllinie

HelLa-Zellen zahlen zu den bekanntesten und in der Forschung am haufigsten

verwendeten permanenten, humanen Zelllinien. "2 Es handelt sich um Epithel-

Zellen, die einem Zervixkarzinom entstammen. Kultiviert wurden die HeLa-Zellen

von Mitarbeitern des Lehrstuhls fur Biotechnologie und Biophysik am Biozentrum

der Universitat Wirzburg.
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4.2 Ubersicht der synthetisierten Proben

4 Material und Methoden

Tabelle 5: Ubersicht der mit einem Fluorophor markierten Thiomere

Fluoreszenzsmarkiertes Polymer

Probe

Bezeichnung in
vorliegender
Arbeit

Art des Polymers

Menge des
eingesetzten
Polymers [mg]

Fluorophor
[mg]

PGen-SH-AF680-1

54 Glycidol-
Einheiten, 6 SH-
Einheiten

200

PGen-SH-AF680-2

54 Glycidol-
Einheiten, 6 SH-
Einheiten

200

PGer-SH-Cy7-1

67 Glycidol-
Einheiten, 11 SH-
Einheiten

200

PGer-SH-Cy7-2

67 Glycidol-
Einheiten,11 SH-
Einheiten

200

10

PGer-SH-Cy5-1

67 Glycidol-
Einheiten, 11 SH-
Einheiten

200

5,57
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Tabelle 6: Ubersicht tiber die synthetisierten Nanogele

Nanogele
Anteil des
Bezeichnung gelabelten .
in Art der Art des Polymers Tar | REAKtONS-
Probe vorliegender Anbindun Polymers an [ug/ul] zeit
ger 9 y Gesamt- HO/U [min]
Arbeit
menge
[%]
6 NG 1 redox-sensitiv PGen-SH - - 20
7 NG_2 redox-sensitiv PGen-SH - - 20
8 NG_3 redox-sensitiv PGer-SH - - 20
9 NG_4 redox-sensitiv PGer-SH - - 20
10 NG _TAT 1 redox-sensitiv PGer-SH - 50 20
11 NG_TAT 2 redox-sensitiv PGer-SH - 50 20
12 NG680_1 redox-sensitiv | PGen-SH- 20 - 20
AF680-1
13 NG680_2 redox-sensitiv | PGen-SH- 5 - 20
AF680-1
14 NG680_3 redox-sensitiv | PGen-SH- 5 - 20
AF680-1
15 NG680_4 redox-sensitiv | PGen-SH- 100 - 20
AF680-2
16 NGCy7_1 redox-sensitiv | PGer-SH- 100 - 20
Cy7-2
17 NGCy5_1 redox-sensitiv | PGer-SH- 100 - 20
Cy5-1
18 NG680_TAT 1 | redox-sensitiv | PGen-SH- 40,4 50 20
AF680-1
19 NG680_TAT 2 | redox-sensitiv | PGen-SH- 100 50 20
AF680-2
20 NGCy5 TAT 1 | redox-sensitiv PGer-SH- 100 50 20
Cy5-1
21 NG _MA 1 Michael- PGer-SH - - 20
Addition
22 NG_MA 2 Michael- PGer-SH - - 40
Addition
23 NG680_MA_1 Michael- PGen-SH- 5 - 20
Addition AF680-1
24 NGCy7_MA_1 Michael- PGer-SH- 100 - 20
Addition Cy7-2
. . . PGer-SH,
25 NG_Click_1 Click-Chemie PG-stat- - - 120
AGE
. ) . PGer-SH,
26 NG_Click_2 Click-Chemie PG-stat- - - 120
AGE
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4.3 Methoden
4.3.1 Funktionalisierung von Polymeren

4.3.1.1 Thiomer-Funktionalisierung mit Alexa Fluor 680-Maleimid
Mit Fluorophor funktionalisiertes PGen-SH wurde mit Hilfe einer Michael-Addition,
bei der die Maleimid-Gruppe des Farbstoffs Alexa Fluor mit den Thiol-Gruppen

des PGen-SH reagiert, hergestellt.

Hierfir wurden zunachst 200 mg (36,3 umol) PGen-SH je Ansatz (PGen-SH-
AF680-1 und PGen-SH-AF680-2) in ein Eppendorf-Reaktionsgefald eingewogen
und in 500 ul PBS-Puffer (pH = 7,4; Sigma-Aldrich), in den zuvor Argon
eingeleitet wurde, geldst. Das Volumen, das zum Ldsen des Polymers eingesetzt
wurde, entstammt Literaturangaben 161 und richtet sich nach dem Volumen,
welches sich bereits bei der NP-Synthese bewahrt hat. 81 AnschlieRend wurde
1 mg (0,87 umol) Alexa Fluor 680-Maleimid ebenfalls in 500 pl des mit Argon
begasten PBS-Puffers (pH = 7,4) geldst und die so entstandene Farbstofflésung
zur PGen-SH-Losung hinzu pipettiert. Die Reaktionslésung wurde gut
durchmischt und durch das Zufihren von Argon eine Schutzatmosphare
aufgebaut. Daraufhin wurde das Eppendorf-Reaktionsgefald mit Parafilm luftdicht
verschlossen, mit handelsublicher Alufolie lichtgeschitzt verpackt und die
Reaktion bei 5°C uber Nacht durchgefihrt. Im Anschluss wurde die
Reaktionsmischung durch Dialyse (Ansatz 1: MWCO 3000; Ansatz 2. MWCO
1000) gegen Reinstwasser aufgereinigt (Anzahl der Wasserwechsel: 4,
Gesamtdauer der Dialyse: 71,5 h). Das gelabelte Polymer wurde nach
abschlieRender Gefriertrocknung (-5,2 °C, 160 mbar) erhalten. [73]
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4.3.1.2 Thiomer-Funktionalisierung mit Cy7-Maleimid

Analog der unter Punkt 4.3.1.1 beschriebenen Funktionalisierung erfolgte auch
die Kopplung des Fluoreszenzfarbstoffs Cy7 an das Thiomer tber eine Michael-
Addition der Maleimidgruppe des Cy7-Fluorophors. Der Cy-Farbstoff
unterscheidet sich gegenuber dem Alexa Fluor-Farbstoff durch seine geringe
Wasserloslichkeit, aufgrund derer die Fluorophor-Stammlésung in dem

organischen Lésungsmittel DMSO hergestellt wurde.

In einem ersten Ansatz (PGer-SH-Cy7-1) wurden 200 mg (30,02 pmol) PGer-SH
in ein Eppendorf-Reaktionsgefald eingewogen und in 500 pul DMSO, welches
zuvor mit Argon begast worden ist, gelost. Es folgte die Herstellung einer Cy7-
Maleimid-Stammlésung. Dafir wurden 5 mg (7,07 pumol) Cy7-Maleimid in 1 ml
mit Argon begastem DMSO geldst. Die Farbstofflésung wurde zu der PGer-SH-
Lésung hinzugegeben und die Reaktionslésung bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieRend wurde durch das Zufihren von Argon eine Schutzatmosphare
aufgebaut, das Reaktionsgefal} luftdicht verschlossen und mit Alufolie vor Licht
geschitzt. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur fir 6 Stunden
geruhrt. Die Aufbereitung erfolgte durch Ausfallung mit Dichlormethan und
abschlieBende Gefriertrocknung (-5,2 °C, 160 mbar).

In einem zweiten Ansatz (PGer-SH-Cy7-2) wurden 200 mg (30,02 pmol) PGegr-
SH mit 10 mg (14,1 umol) Cy7-Maleimid zur Reaktion gebracht. Die Herstellung
der Polymer- und der Farbstoff-Lésungen sowie die Reaktionsbedingungen
gleichen dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen Prozess. Die Aufbereitung
erfolgte jedoch durch Dialyse (MWCO 1000) gegen Reinstwasser (Anzahl der
Wasserwechsel: 4, Gesamtdauer der Dialyse: 114,5h) und abschlielRende
Gefriertrocknung (-5,2 °C, 160 mbar).
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4.3.1.3 Thiomer-Funktionalisierung mit Cy5-Alkin

Das Konzept der Click-Chemie bietet eine weitere Mdoglichkeit mit
Fluoreszenzfarbstoff funktionalisiertes PG-SH herzustellen. Dabei reagiert das
Alkin des Fluorophors Cy5-Alkin mit einer SH-Gruppe des PG-SH uber eine UV-
Click-Reaktion. Auch hier muss die Cy5-Stammlosung aufgrund der geringen
Wasserloslichkeit von Cy5 in dem organischen Losungsmittel DMSO hergestellt

werden.

Fur die Markierung von PGer-SH mit einem Cy5-Alkin (Ansatz: PGer-SH-Cy5-1)
wurden 200 mg (30,02 umol) PGer-SH in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
eingewogen. Anschlie3end wurde das Polymer in nur 400 pl mit Argon begastem
DMSO gel6st. Fur die Herstellung der Fluorophor-Stammlésung wurden 5,57 mg
(100,2 umol) Cy5-Alkin eingewogen und in 100 ul mit Argon begastem DMSO
gel6st. Im nachsten Schritt wurden 70 mg (0,273 mmol) des Fotoinitiators 2-2-
Dimethoxy-2Phenyl-acetophenon (DMPA) zur PGer-SH-L6sung zugegeben.
Nach sorgfaltigem LOsen des Fotoinitiators wurde die Cy5-Stamml6sung zur
Polymer-DMPA-LGsung hinzu pipettiert und die so entstandene Reaktionsldsung
grundlich durchmischt. Das Reaktionsgefal} wurde auf einer Ruhrplatte in einem
Abstand von 5cm zur Lichtquelle im Strahlenfeld eines UV-Licht-Wirfels
(Wellenlange des Lichts A = 360 nm) befestigt und die Konstruktion mit einem
Karton als Sichtschutz abgedeckt. Nach 2-minutiger Bestrahlungszeit wurde das
Licht ausgeschaltet und die Reaktion dadurch abgebrochen. Die
Reaktionslésung wurde im Anschluss an die Bestrahlung noch weitere 2 Minuten

gerihrt.

Die Aufreinigung des Produkts erfolgte durch Dialyse (MWCO 1000) gegen
Reinstwasser (Anzahl der Wasserwechsel: 6, Gesamtdauer der Dialyse: 50,5 h).
Zur vollstandigen Abtrennung des bei der Dialyse ausgefallenen
wasserunloslichen Fotoinitiators wurde die dialysierte Losung zentrifugiert (Rotor
11180, 4500 U/min, 3893 x g) und der Uberstand gefriergetrocknet (-5,2 °C, 160

mbar).
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4.3.1.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung des Fluorophors

Der Derivatisierungsgrad von PGer-SH-Cy7-1, PGer-SH-Cy7-2 und PGgr-SH-
Cy5-1 wurde mittels UV/Vis-Spektrosokopie bestimmt. Da die Thiomer-
Funktionalisierung mit Alexa Fluor 680 aufgrund der geringen Verfugbarkeit im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiterverfolgt werden sollte, wurde der
Derivatisierungsgrad von PGen-SH-AF680-1 und PGen-SH-AF680-2 nicht

bestimmt.

Die UV/Vis-Spektroskopie ist eine Methode, welche elektromagnetische Wellen
des ultravioletten und des sichtbaren (engl. visible) Lichts, sowie des nahen

Infrarotbereiches (Wellenlangenbereich insgesamt: 200 nm — 1100 nm) nutzt.

Um die Konzentration des Polymer-gebundenen Fluorophors bestimmen zu
kébnnen, wurden  zundchst Kalibriergeraden fir den jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoff erstellt. Dafir wurde 1 mg Cy5-Alkin bzw. 1 mg Cy7-
Maleimid in jeweils 1 ml DMSO gel6st. Mit Hilfe der Farbstoff-Stammldsungen
wurden Verdinnungen bekannter Konzentrationen in Wasser angefertigt. Die
Konzentrationen der in Tabelle 7 aufgefihrten Verdinnungsreihen wurden so
gewahlt, dass die photometrisch bestimmte Extinktion bei allen Proben unter

einem Wert von 1 liegt.

Tabelle 7: Verdinnungsreihen der Fluorophor-Stammlésungen in Wasser

Fluorophor- Wasser [pl] Konzentration
Stammldsung [ul] [ug/ml]
4,12 995,88 4,10
Cy7 3,09 996,91 3,10
2,06 997,94 2,10
1,03 998,97 1,00
0,50 999,50 0,50
5,00 1995,00 2,50
4,00 1996,00 2,00
Cy5 3,00 1997,00 1,50
2,00 1998,00 1,00
1,00 1999,00 0,50
0,50 1999,50 0,25
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Die Extinktionsspektren wurden mit Hilfe des UV/Vis-Spektrometers in 1 nm-
Schritten im Bereich zwischen 400 nm und 900 nm aufgenommen. Die
Messungen wurden im Fall von Cy7 viermal, im Fall von Cy5 dreimal
durchgefuhrt. Die bekannte Konzentration wurde gegen den Mittelwert der
Extinktion am Anregungsmaximum - gemittelt aus allen 4 (Cy7), bzw. 3
Messungen (Cy5) — aufgetragen und eine lineare Fitfunktion an die Daten
angepasst, um eine Kalibriergerade zu erhalten. Das Excitationsmaximum fir
Cy7-Maleimid liegt bei 750 nm [4, das fur Cy5-Alkin bei 646 nm. [7%]

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde das mit Farbstoff funktionalisierte
PGer-SH in Wasser gelost (siehe Tabelle 8) und ein Extinktionsspektrum
aufgenommen. AnschlieBend wurde der Wert fur die Extinktion am
Anregungsmaximum abgelesen, in die Geradengleichung eingesetzt und so die
Konzentration des an PGer-SH gebundenen Cy7-Maleimids bzw. Cy5-Alkins

berechnet.

Tabelle 8: Ubersicht der Fluorophor-gelabelten Thiomer-Konzentrationen

Ansatz PGer-SH-Konzentration [mg/ml]
PGer-SH-Cy7-1 0,6
PGgr-SH-Cy7-2 0,7
PGer-SH-Cy5-1 0,25
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4.3.2 Nanopartikel-Herstellung in inverser Miniemulsion

Wie bereits unter Punkt 3.2.2 erlautert, existiert eine Vielzahl unterschiedlicher
Verfahren und Mdglichkeiten, die eine NP-Synthese ermdglichen. In dieser Arbeit
wurde die Herstellung von NP in inverser Miniemulsion gewéhlt. Die Herstellung
der NG erfolgte in Anlehnung an zwei Ver6ffentlichungen von Professor J. Groll,
S. Singh und Kollegen. 3! [16]

Die Darstellung der inversen Miniemulsion erfolgte in allen Fallen durch
Ultraschallbehandlung mit einem Ultraschall-Horn fir 60 s. Dabei wurden
folgende Einstellungen verwendet: Beschallung: 0,4 s; Pause: 0,6 s; Intensitat:
10 %.

4.3.2.1 Redox-sensitive Nanopartikel

Fur die Darstellung der inversen Miniemulsion wurden 14,06 mg des
oberflachenaktiven Tensids Span 80 und 4,68 mg des Tensids Tween 80
(Verhaltnis 3:1) in 625 pl n-Hexan gelost. Weiterhin wurde eine Lésung von
25 mg) PGEner-SH, je nach Charge mit Fluorophor funktionalisiert, in 62,5 pl
PBS-Puffer (0,04 M; pH = 7,4) hergestellt. Die beiden Lésungen wurden in einem
15 ml-Falcon-Tube vereint und durch Schitteln gemischt. Die Herstellung der
inversen Miniemulsion erfolgte durch Ultraschallbehandlung mit einem
Ultraschall-Horn fur 60 s. Um eine Uberhitzung zu verhindern wurde die Probe
wahrend der Beschallung mit Hilfe eines Eisbads gekihlt. Anschlieend wurden
30 ul einer 0,1 molaren Alloxan-Losung (hergestellt mit 0,04 molarem PBS-
Puffer, pH = 7,4) zu der Miniemulsion gegeben, um die Quervernetzung der
PGErer-SH-Polymerketten tber Disulfidbriicken zu initiieren. Direkt nach der
Zugabe des Katalysators wurde die Reaktionslésung noch einmal fir 60 s mit
Ultraschall behandelt. Die Reaktionslésung wurde daraufhin fur 20 Minuten unter
Eiskihlung kontinuierlich geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer 2-
Hydroxyethylacrylat-Lésung (HEA-L6sung) (30 ul HEA in 1 ml 0,04 molarem
PBS; pH = 7,4), die der Absattigung freier Thiol-Gruppen dient, gestoppt. Das
Reaktionsgemisch wurde fur weitere 20 Minuten unter Eiskiihlung gerihrt. Im
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Anschluss wurde das Reaktionsgemisch in 2 kleinere Eppendorf-Safe-Lock-
GefalRe Uberfuhrt und der Falcon-Tube mit 1 ml PBS-Puffer (0,04 M; pH = 7,4)
gewaschen. Die Trennung der wassrigen Phase von der organischen Hexan-
Phase erfolgte durch 20-minutiges Zentrifugieren bei 10 000 Umdrehungen pro
Minute (Rotor 12 154-H, 3167 xg) und anschlieRendem Abnehmen des
organischen Uberstandes. Um die in der wéassrigen Phase vorliegenden NP
vollstandig von Tensid-Resten und nicht abreagiertem Rest-Polymer zu befreien,
wurden sie jeweils 3-mal mit 0,25 ml Hexan sowie 2-mal mit 0,5 ml THF
gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde die Probe zentrifugiert (Rotor
12 154-H, 3167 x g, 20 min, 10 000 U/min), der Uberstand entfernt und die zum
Teil aggregierten NP wieder redispergiert. Die abschlielende Aufreinigung und
Entfernung der verbliebenen organischen Losungsmittel erfolgte durch Dialyse
(MWCO: 12 000 — 14 000) gegen Reinstwasser, im letzten Durchgang gegen
0,01 molaren PBS-Puffer (pH = 7,4). Die gereinigten NG-Dispersionen wurden

bei 4°C im Kuhlschrank aufbewabhrt.

4.3.2.2 Redox-sensitive Nanopartikel mit Zellaufnahmeprotein Tat
Die Herstellung der NP, welche mit dem Zellaufnahmeprotein Tat funktionalisiert

sind, erfolgte analog zu der Synthese der ,Standard“-NP (siehe Kapitel 4.3.2.1).
Der einzige Unterschied besteht in der Zusammensetzung der wassrigen Phase:
Das je nach Verwendungszweck der NG mit Fluorophor funktionalisierte oder
nicht funktionalisierte PGen/er)-SH (eingesetztes Polymer siehe Tabellen 9 und
10) wurde in nur 60 ul 0,04 M PBS-Puffer (pH = 7,4) geldst, anschlielRend wurden
2,5 pl einer Tat-Protein-Losung (c = 50 mg/ml in 0,04 M PBS-Puffer [pH = 7,4])
der wassrigen Phase beigefligt, so dass das Verhaltnis der organischen zur

wassrigen Phase im Vergleich zu den ,Standard“-NP beibehalten wird.
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Tabelle 9: Ubersicht der ,Standard“-NP und NP mit

hergestellt aus esterhaltigem/esterfreiem PG-SH

4 Material und Methoden

Zellaufnahme-Protein Tat,

Probe Art des Polymers [u-g;l:ll] THE;:V%/ﬁftCh'

NG 1 PGen-SH - nein

NG_ 2 PGen-SH - ia

NG_ 3 PGer-SH - ia

NG_ 4 PGer-SH ] ia
NG_TAT 1 PGer-SH 50 ja
NG_TAT 2 PGer-SH 50 ja

Tabelle 10: ,Standard“-NP und NP mit Zellaufnahme-Protein Tat, hergestellt aus

Fluorophor funktionalisiertem esterhaltigem/esterfreiem PG-SH

Anteil des
gelabelten Tat THF-
Probe Art des Polymers Wasch-
Polymers an [ug/ul] .
Schritt
Gesamtmenge [%]
NG680_1 20 PGen-SH-AF680-1 - nein
NG680_2 5 PGen-SH-AF680-1 - nein
NG680_3 5 PGen-SH-AF680-1 - nein
NG680_4 100 PGen-SH-AF680-2 - ja
NGCy7_1 100 PGer-SH-Cy7-2 - ja
NGCy5_1 100 PGer-SH-Cy5-1 - ja
NG680_TAT_1 40,4 PGen-SH-AF680-1 50 nein
NG680_TAT_2 100 PGen-SH-AF680-2 50 ja
NGCy5_TAT_1 100 PGer-SH-Cy5-1 50 ja
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4.3.2.3 Nicht redox-sensitive Nanopartikel via Michael-Addition

Analog zur Herstellung der redox-sensitiven NP wurden fur die Herstellung der
inversen Miniemulsion 14,06 mg Span 80 und 4,68 mg Tween 80 (Tenside im
Verhaltnis 3:1) in 625 pl n-Hexan geldst. Fiur die Darstellung der wéssrigen
Phase wurden 25 mg PGegr-SH, je nach Verwendungszweck mit Fluorophor
funktionalisiert, in 62,5 pl 0,04 M Phosphat-Puffer (pH = 8) geldst. Die beiden
Phasen wurden zusammen in einen 15 ml-Falcon-Tube gegeben und durch
Schiitteln gemischt. Es folgte die Darstellung der inversen Miniemulsion durch
Ultraschallbehandlung mit einem Ultraschall-Horn fur 60 s analog zu der
Synthese der redox-sensitiven NP unter Eiskihlung (vgl. Kapitel 4.3.2.1). Direkt
im Anschluss an die Beschallung wurden 7 pul (7,82 mg; 13,6 umol)
Polyethylenglycol-Diacrylat (PEGDA), bzw. 14 ul (15,64 mg; 27,2 pumol) zu der
Miniemulsion hinzu pipettiert. Nach der Zugabe von PEGDA, das als
Quervernetzer zwischen den Thiol-Gruppen der Polymere fungiert, wurde die
Reaktionslésung noch einmal fur 60s mit Ultraschall behandelt. Das
Reaktionsgemisch wurde anschlie3end fur 20 bzw. 40 Minuten unter Eiskiihlung
kontinuierlich gerihrt. Nach Ablauf der 20 bzw. 40 Minuten wurde die Reaktion
durch Zugabe einer HEA-L6sung (30 pl HEA in 1 ml 0,04 M Phosphat-Puffer;
pH = 8) gestoppt. Das Reaktionsgemisch wurde fir weitere 20 Minuten unter
Eiskiihlung gerthrt. Im Anschluss wurde die Reaktionslosung in 2 kleinere
Eppendorf-Safe-Lock-Gefal3e Uberfihrt und der Falcon-Tube mit 1 ml 0,04 M
Phosphat-Puffer (pH = 8) gewaschen. Die Trennung der wassrigen Phase von
der organischen Hexan-Phase erfolgte durch 20-minitiges Zentrifugieren bei
10 000 Umdrehungen pro Minute (Rotor 12 154-H, 3167 xg) und
anschlieRendem Abnehmen des organischen Uberstandes. Die weitere
Aufbereitung, Aufreinigung und Lagerung der in der wassrigen Phase
vorliegenden NP erfolgte analog dem unter Punkt 4.3.2.1 beschriebenen

Procedere.
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Tabelle 11: Nicht redox-sensitive NP, hergestellt via Michael-Addition

Anteil des
gelabelten Reaktions- THF-
Probe Polymers an PAOIrt r?fa?s PE[GII]DA zeit Wasch-
Gesamtmenge y H [min] Schritt
[%0]
NG_MA 1 - PGer-SH 7 20 ja
NG_MA_2 - PGer-SH 14 40 ja
NG680_MA 1 5 PGen-SH- 7 20 nein
AF680-1
NGCy7_MA_1 100 PGEer-SH-Cy7-2 7 20 ja

4.3.2.4 Nicht redox-sensitive Nanopartikel via UV-Click-Reaktion
Eine weitere Methode nicht reduktiv degradierbare NG zu synthetisieren ist die

Herstellung Gber UV-induzierte Click-Chemie.

Auch in diesem Fall wurden entsprechend der bereits beschriebenen Partikel-
Synthesen 14,06 mg Span 80 und 4,68 mg Tween 80 (Verhéltnis 3:1) in 625 pl
n-Hexan geldst, wahrend 12,5 mg PGer-SH und 12,5 mg PG-stat-AGE in 62,5 pl
0,04 M PBS-Puffer (pH =7,4) gelost wurden. Die beiden Lésungen wurden
zusammen in einen 15 ml-Falcon-Tube gegeben und durch Schitteln gemischt.
Es folgte die Herstellung der inversen Miniemulsion durch Ultraschallbehandlung
mit einem Ultraschall-Horn fir 60 s unter Kihlung mit Hilfe eines Eisbads.
Unmittelbar nach der Ultraschallanwendung wurden 4,5 mg (17,6 pumol) des
(DMPA) zu

Miniemulsion hinzugegeben und diese anschliel3end noch einmal 60 s mit Hilfe

Fotoinitiators ~ 2-2-Dimethoxy-2Phenyl-acetophenon der

des Ultraschall-Horns unter Eiskihlung beschallt. Es folgte die UV-induzierte
Quervernetzung der Polymere. Dazu wurde das Reaktionsgefal3 mit der darin
auf einer

enthaltenen Miniemulsion bei Raumtemperatur

Strahlenfeld von 4 UV-Licht-Wirfeln (Wellenlange des Lichts A: 360 nm)

Ruhrplatte im
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befestigt, die Konstruktion mit einem Karton als Sichtschutz abgedeckt, der Laser
eingeschaltet und die Reaktion so gestartet. Nach 120 Minuten wurde der Licht
abgeschaltet und die Reaktion abgebrochen. Daraufhin wurde das
Reaktionsgemisch in 2 kleinere Eppendorf-Safe-Lock-Gefal3e uberfuhrt und der
Falcon-Tube mit 1 ml 0,04 M PBS-Puffer (pH = 7,4) gewaschen. Die Trennung
der wassrigen Phase von der organischen Hexan-Phase erfolgte durch 20-
minutiges Zentrifugieren bei 10 000 Umdrehungen pro Minute (Rotor 12 154-H,
3167 x g) und anschlieBendem Abnehmen des organischen Uberstandes. Im
Fall des ersten auf diese Weise hergestellten NG NG_Click_1 war die
Aufbereitung und Aufreinigung der NP im Weiteren identisch der
Vorgehensweise bei den redox-sensitiven NP (3-maliges Waschen mit 0,25 ml
Hexan, 2-maliges Waschen mit 0,5ml THF). Bei der Aufbereitung von
NG_Click_2 entfielen die Waschschritte mit organischen Ldsungsmitteln.
Stattdessen wurden die Partikel 2-mal mit 0,5 ml eines 0,04 M PBS-Puffers
gewaschen. Auch hier wurde der Uberstand, sofern sich dieser beim
Zentrifugieren gebildet hatte, abgenommen und die aggregierten NP wurden
wieder gelost. Die abschlieRende Aufreinigung und Entfernung der verbliebenen
organischen Ldsungsmittel erfolgte in beiden Fallen durch Dialyse (MWCO:
12 000 — 14 000) gegen Reinstwasser, im letzten Durchgang gegen 0,01 M PBS-
Puffer (pH = 7,4). Die gereinigten NG-Dispersionen wurden bei 4°C im
Kihlschrank aufbewahtrt.

Tabelle 12: Nicht redox-sensitive NP, hergestellt via UV-Click-Reaktion

Probe Art des Polymers Wasch-Schritt mit org.
Losungsmitteln
NG_Click_1 PGee-SH, PG-stat-AGE ja
NG_Click 2 PGer-SH, PG-stat-AGE nein
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4.3.3 Charakterisierung der Nanopartikel

Bei der Partikelcharakterisierung kamen zwei unterschiedliche Methoden zur
Anwendung: Dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, DLS) und
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Das jeweilige Funktionsprinzip wurde
bereits im Kapitel 3.3 ,Charakterisierung von kolloidalen Systemen* erlautert.

4.3.3.1 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Bei der Charakterisierung mittels DLS wurden die reinen NP-L&sungen
verwendet. 300 pl der NG-Proben wurden unverdinnt und ungefiltert bei
Raumtemperatur gemessen. Die Messung erfolgte in 3 Zyklen mit einer
jeweiligen Dauer von 5 Minuten. Fiur die Viskositat der wassrigen Losungen
wurde ein Wert von 0,933 cPs und fir den Brechungsindex ein Wert von 1,333
angenommen. Diese Werte entsprechen den fur Wasser bekannten Daten bei
Raumtemperatur. Die Wellenlange A des verwendeten Lasers betrug 635 nm bei
einem Winkel von 90 Grad zwischen Lichtquelle und Detektor.

4.3.3.2 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Die Vorbereitung der Proben fur die Partikelcharakterisierung mittels NTA
beinhaltete eine Verdinnung der NP-Losung und anschlieRendes Filtern. Die
urspriunglichen NG wurden je nach Opazitdt bzw. Farbintensitat bei den
Fluorophor enthaltenden Losungen um einen Faktor von 10 bis 780 verdinnt (vgl.
Tabelle 13). Das Volumen der verdiinnten NP-Losungen betrug stets 2 ml, da der
Verlust durch das Filtern erfahrungsgemanR mindestens 0,5 ml Losung betragt.

Als Filtermaterial wurde Nylon mit einer Porengrdf3e von 1,2 um gewabhilt.

Die fur die Aufnahme und die Analyse des Videos verwendeten Einstellungen
wie Camera Level und Detection Threshold (Erfassungs-Schwelle) variierten von
Messung zu Messung. Die Dauer der Videoaufnahme betrug immer 60 s. Bei der
Wahl des Camera Levels war darauf zu achten, ein Level einzustellen, welches

die Partikel zwar erkennen, sie aber nicht von Anfang an zu intensiv erscheinen
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lasst, um eine Stérung der Partikeldetektion durch Uberstrahlung zu vermeiden.
Der Detection Threshold war so zu bestimmen, dass die Software der NTA auch
kleine Partikel noch mit in die Analyse einbezogen, ,zu kleine“ Partikel,
Unreinheiten und Uberstrahlte Bereiche im Hof groerer Partikel aber nicht
mitbertcksichtigt wurden.

Tabelle 13: Verdinnungen der Proben fur die Partikelcharakterisierung mittels NTA

Probe Verdunnungsfaktor
NG 1 10
NG_2 10 und 15
NG_3 780
NG_4 39
NG _TAT 1 780
NG_TAT 2 39
NG _MA 1 39
NG_MA_2 40
NG_Click_1 39
NG_Click_2 30
NG680_1 15
NG680 2 15 und 30
NG680_3 30
NG680_4 15 und 30
NG680_TAT 1 30
NG680_TAT 2 30 und 39
NGCy7_1 80
NGCy5 1 15
NGCy5 TAT 1 15
NG680_MA_1 30
NGCy7 MA _1 80

56




4 Material und Methoden

4.3.4 Bestimmung der Stabilitat der Nanopartikel unter physiologischen

Bedingungen

4.3.4.1 Vorbereitung der Proben

Getestet wurde die Stabilitat eines redox-sensitiven und eines nicht redox-
sensitiven via Michael-Addition hergestellten NG. Verwendet wurde nur die
stabile, klare NG-Phase, die keinerlei Aggregate enthalt. Dafir wurden pro NG
jeweils 6 Eppendorf-Safe-Lock-Gefal3e unter sterilen Bedingungen mit 2000 pl
DMEM (Medium) befillt. Zu dem Medium wurden anschliel3end 50 pl der redox-
sensitiven NP-Losung (NG _3), bzw. 50 ul der via Michael-Addition hergestellten
NP-L6sung (NG_MA _1) unter sterilen Bedingungen hinzu pipettiert.

4.3.4.2 Versuchsaufbau

Die insgesamt 12 Proben wurden bei 37 °C in einem Warmeschrank inkubiert.
Nach 24 h, 48 h, 72 h, 120 h, 7 d und 14 d erfolgte die Enthahme einer Probe pro
NG aus dem Warmeschrank zur Bestimmung der PartikelgréRe und der
Partikelkonzentration mit Hilfe einer NTA-Messung. Die Proben wurden ohne
weitere Verdinnung oder Filterung gemessen, um Verunreinigungen,
Aggregatbildung oder einen Verlust an Partikeln zu vermeiden. Die Messungen
wurden 4- bis 5-mal wiederholt. Zusatzlich wurde zum Zeitpunkt O eine
Charakterisierung der NP in DMEM durchgefihrt, um einen Ausgangswert fir

GroRRe und Konzentration zu erhalten.
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4.3.5 Wechselwirkung von redox-sensitiven Nanopartikeln mit Bovinem

Serumalbumin

4.3.5.1 Labeling von Bovinem Serumalbumin mit Cy5-NHS-Ester

Zur Markierung von Proteinen mit einem Fluoreszenzfarbstoff wird in der Regel
ein Fluorophor, das eine NHS-Ester-Funktionalitéat besitzt, verwendet. Grund
dafir ist die Fahigkeit des NHS-Esters mit Aminofunktionen, wie sie in Proteinen

und Peptiden vorkommen, kovalente Bindungen einzugehen.

Die Vorgehensweise bei der Funktionalisierung von BSA mit Cy5-NHS-Ester

wurde einem Protokoll der Herstellerfirma des Fluorophors entnommen. [76]

Zunachst wurden 50 mg BSA abgewogen und die bendtigte Farbstoffmenge mit

Hilfe der auf dem Protokoll angegebenen Formel (3) berechnet.

8xzu labelndes BSA [mg|xMolgewicht NHS—Ester[Da
NHS — Ester[mg]| = [ g]. g [Da] (3)
Molgewicht BSA[Da]

Das Gesamt-Volumen der Reaktionslosung, die im Idealfall eine
Proteinkonzentration von 1-10 mg/ml aufweisen soll, betrug 5 ml. Aufgrund der
schlechten Wasserldslichkeit des Cy5-NHS-Esters wurde zur Herstellung der
Farbstoff-Stammlésung DMSO verwendet. Dazu wurden 3,6 mg (5,84 umol)
Cy5-NHS-Ester in 500 ul DMSO gelést. Das Protein (50 mg; 758 nmol) wurde
hingegen in 4500 pl 0,1 M Tris-Puffer (pH = 8,4) gel6st. Nach erfolgter Auflésung
des Proteins wurde die Cy5-L6sung zur BSA-L6sung gegeben und durchmischt.
Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur fir 4 h kontinuierlich geruhrt
und vor Licht geschitzt. Die Abtrennung des nicht reagierten Rest-Farbstoffes
und des organischen Ldsungsmittels, sowie das Reinigen des
Reaktionsproduktes erfolgten durch Ausfallung mit Ethanol. Nach Zugabe von
Ethanol im Uberschuss wurde die Reaktionslésung fiur 30 min bei
4500 Umdrehungen pro Minute (Rotor 11180, 3893 x g) zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde abgenommen und das ausgefallene mit Cy5 funktionalisierte
BSA nach der Gefriertrocknung (-5,2 °C; 160 mbar) erhalten.

4.3.5.2 Charakterisierung der Nanopartikel-Serumalbumin-
Wechselwirkungen mittels UV/Vis-Spektroskopie

Mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie sollten Untersuchungen zu den
Wechselwirkungen von redox-sensitiven NP mit BSA durchgefihrt und ein

Nachweis fir eine mogliche Proteinadsorption an die Partikel erbracht werden.

Es gilt: die Extinktion eines Stoffes am Excitationsmaximum ist proportional zur
Konzentration dieses Stoffes. Um eine Konzentrationsbestimmung von mit Cy5
(Excitationsmaximum = 646 nm) markiertem BSA durchfihren und somit auch
die Proteinadsorption nachweisen zu koénnen, wurde zunachst eine
Kalibriergerade fur mit Cy5-NHS-Ester funktionalisiertes BSA erstellt. Hierfur
wurde 1 mg BSA-Cy5 in 10 ml 0,1 M PBS-Puffer (pH = 7,4) gel6st. Von dieser
Stammldsung (c = 100 pg/ml) ausgehend wurden anschlieend mit 0,1 M PBS-
Puffer Verdiinnungen bekannter Konzentrationen angefertigt. Fr jede Probe der
Verdinnungsreihe wurde mit Hilfe des UV/Vis-Spektrometers ein
Extinktionsspektrum im Bereich zwischen 400 nm und 800 nm aufgenommen.
Die Messung wurde im Triplikat durchgefuhrt. Fir das Erstellen der
Kalibriergeraden wurde die bekannte Konzentration gegen den Mittelwert der
Extinktion am Anregungsmaximum - gemittelt aus allen 3 Messungen -
aufgetragen und eine lineare Regression durchgeftihrt. Die daraus erhaltene
Geradengleichung wurde zur Berechnung der Farbstoffkonzentration

herangezogen. Das Excitationsmaximum liegt bei 646 nm.

Nach Ermittlung der Geradengleichung wurden die zu messenden Proben zur
Bestimmung der Proteinadsorption vorbereitet. Dafiir wurden insgesamt
3 Eppendorf-Safe-Lock-Gefalie zunachst mit jeweils 1 ml NP-Lésung (Probe 1:
NG_2; Probe 2: NG_3; Probe 3: NG_TAT_1) beflllt und 0,2 ml einer mit Cy5-
NHS-Ester funktionalisierten BSA-PBS-Losung (pH =7,4; BSA 50 pg/ml)
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hinzugefligt. Die BSA-Cy5-Konzentration der Proben betrug somit 8,3 pug/mi.
AnschlieRend wurden die Proben fur 15 min bei 14 000 Umdrehungen pro Minute
(Rotor 12154-H, 4434 x g) zentrifugiert. Es folgte die Messung der Extinktion des
Uberstandes mit dem UV/Vis-Spektrophotometer. Ein Extinktionsspektrum
wurde fur den Wellenlangenbereich von 400 nm bis 800 nm aufgenommen. Die
BSA-Cy5-Konzentration im Uberstand wurde mit Hilfe der zuvor bestimmten
Geradengleichung durch Einsetzen des Extinktions-Wertes  am
Anregungsmaximum berechnet. Die Menge des an die NP absorbierten BSA
wurde anhand der Proteinkonzentration im Uberstand und der Menge des zu

Beginn des Versuchs hinzugegebenen BSA ermittelt.

4.3.6 Untersuchungen zur Zellaufnahme redox-sensitiver Nanopartikel

4.3.6.1 Zellkultur

Alle Studien zur Zellaufnahme von redox-sensitiven NP wurden unter
Verwendung von Hela-Zellen durchgefuhrt. Die verwendeten Hela-Zellen
entstammen der laufenden Zellkultur des Biozentrums der Universitat Wrzburg.

Die Kultivierung erfolgte vor Ort durch die technischen Angestellten.

4.3.6.1.1 Kultivierung der HeLa-Zelllinie

Die Kultivierung der HelLa-Zellen erfolgte in Standard-Zellkulturflaschen im
Brutschrank bei 37°C und einem CO2-Gehalt von 5%. Als Nahrmedium kam
RPMI-1640, welches bereits vom Hersteller aus Natriumbicarbonat und L-
Glutamin enthalt, zum Einsatz. Zusatzlich wurden 100 Einheiten Penicillin pro
Milliliter, 100 Einheiten Streptomycin pro Milliliter, 10 % FCS (fetal calf serum),
nicht essentielle Aminosauren sowie Phenolrot als pH-Indikator zugesetzt. Das
Passagieren, das bedeutet die Verdiinnung der Zelldichte und das Anlegen einer
Subkultur, erfolgte bei Erreichen der 70%igen Konflueszenz (zu 2/3
geschlossene Monolayer-Decke), ca. dreimal pro Woche. Fir die Durchflihrung

der Zellpassage wurde das Medium entfernt und die Zellen anschliel3end mit PBS
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gewaschen. Die adharenten Zellen wurden durch 10-minitiges Einwirken einer
Trypsin-EDTA-L6sung in PBS (0,05% Trypsin, 0,02% EDTA) vom
Flaschenboden abgeldst. Das proteolytisch aktive Verdauungsenzym Trypsin
sorgt fur die Ablosung der HeLa-Zellen von der Unterlage, wahrend EDTA der
Komplexierung von Calcium- und Magnesium-lonen dient. /1 Nach 10 Minuten
wurde erneut das Medium RPMI-1640 hinzugegeben und die Zellsuspension
daraufhin zentrifugiert. Es folgte das Abschitten des Uberstandes, die
Redispergierung des Zell-Pellets in RPMI-1640 und die Uberfuihrung in ein neues
Kultivierungsgefal.

Fur die Mikroskopie-Messungen mussten die HelLa-Zellen in Mikroskopie-
Kammern Uberfihrt und kultiviert werden. Die Kultivierung in Sarstedt-Kammern
(8-well) mit einer Zelldichte von 4 x 10* Zellen pro Well erfolgte im Brutschrank,
beginnend 24 h vor einer Messung. Wie bei der laufenden Zellkultur beschrieben
wurde RPMI-1640 mit den oben genannten Zusatzen als N&hrmedium

verwendet, jedoch ohne Zusatz von Phenolrot.

4.3.6.2 Fluoreszenz Mikroskopie —in vitro live imaging

Die Untersuchungen zur Aufnahme von redox-sensitiven NP in die Zelle wurden
von Mitarbeitern des Lehrstuhls fir Biotechnologie und Biophysik am Biozentrum
der Universitat Wirzburg durchgefiihrt. Fir die Messungen kam ein Weitfeld-
Mikroskop (Olympus I1X71 fir Fluoreszenz-Mikroskopie, Fa. Olympus America
Inc. USA) zur Anwendung.

Das Weitfeld-Mikroskop setzte sich aus einem Anregungsarm, einem Mikroskop
und einem Detektionsarm zusammen. Jede dieser drei genannten Einheiten war

fest auf einem schwingungsgedampften Optiktisch verankert.

Fur die Messungen wurde die HeLa-Zellen enthaltende Messkammer Gber dem
Olimmersionsobjektiv mit 60facher VergréRerung (NA = 1,35, UPlanSApo 60XO,
Olympus) des inversen Mikroskops (Olympus 1X71) positioniert. Der vom

Anregungsarm ausgehende Laserstrahl wurde auf die hintere Fokalebene des
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Objektivs fokussiert. Dadurch wurde das anregende Licht ausgeweitet, was dazu
fuhrte, dass es parallel auf die Probe treffen konnte. Um die mit AlexaFluor 680
(Anregungsmaximum: 680 nm) oder Cy5 (Anregungsmaximum: 647 nm)
markierten NG-Partikel identifizieren zu kénnen, wurden ein 640 nm-Diodenlaser
(OBIS 640 LX, Coherent, max. 100 mW) und die dazu passenden Filter
(Anregung: LD01-640/8, Semrock; Emission: ET700/75m Bandpass, Chroma
Technology) eingesetzt. Das von den angeregten Partikeln emittierte
Fluoreszenzlicht wurde durch das Objektiv wieder aufgenommen. Die Trennung
von den Anregungswellenlangen erfolgte mit Hilfe eines dichroitischen Spiegels
(Q6601p, Chroma Technology). AnschlieRend wurde die emittierte Strahlung an
eine CCD-Kamera (pco.pixelfly ush, PCO) weitergeleitet. 78l [79] [80]

Die Inkubation der HeLa-Zellen mit NP in den Messkammern erfolgte mit 50 pl
NG-Stamml6sung (Konzentrationen zwischen 8 x 10! und 1,8 x 10°) auf 500 pl
Medium oder 500 pl PBS pro Well. Wahrend die Inkubationszeit variierte (1 h,
1,45 h, 2h, 4h, 8h), betrug die Belichtungszeit stets 25 ms bei einer
Laserintensitat von 100 mW.
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5.1 Funktionalisierung von Polyglycidol-Thiomeren

Die Funktionalisierung von Polymeren ist eine weit verbreitete Methode, welche
es ermaglicht, reaktive Gruppen einzufihren und diese zum Beispiel fur die
Anbindung von Peptiden zu verwenden. In der vorliegenden Arbeit wurde das
PGE&rer-SH mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen funktionalisiert, um die
daraus hergestellten NP fir die Methoden der Fluoreszenz-Mikroskopie und der
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie sichtbar zu machen. Dabei sollte in
erster Linie ein mdoglichst effizientes und reproduzierbares Verfahren zur
Markierung von PGEenern-SH mit einem Fluorophor gefunden werden.
Insbesondere war darauf zu achten, das PGEHnER-SH ausreichend zu
funktionalisieren ohne storende Quenching-Effekte, das bedeutet ein
gegenseitiges Ausloschen der Farbstoffmolekiile, hervorzurufen.

5.1.1 Funktionalisierung mit Alexa Fluor 680-Maleimid

Fur die beiden Ansatze PGen-SH-AF680-1 und PGen-SH-AF680-2, die sich
weder in der Menge des eingesetzten Polymers noch in der Menge des fur die
Reaktion verwendeten Alexa Fluor-Maleimids unterscheiden, gilt, dass bei
100%igem Umsatz der Reaktion lediglich jede 41. Polymerkette mit einem
Fluorophor-Molekil funktionalisiert wird. Da sich das Dialysewasser bei der
Aufreinigung, die der Entfernung freien, nicht abreagierten Farbstoffs dient, auch
nach dem ersten Dialysewasser-Wechsel in der Farbe des Farbstoffes noch
leicht blau farbt, ist davon auszugehen, dass der Umsatz beziiglich des
Farbstoffs Alexa Fluor-Maleimid unter 100% liegt. Weiterhin trat bei der Dialyse
des Ansatzes PGen-SH-AF680-1 (MWCO 3000) auch ein Verlust von 57% des
zu Reaktionsbeginn eingesetzten Polymers auf. Es handelt sich hierbei wohl um
niedermolekulare Bestandteile des Ausgangspolymers welche, wie man aus der
Farbung des Dialysats schlieen kann, teilweise auch markiert sind. Die

Blaufarbung des Dialyse-Wassers kommt somit durch die Kombination von
63



5 Ergebnisse

freiem Alexa Fluor 680 und an PGen-SH gekoppeltes Alexa Fluor 680 zustande.
Um den Polymerverlust zu verringern wurde bei der Aufarbeitung weiterer
Ansatze ein Dialyseschlauch mit MWCO 1000 verwendet. Infolgedessen fallt der
Verlust an Polymer bei dem Ansatz PGen-SH-AF680-2 mit 21% deutlich geringer
aus. Der tatséchliche Markierungsgrad der mit Alexa Fluor 680-Maleimid
markierten Polymere wurde im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der geringen

Verfugbarkeit des Fluoreszenzfarbstoffes nicht untersucht.

5.1.2 Funktionalisierung mit Cy7-Maleimid
Tabelle 14 fasst die Funktionalisierung von PGer-SH mit Cy7-Maleimid kurz

Zusammen.

Tabelle 14: Funktionalisierung von PGgr-SH mit Cy7-Maleimid

A PGer-SH Cy7- 100%iger | Aufreinigungs- | Ausbeute
nsatz o
[mg] Maleimid Umsatz methoden [%]
[mg] theoretisch
Markierung N .
PGer-SH-Cy7-1 200 5 jeder 4. Ausfallen mit 46
Dichlormethan
Polymerkette
Markierung :
PGer-SH-Cy7-2 | 200 10 jeder 2. D'a'ysledo'\gwco 55
Polymerkette

Die Ansatze PGer-SH-Cy7-1 und PGer-SH-Cy7-2 differieren gegenuber den
Umsetzungen mit Alexa Fluor 680-Maleimid darin, dass esterfreies Polymer
eingesetzt wurde, sowie in der Menge des fir die jeweilige Reaktion eingesetzten
Fluorophors und in der fir die abschlieRende Aufreinigung verwendeten
Methode. Im Fall von PGer-SH-Cy7-1 wurden 5 mg Cy7-Maleimid in die Reaktion
eingebracht, was bei vollstandigem Umsatz zu einer Funktionalisierung jeder 4.
PGer-SH-Kette fuhrt. Dahingegen wurde im Fall von PGer-SH-Cy7-2 die doppelte
Menge Cy7-Maleimid (10 mg) verwendet, was bei 100%igem Umsatz auch in der

Funktionalisierung doppelt so vieler Polymerketten, genauer gesagt jeder 2.
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Kette, resultiert. Die Aufbereitung des Ansatzes PGer-SH-Cy7-1 erfolgte durch
Ausfallen mit Dichlormethan, wohingegen der Ansatz PGer-SH-Cy7-2 gegen
Reinstwasser dialysiert wurde. Tabelle 14 ist zu entnehmen, dass bei beiden
Aufbereitungsmethoden ein Verlust an Polymer zu verzeichnen ist, bei PGer-SH-
Cy7-1 sind es 54%, bei PGer-SH-Cy7-2 sind es 45%.

Wie Dbereits bei der Dialyse der mit Alexa Fluor-Maleimid funktionalisierten
Ansatze, zeigt sich auch bei der Dialyse von PGer-SH-Cy7-2 eine Einfarbung des
Dialysewassers, die aber deutlich intensiver ausféllt und auch beim 4. Dialyse-
wasser-Wechsel noch mit bloBem Auge detektierbar ist. Diese starke
Grunfarbung ist sicher auf die im Gegensatz zu PGen-SH-AF680-1 und -2
deutlich gro3ere Menge eingesetzten Farbstoffes zurtickzufiihren und lasst auch
hier darauf schliel3en, dass kein 100%iger Reaktionsumsatz stattgefunden hat,
sondern freies Cy7-Maleimid zusammen mit an PGer-SH gebundenem

Fluorophor bei der Dialyse verloren geht.

5.1.2.1 Bestimmung des Markierungsgrades durch UV/Vis-Spektroskopie

Da insbesondere die Effizienz dieser Reaktion von Interesse ist, wird mit Hilfe
einer zuvor erstellen Kalibriergeraden, die Cy7-Maleimid-Konzentration in den
Produkten beider Ansatze ermittelt, um die Menge des an PGer-SH gebundenen
Farbstoffs zu kalkulieren. Das Vorgehen bei der Konstruktion der
Kalibriergeraden wurde in Kapitel 4.3.1.4 erlautert. In Abbildung 8 sind die mittels
UV/Vis-Spektroskopie  aufgezeichneten  Extinktionsspektren  (auch als
dekadische Absorbanzspektren bezeichnet) von Cy7-Losungen bekannter
Konzentration, die im Zusammenhang mit der Erstellung der Kalibriergeraden
aufgenommen worden sind, dargestellt. Bei den gezeigten Extinktionsspektren
handelt es sich nicht um Messdaten einer einzigen Messung. Die aufgezeigten
Extinktionsspektren wurden vielmehr (ber die Bildung des arithmetischen
Mittelwertes aus allen gemessenen und zu einer Wellenldnge zugehorigen
Extinktionswerten gezeichnet. Abbildung 9 zeigt die aus den 4 Messungen

gemittelte Kalibriergerade. Die Beziehung zwischen der Extinktion und der Cy7-
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Maleimid-Konzentration wird durch die Geradengleichung y=0,16454 x
beschrieben. Dabei gilt das Lambert-Beersche Gesetz (siehe Formel 4), welches
besagt, dass die Lichtabsorption einer farbigen Ldsung proportional zur
Konzentration einer in einem farblosen Lésungsmittel geldsten Substanz und bei
konstanter Konzentration der geldsten Substanz proportional zur Weglange des
Lichtstrahls durch die Probe ist. Die Extinktion ist ein Malf3 fur die Abschwéachung
einer Strahlung und abhangig von deren Wellenlange. Vernachlassigt man, wie
in analytischen Anwendungen oft gebrauchlich, die an der Abschwéachung der
Strahlung beteiligten Prozesse Beugung und Streuung sowie Lumineszenz
spricht man auch von dekadischer Absorbanz Aio. Das bedeutet: bei einer
Konzentration von ¢ = 0 ist die dekadische Absorbanz A0 = 0 (bzw. bei c = 0 ist
E=0).

AA) =) -c-d

(4)

A(A) = (auch Aig) dekadische Absorbanz fur Licht der Wellenlange A
(friher E = Extinktion)

g(N) = molarer (dekadischer) Absorptionskoeffizient bei der Wellenlange A (m?*mol?)
c = Konzentration der Losung (mol*L™?)
d = Weglange des Lichtstrahls durch die Probe (m)
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71 [——4,12 ug Cy7/mi
064 | — 3,09 ug Cy7/ml
| | —— 2,06 pg Cy7/ml
054 | — 1,03 pg Cy7/ml
—0,5 yg Cy7/ml

Abs [a.u.]

T T T T T T T N T
400 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abbildung 8: UV/Vis-Absorptions-Spektroskopie einer Cy7-Maleimid-L6sung
unterschiedlicher Konzentrationen — mittleres Extinktionsspektrum bestimmt aus 4
Messungen

0.7
06
05
04

0,3

Abs bei 750 nm [a.u.]

0,21

0,1

m  Mittelwert aus 4 Messungen und Standardabweichung
Lineare Ausgleichsgerade
010 T T M T T T M T

0 1 2 3 4

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 9: Kalibriergerade zur Bestimmung der in einer PGgr-SH-Cy7-LOsung
befindlichen Cy7-Maleimid-Konzentration — basierend auf der Extinktion des Farbstoffs
Cy7-Maleimid am Anregungsmaximum (Geradengleichung: y = 0,16454 x)
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Fur die Berechnung der in den Reaktionsprodukten der beiden Ansatze PGer-
SH-Cy7-1 und PGer-SH-Cy7-2 vorhandenen Cy7-Maleimid-Konzentration (in
pug/ml) wird der jeweilige Extinktionswert am Anregungsmaximum (750 nm)
bestimmt und in die Geradengleichung y = 0,16454 x eingesetzt. Abbildung 10
zeigt die mittels UV/Vis-Spektroskopie aufgenommenenExtinktionsspektren der

beiden mit Cy7-Maleimid funktionalisierten PG.

— PG-SH-Cy7-1: 0,6 mg/ml
1|— PG-SH-Cy7-2: 0,7 mg/ml

wv

400 500 600 700 800 200
Wellenlange [nm]

Abbildung 10: Extinktionsspektren der Reaktionsprodukte aus den 2 Ansétzen zur
Funktionalisierung von PGgr-SH

Damit die Effektivitat der beiden Reaktionen besser verglichen werden kann,
erfolgt die Umrechnung in die Stoffmenge n (MW Cy7-Maleimid: 707,34 g/mol).
In Tabelle 15 sind die Ergebnisse dieser Berechnungen aufgefihrt.
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Tabelle 15: Cy7-Maleimid-Konzentration und —Stoffmenge in mit Cy7 funktionalisiertem
PGer-SH

Konzentration | Stoffmenge n Stoff- Stoffmenge
der PG-SH- von PG-SH- | Cy7-Maleimid- | menge | nvon Cy7in
Ansatz Cy7- Cy7in den Konzentration nvon 25 mg PG-
Lésungen Loésungen [ng/ml] Cy7 SH-Cy7
[mg/ml] [nmol] [nmol] [nmol]
PGer-SH- 0,6 90,1 5,04 7,13 297,08
Cy7-1
PGer-SH- 0,7 105,1 4,64 6,56 234,29
Cy7-2

Der erwartete Markierungsgrad der PGer-SH-Ketten wurde nicht erreicht: Anstatt
dass jede 4. (25% Markierungsgrad) bzw. jede 2. (50% Markierungsgrad) PG-
SH-Kette markiert wurde, wurde fur beide Ansétze lediglich ein Markierungsgrad
von ca. 6-8% (d.h. ca. jede 13. -16. Kette) gefunden, wobei auch die
Verdopplung der eingesetzten Cy7-Maleimid-Menge zu keiner Erhdhung des
Markierungsgrades gefuhrt hatte.

Fur die weiteren Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde der

Markierungsgrad des PGer-SH jedoch als ausreichend beurteilt.

5.1.3 Funktionalisierung mit Cy5-Alkin

Fur die Funktionalisierung von PGer-SH mit Cy5-Alkin tber eine UV-induzierte
Click-Reaktion wurden 200 mg (30,02 pmol) Polymer und 5,57 mg (100,2 pumol)
Cy5-Alkin eingesetzt. Bei 100%igem Umsatz sollte somit eine Thiol-Gruppe jeder
3. Polymerkette mit einem Fluorophor-Molekdl reagieren. Bei der Aufreinigung
des Reaktionsproduktes mittels Dialyse (MWCO 1000) ist auch hier eine sehr
starke Blau-Farbung des Dialyse-Wassers zu erkennen, was flr einen
unvollstandigen Umsatz der Reaktion und einen nicht unerheblichen Verlust an
Farbstoff, sowohl in freier als auch in an PGer-SH gebundener Form, spricht.

Auffallend grol3 ist der Verlust an Polymer. Nach abgeschlossener Dialyse
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(MWCO 1000) und Gefriertrocknung wurden 51 mg Produkt isoliert,

entsprechend einer Ausbeute von 25 % bezogen auf das eingesetzte PGer-SH.

Vergleicht man die Ausbeute an Produkt nach Dialyse und Gefriertrocknung von
PGEen-SH-AF680-2 mit ca. 79 % isolierter Ausbeute, PGer-SH-Cy7-2 mit ca. 55 %
Ausbeute sowie PGee-SH-Cy5-1 mit ca. 25 % Ausbeute, deutet dies darauf hin, dass
sich das Edukt im Vergleich zu den anderen Markierungsreaktionen teilweise zu

niedermolekularen Bruchstiicken zersetzt hat.

5.1.3.1 Bestimmung des Markierungsgrades durch UV/Vis-Spektroskopie

Um den Farbstoff-Verlust zu quantifizieren, wurde bei jedem Dialysewasser-
Wechsel eine Wasserprobe entnommen, von dieser mit einem UV/Vis-
Spektrometer ein Extinktions- bzw. Absorbanzspektrum aufgezeichnet und der
Extinktionswert am Anregungsmaximum (646 nm) abgelesen. Anschlie3end
wurde mit Hilfe der fur die Konzentrationsbestimmung des an Polymer
gebundenen Cy5-Alkins erstellten Kalibriergeraden (Abbildung 11) die
Fluoreszenzfarbstoff-Konzentration im Dialysewasser bestimmt. Die Beziehung
zwischen der Extinktion und der Cy5-Alkin-Konzentration wird durch die

Geradengleichung y = 0,26738 x beschrieben.
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Abbildung 11: Kalibriergerade zur Bestimmung der im Dialysewasser / der in einer
PGer-SH-Cy5-Losung befindlichen Cy5-Alkin-Konzentration — basierend auf der
Extinktion des Farbstoffs Cy5-Alkin am Anregungsmaximum (Geradengleichung:

y = 0,26738 x)

Tabelle 16 fasst die Resultate zusammen.

Tabelle 16: Cy5-Alkin-Konzentration im Dialysewasser

Probe | Extinktion Kalkulierte Cy5-Alkin- Cy5-Gehalt in 2 |
bei 646 nm Konzentration in der Probe Dialysewasser
[a.u.] [Lg/ml] (1]
1 0,241 0,901 1802
2 0,208 0,778 1556
3 0,019 0,071 142
4 0,007 0,026 52
5 0,016 0,060 120
6 0,008 0,030 60
7 0,004 0,015 30
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Wahrend der Aufbereitung des Ansatzes PGer-SH-Cy5-1 sind insgesamt
3,76 mg Cy5-Alkin in freier und gebundener Form aus dem Dialyseschlauch
heraus diffundiert, was einem Fluorophor-Verlust von ca. 68 % entspricht.
Aufgrund der oben beschriebenen Befunde bei den Markierungsreaktionen tber
Michael-Additionen kann man davon ausgehen, dass bei der Dialyse (MWCO
1000) der PG-SH-Derivate mit einem mittleren Ausgangs-Molekulargewicht von
ca. 5500 - 6600 offensichtlich ein Polymerverlust von ca. 21 — 45 % auftritt. Nimmt
man weiterhin an, dass auch bei PGer-SH-Cy5-1der Anteil an niedermolekularen
Bestandteilen und damit der Verlust von Polymer bei der Dialyse in diesem
Bereich liegt, spricht dieses Ergebnis daflrr, dass es sich bei dem Fluorophor-
Verlust zu einem grofRen Teil (24 — 48%) um nicht am Polymer gebundenes Cy5-
Alkin handelt. Dies wirde bedeuten, dass die Umsetzung nur unvollstdndig und
die Reaktionsbedingungen suboptimal waren.

Auch fir das Reaktionsprodukt des Ansatzes PGer-SH-Cy5-1 wurde die
Konzentration des im Produkt vorhandenen Farbstoffs Cy5-Alkin photometrisch
ermittelt. Daflr wurde zunachst ein UV/Vis-Spektrum des mit Cy5-Alkin
funktionalisierten Polymers (0,25 mg geldst in 1 ml Reinstwasser) aufgenommen.
Hierbei fallt allerdings auf, dass das gesamte Extinktionsspektrum in positiver
Richtung entlang der y-Achse zu héheren Extinktionswerten verschoben ist. Das
Spektrum weist im Bereich <500 nm und > 700 nm eine deutliche residuale
Extinktion auf. Auch wiederholte Messungen mit verschiedenen fir die
Kalibrierung des UV/Vis-Spektrometers verwendeten Proben als Baseline (BL),
Losungsmitteln und Farbstoff-Polymer-Kombinationen (Reinstwasser, DMSO,
Wasser-DMSO-Gemisch, 5 mg thiol-funktionalisiertes PGer-SH gelOst in
Reinstwasser) anderten nichts an dieser Tatsache. Diese Befunde sprechen
dafur, dass in der Probe noch signifikante Mengen an Nebenkomponenten
(DMPA oder dessen Zersetzungsprodukte) vorhanden sind. Die nach oben
verschobene Baseline des Spektrums spricht dafir, dass die Lésung nicht
homogen ist, sondern ungeloste Komponenten vorliegen, die zu einer
Abschwachung des bei der Messung verwendeten Lichtstrahls fihren. Um zu
vermeiden, dass bei der Konzentrationsbestimmung aufgrund des zu positiveren
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Werten verschobenen Extinktionsspektrums falsch hohe  Cy5-Alkin-
Konzentrationen gefunden wirden, wurde eine rechnerische Baseline-Korrektur
des Extinktionsspektrums durchgefuhrt. Das Extinktionsspektrum wurde entlang
der y-Achse um -0,086 Einheiten verschoben. Das entspricht der mittleren
Differenz der Extinktionswerte zwischen der PGer-SH-Cy5-Ldsung (0,25 mg/ml)
und einer reinen Cy5-Alkin-Lésung (1,5 pg/ml) bei 900 nm, 800 nm, 700 nm und
500 nm. Die Differenz der Werte bei 600 nm wurde nicht beriicksichtigt, da diese
Extinktionswerte im Anregungsbereich des Farbstoffes liegen. Diese
Vorgehensweise kann zu einer gewissen Ungenauigkeit bei der
Konzentrationsbestimmung  fuhren. In  Abbildung 12 sind das
Extinktionsspektrum des Reaktionsproduktes, die diversen
Vergleichsmessungen und das entlang der y-Achse in den Bereich geringerer
Werte korrigierte Extinktionsspektrum von PGer-SH-Cy5-1 dargestellt.

—— H20 - Baseline: H20
—— 5 mg PG-SH in H20 - Baseline: H20
——5mg PG-SH + 1,5 ug Cy5 in H20 - Baseline: H20
5 mg PG-SH in H20 - Baseline: PG-SH in H20
———5mg PG-SH + 1,5 ug Cy5 in H20 - Baseline: PG-SH in H20
—— 1,5 ug Cy5/ml H20 - Baseline: H20
017 = —— PG-SH-Cy5 in H20 - 0,25 mg/ml - Baseline: PG-SH in H20 (korrigiert)
—— 750 pl H20 : 250 pl DMSO - Baseline H20
—— PG-SH-Cy5 - 0,25 mg/ml - Baseline: PG-SH in H20

Abs [a.u.]

I

e
A _

¥ T ¥ T ) T Y T 4 1
400 500 600 700 800 900
Wellenlange [nm]

Abbildung 12: Extinktionsspektrum (original und korrigiert) des Reaktionsproduktes des
Ansatzes PGgr-SH-Cy5-1 (0,25 mg gelost in 1 ml Wasser) und vergleichende
Messungen
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Nach erfolgter Korrektur wurde der am Excitationsmaximum abgelesene
Extinktionswert in die Geradengleichung eingesetzt und die Konzentration von
Cy5-Alkin berechnet. Die Cy5-Konzentration der gemessenen Probe betragt
2,17 pg/ml, was 3,90 nmol entspricht. Auf die fur die NG-Herstellung verwendete
Polymer-Menge von 25 mg hochgerechnet sind das 390 nmol. Verglichen mit
den anderen zuvor beschriebenen Methoden zur Funktionalisierung mit einem
Fluorophor erweist sich die Funktionalisierung tber die UV-induzierte Click-
Chemie bezogen auf den Markierungsgrad somit als am vielversprechendsten.
Es wurde eine Markierung ca. jeder 10. PGer-SH-Kette erreicht. Bezogen auf den
gewlnschten Markierungsgrad von 3 wurde ein Umsatz von 31% des
eingesetzten Cy5-Alkin zu PGer-SH-Cy5 gefunden. Allerdings besteht beztiglich

der Aufreinigung und Ausbeute noch Optimierungsbedartf.
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5.2 Partikelcharakterisierung
In Abbildung 13 sind die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten NP

zusammenfassend aufgefihrt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Verfahren zur
Partikelcharakterisierung angewandt: die Dynamische Lichtstreuung (DLS) und
die Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Im Folgenden wird detailliert auf die
Ergebnisse der Grolenbestimmung der fur die weiteren Messungen (unter

anderem Fluoreszenz-Mikroskopie) verwendeten NP eingegangen.
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rotein Tat rotein Tat rotein Tat i
p e p p Zellaufnahm protein Tat protein Tat
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Abbildung 13: Ubersicht tiber die wahrend der Versuchsphase synthetisierten NG
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5.2.1 DLS - Dynamische Lichtstreuung

Die DLS misst die Streuintensitat des an den NP gestreuten Lichts. Dabei ist die
Rayleigh-Streuung zu beachten, welche besagt, dass die Intensitat | des
Streulichts proportional zur 6. Potenz des Partikeldurchmessers ist (I ~d®). % Die
Tabellen 17 bis 21 fassen die Ergebnisse der Partikelcharakterisierung mit Hilfe
der Dynamischen Lichtstreuung zusammen. Bei den in den Tabellen angegeben

Werten handelt es sich um Mittelwerte (3 Zyklen a 5 Minuten).

5.2.1.1 Redox-sensitive Nanopartikel ohne Fluorophor

Tabelle 17: DLS-Charakterisierung der redox-sensitiven, nicht gelabelten NP

Probe GroRenverteilung P.I

Nach Intensitéat

dmiltel SD

[nm] [nm]
NG_2 274 163 0,355
NG_3 255 125 0,238
NG _TAT_ 1 274 118 0,186

In Abbildung 14 sind die Intensitats-gewichteten Groéf3enverteilungen als
Ergebnis der Charakterisierung der unmarkierten, redox-sensitiven NG mit Hilfe
der DLS graphisch dargestellt. Dabei handelt es sich um Normalverteilungen

nach Gauss.

Die GrolRenverteilungen fallen fir die NG NG_3 und NG_TAT_1 in etwa gleich
breit aus. Dabei ist der durchschnittliche Durchmesser von NG_3 im Vergleich zu
NG_TAT_1 zu etwas kleineren Werten verschoben. Dieser liegt bei
255 nm £ 125 nm. Die durchschnittliche PartikelgroRe von NG_TAT 1 betragt

274 nm £ 118 nm. Im Fall von NG _ 2 fallt die GroRenverteilung etwas breiter aus.
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Dabei ist der Durchmesser im Mittel mit einem Wert von 274 nm = 163 nm aber
nicht wesentlich gréRer als fir NG_3 und NG_TAT _1.

Bei den GroRenverteilungen werden sehr breite Verteilungskurven mit
PartikelgroRen bis zu 700 nm gefunden. Dies spricht dafiir, dass teilweise
grolere, die Messung beeinflussende Partikel oder Aggregate vorliegen. Wie
bereits unter Punkt 3.3.1erwahnt worden ist, sollte bei der Intensitats-gewichteten
GrolRenverteilung die Rayleigh-N&herung beachtet werden, welche besagt, dass
die Streuintensitat eines Partikels proportional zur 6. Potenz seines
Durchmessers ist. Somit besteht die Gefahr, dass insbesondere grol3e Partikel
und Aggregate die kleineren Partikel tGberstrahlen, was dazu fiihrt, dass diese
nicht von der DLS detektiert werden konnen und der durchschnittliche
Partikeldurchmesser zu groReren Werten hin verschoben wird. B% Dieser
negative Einfluss kann moglicherweise bei zukinftigen Messungen durch eine

Filtration der Proben beseitigt werden.

0,0035-

— NG_2
] / — NG 3
0,003 / \\ — NG_TAT_1

0,0025

0,002+

0,0015+

Intensitat [a.u.]

0,001+

0,00054

T T T T T T T T T T T T T T 1 T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Durchmesser [nm]

Abbildung 14: DLS-Partikelcharakterisierung der redox-sensitiven NG
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5.2.1.2 Nicht degradierbare Nanopartikel ohne Fluorophor

5.2.1.2.1 Via Michael-Addition hergestellte Nanopartikel

Tabelle 18: DLS-Charakterisierung der mit Hilfe des Linkers PEGDA via Michael-
Addition hergestellten NP

Probe Gr6Renverteilung P.l.

Nach Intensitat

dmittel SD

[nm] [nm]
NG_MA_ 1 1703 1158 0,462
NG_MA 2 499 274 0,301

In Abbildung 15 sind die GroRRenverteilungen als Ergebnis der Charakterisierung
der unmarkierten, Uber eine Michael-Addition synthetisierten NP mit Hilfe der
DLS graphisch dargestellt. Dabei handelt es sich um Normalverteilungen nach
Gauss. Die Messungen erfolgten mit unverdiinnten und ungefilterten Proben.

Bei Betrachtung von Abbildung 15 fallt auf, dass die GrolRenverteilung fur
NG_MA 1 sichtbar breiter ausfallt als fir NG_MA 2. Im Fall von NG_MA 1
(schwarzer Graph) sprengt sie mit einer mittleren Partikelgrof3e von
1703 nm £ 1158 nm sogar den Rahmen der graphischen Darstellung. Der
durchschnittliche Partikeldurchmesser ist im Fall von NG_MA_2 (roter Graph)
hingegen deutlich kleiner und betragt 499 nm £ 274 nm.

Bei diesen Messungen sticht die extrem breite Verteilungskurve, die fur
NG_MA 1 weit Uber 1000 nm reicht, ins Auge. Es ist anzunehmen, dass hier
verunreinigende Partikel, insbesondere grol3ere Aggregate in der Probe waren,
welche die Messung aufgrund ihrer im Vergleich zu den kleineren NP hohen

Streuintensitat beeinflusst haben und eine sinnvolle Auswertung verhindern.
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Die Ergebnisse sind mit den NTA-Messungen soweit vergleichbar, dass auch

dort NG_MA 2 eine einheitliche Partikelverteilung mit einem Maximum der NP

bei ca. 330 nm aufweist.
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Abbildung 15: DLS-Partikelcharakterisierung der Gber Michael-Addition hergestellten,
nicht mit Fluoreszenzfarbstoff markierten NP

5.2.1.2.2 Via UV-Click-Reaktion hergestellte Nanopartikel

Tabelle 19: DLS-Charakterisierung der via UV-Click-Reaktion hergesteliten NP

Probe

Gr6Renverteilung P.L
Nach Intensitat
dmittel SD
[nm] [nm]
NG_Click_1 4877 5408 1,23
NG_Click_2 8852 8630 0,951
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In Abbildung 16 sind die GrolRenverteilungen als Ergebnis der mit Hilfe der DLS
erfolgten Charakterisierung der unmarkierten, nicht Stimuli-sensitiven NP, die
durch eine fotoinitiierte UV-Click-Reaktion hergestellt worden sind, graphisch
dargestellt. Dabei handelt es sich um Normalverteilungen nach Gauss. Die

Messungen erfolgten mit unverdiinnten und ungefilterten Proben.

Insgesamt féllt auf, dass die GrolRenverteilungen beider NP-Losungen extrem
breit ausfallen. Die Verteilungskurven erstrecken sich bis Uber den
Auswertebereich von 12000 nm. Dies spricht dafuir, dass in den untersuchten
Praparaten Artefakte vorliegen, welche die Messung storen. Die vorliegenden
DLS-Messungen erlauben aufgrund ihrer Qualitdt keine weitergehende

Beurteilung zur Charakterisierung der vorliegenden Partikel.
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Abbildung 16: DLS-Partikelcharakterisierung der via UV-Click-Reaktion hergestellten,
nicht mit Fluoreszenzfarbstoff markierten NP
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5.2.1.3 Mit Fluorophor markierte redox-sensitive Nanopartikel

Tabelle 20: DLS-Charakterisierung der redox-sensitiven und mit einem Fluorophor
gelabelten NP

Probe GroRenverteilung P.I
Nach Intensitat

dmittel SD

[nm] [nm]
NG680_4 352 250 0,503
NG680_TAT 2 329 191 0,336
NGCy5 1 313 280 0,801
NGCy5 TAT 1 131 115 0,759

In Abbildung 17 sind die GroRenverteilungen als Ergebnis der Charakterisierung
der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten, redox-sensitiven NP mit Hilfe der
DLS graphisch dargestellt. Dabei handelt es sich um Normalverteilungen nach

Gauss. Die Messungen erfolgten mit unverdinnten und ungefilterten Proben.

Die GroRRenverteilungen zeigen fur NG680_4, NG680_TAT_2 und NGCy5_1 eine
vergleichbare Breite. Dabei ist der durchschnittiche Durchmesser von
NG680_TAT 2 im Vergleich zu NG680_4 zu etwas kleineren Werten
verschoben. Dieser liegt bei 329 nm+ 191 nm. Die durchschnittliche
Partikelgréle von NG680 4 betragt 352 nm £250nm. Der mittlere
Partikeldurchmesser von NGCy5_1 ist wiederum geringfiigig kleiner als derjenige
von NG680 TAT 2 (313nm£280nm). Fur NGCy5 TAT 1 féllt die
GrolRenverteilung deutlich schmaler aus. Dabei ist auch der Durchmesser im
Mittel mit einem Wert von 131 nm + 115 nm um mehr als die Halfte kleiner
verglichen mit den Werten fir NG680_4, NG680_TAT_2 und NGCy5_1.

Bei den untersuchten redox-sensitiven, markierten NP deutet die Intensitats-
gewichtete Grof3enverteilung auf das Vorliegen von gut definierten Partikeln mit

Maxima in der Grol3enverteilung bei ca. 310 nm — 350 nm bzw. 130 nm hin. Die
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relativ breiten GroRRenverteilungen im Fall von NG680_4, NG680_TAT_2 und
NGCy5 1 lassen aber auch hier auf das Vorhandensein von gro3eren Partikeln,
Aggregaten und Artefakten schlieRen, die den durchschnittlichen
Partikeldurchmesser zu grof3eren Werten hin verschieben. Der starke Einfluss
grol3erer Partikel auf die DLS-Messungen lasst sich mit der Rayleigh-Naherung
erklaren (I ~ d®). Ubertragen auf die Probe bedeutet das, dass beispielsweise ein
50 nm groRer Partikel eine Millionen (10%) mal mehr Licht streut als ein 5 nm
groRer Partikel, der kleinere Partikel also gegebenenfalls von der DLS nicht

detektiert werden kann. 30
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Abbildung 17: DLS-Partikelcharakterisierung  der  redox-sensitiven,  mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten NG-Ldsungen
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5.2.1.4 Mit Fluorophor markierte, nicht degradierbare Nanopartikel

Tabelle 21: DLS-Charakterisierung der mit einem Fluorophor markierten, nicht Stimuli-
sensitiven NP

Probe GroRenverteilung P.lL

Nach Intensitét

dmittel SD
[nm] [nm]
NGCy7_MA 1 521 376 0,523

In Abbildung 18 ist die GroRenverteilung als Ergebnis der Charakterisierung der
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy7 markierten, Uber eine Michael-Addition
synthetisierten NP mit Hilfe der DLS graphisch dargestellt. Auch hier handelt es
sich um eine Normalverteilung nach Gauss. Die Messungen erfolgten mit

unverdunnten und ungefilterten Proben.

Auf den ersten Blick ist auch hier die extrem breite GroRenverteilung deutlich zu
erkennen. Der mittlere Partikeldurchmesser betragt 521 nm = 376 nm. Die

Auswertung nach Intensitat weist somit dieselben Probleme wie bei den anderen

DLS-Messungen auf.
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Abbildung 18: DLS-Partikelcharakterisierung der nicht Stimuli-sensitiven, mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten NP-Losung NGCy7_MA 1
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5.2.2 NTA - Nanoparticle Tracking Analysis

Die NTA liefert als Messergebnis einen mittleren Partikeldurchmesser (Mean),
die zugehorige Standardabweichung (SD), einen Wert fir den Hauptpeak (Mode)
und die Partikelkonzentration in Partikel/ml. Das Prinzip der Nanoparticle
Tracking Analysis wurde unter Punkt 3.3.2 erlautert.

Die Methode der NTA erlaubt es aus mehreren Messungen einen Mittelwert zu
errechnen. Gleiches trifft aber nicht auf die Konzentration zu. Die Begrindung
hierflr ist in den von Messung zu Messung variierenden Einstellungen des
Camera Levels zu suchen. Das Camera Level hat namlich einen erheblichen
Einfluss auf die Anzahl der von der NTA wahrgenommenen Partikel. Somit ist die
Konzentration der NG-Lsungen abhéngig von der Wahl des Camera Levels. Die
GroélRenbestimmung bleibt hingegen unbeeinflusst, da sich zwar die Anzahl der
von der NTA erfassten Partikel, nicht aber die Gré3e dieser NP &ndert. Die NTA-
Messungen erfolgten bis auf eine Ausnahme mit verdinnten und gefilterten
Proben. Lediglich NG_3 wurde nicht gefiltert. Die Verdinnungsfaktoren sind in
Tabelle 13 aufgeflhrt.

5.2.2.1 Redox-sensitive Nanopartikel ohne Fluorophor

In Tabelle 22 sind die Ergebnisse der Charakterisierung der nicht mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten redox-sensitiven NP mittels NTA aufgefuhrt.
Wahrend es sich bei den GrolRenangaben um Mittelwerte, die aus mehreren
Messungen pro NG-Probe berechnet worden sind, handelt, entstammen die
Konzentrationsangaben jeweils einer einzigen Messung. Die in Tabelle 22
angefuhrten Konzentrationsangaben wurden aufgrund der in Tabelle 13
angegebenen Verdunnungsfaktoren berechnet und entsprechen somit den

Werten in den Ursprungsproben.
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Tabelle 22: Charakterisierung der redox-sensitiven, nicht gelabelten NP — NTA

Absolute Absolute
Mean Mode SD . .

Probe Konzentration Konzentration

[nm] [nm] [nm]
aus Messung 1 aus Messung 2
[Partikel/ml] [Partikel/ml]

NG_2 172 + 38 112 + 39 103 +31 3,9*10%0 2,8*1010
NG_3 180 +45 | 149 + 188 73+0 8,5*101! 7,510
NG_TAT_1 213 +4 197 +1 82+2 9,7*10 7,610

In Abbildung 19 ist beispielhaft je eine Messung pro NP-LOsung graphisch
dargestellt. Die Graphik verdeutlicht, dass die NG-Ldsungen im Fall von NG_ 3
und NG_TAT_1 eine hohe Konzentration an NP mit einem Durchmesser von ca.
200 nm

Durchschnittsdurchmesser liegen bei ca. 180 nm (NG_3) bzw. ca. 210 nm

enthalten. Die aufgrund der Auswertung  berechneten
(NG_TAT_1). Die maximale Grof3e der Partikel liegt in beiden Féllen bei ca.
375 nm. Die Verteilung von NG_2 ist insgesamt etwas breiter, deutlich zu
erkennen auch an der wesentlich gréf3eren Standardabweichung von ca.
103 nm. Dabei betragt der durchschnittliche Partikeldurchmesser (Mean)
172 nm. Es ist gut zu erkennen, dass die GroRRenverteilungen insgesamt relativ
schmal sind und die Grol3e aller in den NG-LOsungen enthaltenen NP deutlich
Kleiner als 400 nm ist, was fir die Reproduzierbarkeit der NG-Synthese spricht
und einem wunschenswerten Ergebnis entspricht. Die Konzentration der NP in
den Proben lag bei ca. 0,3 - 9,7 * 10! Partikeln/ml. Die Reproduzierbarkeit der
Ansatze, die relativ einheitliche und schmale GroRRenverteilung mit einem
Haupanteil < 300 nm und die recht hohen Partikelkonzentrationen im Bereich von
10%° bis 10*? Partikeln/ml unterstreichen das Potential dieses Typs von NG fir

biologische Anwendungen.
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Abbildung 19: NTA-Partikelcharakterisierung der redox-sensitiven, nicht markierten NP

5.2.2.2 Nicht Stimuli-sensitive Nanopartikel ohne Fluorophor

Als nicht Stimuli-sensitive NP werden Partikel bezeichnet, die nicht auf einen
bestimmten Stimulus (Temperatur, pH-Abfall, etc.) hin zerfallen. Diese Arbeit
diente unter anderem auch dem Versuch, ein nicht Stimuli-sensitives NP-System
aus quervernetzten PG-SH zu entwickeln, welches sowohl fir in vitro- als auch
fur in vivo-Untersuchungen geeignet ist. Die Partikelcharakterisierung spielt bei
der Etablierung eines solchen Systems eine bedeutende Rolle, da sie einen
ersten Anhaltspunkt dafur liefert, ob bei der Synthese geeignete NP mit einem
durchschnittlichen Durchmesser unter 300 nm in ausreichender Konzentration

entstehen.

Bei der Synthese nicht Stimuli-sensitiver NP aus PGer-SH wurden zwei
unterschiedliche Ansétze verfolgt. Im ersten Ansatz wurde PGer-SH Uber eine
Michael-Addition mit Hilfe des Linkers PEGDA quervernetzt. Im zweiten Ansatz
erfolgte die Herstellung der NP aus PGer-SH und PG-stat-AGE Uber eine
fotoinitierte UV Click-Reaktion. In den folgenden Unterkapiteln sind die

Ergebnisse der Partikelcharakterisierung tabellarisch und graphisch dargestellt.
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5.2.2.2.1 Via Michael-Addition hergestellte Nanopartikel

Tabelle 23 fasst die Ergebnisse der Charakterisierung der nicht mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten, via Michael-Addition hergestellten NP mittels
NTA zusammen. Auch hier handelt es sich bei den GroRenangaben um
Mittelwerte, die aus mehreren Messungen pro NG-Probe berechnet worden sind.
Die Konzentrationsangaben sind das jeweilige Ergebnis einer einzigen Messung.
in Tabelle 13

angegebenen Verdinnungsfaktoren hochgerechnet und entsprechen somit den

Die angegebenen Konzentrationen wurden aufgrund der

Werten in den Ursprungsproben.

Tabelle 23: Charakterisierung der mit Hilfe des Linkers PEGDA via Michael-Addition
hergestellten NP — NTA

Absolute Absolute
Mean Mode SD . .
Probe Konzentration Konzentration
[nm] [nm] [nm]

Messung 1 Messung 2

[Partikel/ml] [Partikel/ml]
NG_MA_1 180 + 32 91 +31 117 £ 19 2,8*10%0 4,8*101°
NG_MA_2 331 +42 270 + 27 168 + 39 5,3 *1010 6,1*10%0

In Abbildung 20 ist beispielhaft je eine Messung pro NP-Losung graphisch
dargestellt. Die Graphik zeigt ein deutlich unterschiedliches Grol3enspektrum fur
die beiden Ansdtze NG_MA 1 und NG_MA 2. Wahrend NG_MA 1 eine
bimodale GroRenverteilung mit Maxima bei ca. 130 nm und 260 nm aufweist,
weist die GrolRenverteilung von NG_MA 2 lediglich ein Maximum bei ca. 300 nm
auf. Dabei ist die GroRRenverteilung von NG_MA_2 insgesamt zu etwas héheren
Werten (331 nm =168 nm) verschoben verglichen mit NG_MA 1 (180 nm
+ 117 nm). Die monomodale GroRR3enverteilung von NG_MA_2 lasst den Schluss
zu, dass es sich bei NG_MA _2 um eine einheitlichere, homogenere NG-Spezies
mit einer besser definierten Partikelgré3e handelt. Die Teilchenkonzentrationen
liegen fur beide Anséatze bei ca. 3 - 6 x 10'° Partikeln/ml, wobei die Werte fiir
NG_MA 2 etwas hoher liegen. Die graphisch dargestellten Messungen

unterstreichen somit die in Tabelle 23 zusammengefassten Ergebnisse.
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Abbildung 20: NTA-Partikelcharakterisierung der Uber eine Michael-Addition

hergestellten, nicht mit Fluoreszenzfarbstoff markierten NP

5.2.2.2.2 Via UV-Click-Reaktion hergestellte Nanopartikel

Tabelle 24 sind die Ergebnisse der Partikelcharakterisierung der Gber eine licht-
induzierte UV-Click-Reaktion hergestellten NP mittels NTA zu entnehmen. Die
GroRRenangaben sind Mittelwerte, die aus mehreren Messungen pro NG-Probe
berechnet worden sind. Die Konzentrationsangaben sind das jeweilige Ergebnis
einer einzigen Messung. Die dargestellten Konzentrationen wurden aufgrund der
in Tabelle 13 angegebenen Verdinnungsfaktoren berechnet und entsprechen

somit den Werten in den Ursprungsproben.

Tabelle 24. Charakterisierung der via UV-Click-Reaktion hergestellten NP — NTA

Absolute Absolute
Mean Mode SD . .
Probe Konzentration Konzentration
[nm] [nm] [nm]
Messung 1 Messung 2
[Partikel/ml] [Partikel/ml]
NG_Click_1 128 +28 | 69+41 82 + 63 4,0%10° 4,5*108
NG_Click_2 184 +59 | 104 +78 | 103 +45 2,1 *10° 5,8 *108
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In Abbildung 21 ist beispielhaft je eine Messung pro NP-LAsung graphisch
dargestellt. Beide Ansatze weisen bei der NTA-Messung eine wesentlich breitere
Partikelgréf3enverteilung mit mehreren Maxima als die bisher beschriebenen NG-
Losungen auf. Es fallt auf, dass die GroRRenverteilung der in NG_Click_2
enthaltenen NP im Vergleich zu NG_Click_1 sichtlich breiter ist. Diese
Feststellung wird durch den groRBeren Durchschnittsdurchmesser (184 nm +
59 nm) und die groRere Standardabweichung (103 nm + 45 nm) von NG_Click_2
verglichen mit NG_Click_1 unterstrichen. Die Durchmesser der einzelnen
Partikel bewegen sich im Fall von NG_Click_1 im Bereich von 10 nm bis 410 nm,
im Fall von NG_Click_2 im Bereich von 10 nm bis 700 nm. Wahrend NG_Click_1
einen deutlichen Hauptpeak bei ungeféahr 120 nm aufweist, sind fir NG_Click_2
drei Spitzenwerte ausmachbar. Der erste und hochste Peak liegt bei ca. 90 nm,
der zweite Peak ist bei ca. 250 nm zu erkennen. Der dritte und niedrigste Peak
erhebt sich bei ca. 500 nm. Die Konzentration an in den Proben vorhandenen NP
betragt im Fall von NG_Click_ 2 nur etwa ein Drittel bis zur Halfte der
Konzentration von NG_Click_1. Die Ergebnisse der NTA-Messung weisen auf
eine sehr schlechte Reproduzierbarkeit der UV-Click-Reaktion hin, die zudem zu
schlecht definierten, uneinheitlichen und relativ gro3en NP fuhrt. Da aul3er der
Aufarbeitung weitgehend identische Reaktionsbedingungen bei der Herstellung
der beiden Chargen angewandt wurden, ist dieser Befund ohne weitere Ansatze
zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit schlecht zu interpretieren. Auch die
gemessene Partikelkonzentration im Bereich von 108 bis 10° Partikeln/ml liegt
um ein bis zwei GroélRenordnungen unter den bei den anderen NG-LOsungen
gemessenen Konzentrationen. Aufgrund der grofen Differenzen in der
GroRRenverteilung und Konzentration zwischen den beiden NG-Ldsungen ist
aktuell nicht von einer zufriedenstellenden Reproduzierbarkeit der NP-Synthese
uber eine fotoinitiierte UV-Click-Reaktion auszugehen. Sollte dieser Synthese-
Weg weiterverfolgt werden, bedarf dies einer Optimierung der

Reaktionsbedingungen.
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Abbildung 21:  NTA-Partikelcharakterisierung  der  durch  UV-Click-Reaktion
hergestellten, nicht mit Fluoreszenzfarbstoff markierten NP

5.2.2.3 Mit Fluorophor markierte redox-sensitive Nanopartikel

In Tabelle 25 sind die Ergebnisse der Charakterisierung der mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten redox-sensitiven NP mittels NTA aufgefuhrt.
Wahrend es sich bei den Grol3enangaben um Mittelwerte, die aus mehreren
Messungen pro NG-Probe berechnet worden sind, handelt, entstammen die
Konzentrationsangaben jeweils einer einzigen Messung. Die angegebenen
Konzentrationen wurden aufgrund der in Tabelle 13 angegebenen
Verdunnungsfaktoren berechnet und entsprechen somit den Werten in den
Ursprungsproben.
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Tabelle 25: Charakterisierung der redox-sensitiven und mit einem Fluorophor gelabelten

NP — NTA
Absolute Absolute
Mean Mode SD . .
Probe Konzentration Konzentration
[nm] [nm] [nm]
Messung 1 Messung 2
[Partikel/ml] [Partikel/ml]
NG680_4 149+18 | 101 +17 74 +5 6,5*1010 8,8*10%0
NG680_TAT_2 158 + 14 93+9 75+3 9,3 *10%° 5,5 *10%0
NGCy5 1 242 +17 | 200+21 | 122+20 5,0*10° 9,3*10°
NGCy5 TAT_1 305+40 | 237 +24 | 140+19 8,5*10° 9,3*10°

In Abbildung 22 ist beispielhaft je eine Messung pro NP-LOsung graphisch
dargestellt. Die Graphik zeigt anschaulich, dass die NG-L6ésungen NG680_4 und
NG680_TAT_2 mit ca. 6 - 9 x 1019 Partikeln/ml eine um ca. den Faktor 10 hohere
Partikelkonzentration aufweisen als die NG NGCy5_ 1 und NGCy5 TAT 1 (ca.5
- 9 x 10° Partikel/ml). Die PartikelgroRenverteilungen von allen vier Proben
sprechen mit jeweils einem Peak in der Verteilung fir eine relativ gute
Reproduzierbarkeit und das Vorliegen von relativ einheitlichen NG-Spezies. Bei
den mit dem Fluorophor Alexa Fluor 680 markierten NP liegt eine etwas breitere
GroRRenverteilung vor als bei den mit Cy5 markierten Partikeln. Fir NG680_4 und
NG680_TAT_2 bewegen sich die gemessenen Partikeldurchmesser zwischen
25nm und 325 nm. Im Fall von NGCy5 1 haben die kleinsten NP einen
Durchmesser von ca. 100 nm, der Durchmesser der grof3ten Partikel betragt
ungefahr 325 nm. Die in der NG-Losung NGCy5 TAT_1 vorhandenen Partikel
sind geringfugig grofRer. Die mit Hilfe der NTA ermittelten Partikeldurchmesser
liegen in einem Bereich von 150 nm bis 350 nm. Fir alle 4 Proben gilt, dass die
einzelnen NP im Durchmesser kleiner als 350 nm sind. In den NG-Ldsungen
NG680_4 und NG680_TAT_2 ist eine hohe Konzentration an NP mit einem
Durchmesser von ungefahr 100 nm auszumachen. Fur NGCy5 1 liegt der
Hauptpeak bei ca. 200 nm, fur NGCy5_TAT_1 bei ca. 240 nm. Insgesamt sind
diese NG aufgrund ihrer reproduzierbaren einheitlichen GréRenverteilung mit
einem Hauptanteil <300 nm und der relativ hohen Partikelkonzentration als

aussichtsreiche Kandidaten fir weitere Untersuchungen zu werten.
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Abbildung 22: NTA-Partikelcharakterisierung der redox-sensitiven, mit Fluoreszenz-
farbstoff markierten NP

5.2.2.4 Mit Fluorophor markierte, nicht Stimuli-sensitive Nanopartikel
(Michael-Addition)

Tabelle 26 fasst die Ergebnisse der Charakterisierung der mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten, nicht Stimuli-sensitiven NP mittels NTA
zusammen. Bei der Herstellung markierter, nicht Stimuli-sensitiver Partikel kam
lediglich die Synthese via Michael-Addition zum Einsatz. Die in der Tabelle
angegebenen Durchmesser sind Mittelwerte, die aus mehreren Messungen pro
NG-Probe kalkuliert worden sind. Bei den Konzentrationsangaben hingegen
handelt es sich um das jeweilige Ergebnis einer einzigen Messung. Die
aufgefuhrten Konzentrationen wurden aufgrund der in Tabelle 13 angegebenen
Verdiunnungsfaktoren berechnet und entsprechen somit den Werten in den

Ursprungsproben.
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Tabelle 26: Charakterisierung der mit einem Fluorophor markierten nicht degradierbaren

NP — NTA
Absolute Absolute
Mean Mode SD . )
Probe Konzentration Konzentration
[nm] [nm] [nm]

Messung 1 Messung 2

[Partikel/ml] [Partikel/ml]
NG680_MA_1 165 +7 94 + 105+ 11 1,4*10%0 1,6*10%°
NGCy7_MA_1 118 + 17 70+ 10 60 £ 15 3,5 *10%° 5,7 *10%0

Abbildung 23 zeigt beispielhaft je eine Messung pro NP-LAsung. Der Graphik ist
zu entnehmen, dass es sich bei den mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa
Fluor 680 markierten NP NG680_MA_1 aufgrund der gemessenen bimodalen
Grolenverteilung nicht um eine einheitliche Spezies handelt. Die Grél3e der in
der NG-L6sung NG680_MA 1 vorhandenen Partikel liegt bei 165 nm £ 105 nm,
was den Anforderungen des gewinschten Einsatzgebiets entsprache. Die
Partikelkonzentration liegt mit ca. 2 x 10 Partikeln/ml im Bereich der fiir die
anderen NG gefundenen Werte. NGCy7_MA_1 weist in den NTA-Messungen
eine weitgehend einheitliche Verteilung um ein Maximum von ca. 70 nm, einem
Durchschnittsdurchmesser von ca. 120 nm und keine signifikanten Anteile
> 170 nm bei Partikelkonzentrationen um 6 x 10° Partikeln/ml auf und erscheint

somit fir weitere Untersuchungen attraktiv.
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Abbildung 23: NTA-Partikelcharakterisierung der nicht Stimuli-sensitiven, mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten NP

5.3 Stabilitat der Nanopartikel unter physiologischen Bedingungen

Die fur pharmazeutische Zwecke eingesetzten NP kdnnen auf unterschiedlichen
Wegen (intravenés, oral, etc.) in den Organismus gelangen, durfen ihren
Wirkstoff aber erst am Zielort, bzw. im Zielorgan freisetzen. Deshalb ist es von
entscheidender Wichtigkeit, dass die NP unter physiologischen Bedingungen bei
37°C weitestgehend stabil sind und so die Wirkstoffabgabe erst am
Bestimmungsort stattfinden kann. Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der
In-vitro-Stabilitdtsexperimente fir die redox-sensitiven und die nicht Stimuli-
sensitiven, via Michael-Addition hergestellten NP aufgefihrt. Die fur die
Stabilitatsexperimente verwendeten NP wurden alle aus esterfreiem PGer-SH
synthetisiert, so dass ein moglicher Einfluss des eingesetzten Polymers auf die
Stabilitat der NP nahezu ausgeschlossen werden kann. Die Bestimmung der

Partikelgréf3e und der Partikelkonzentration erfolgte mit Hilfe der NTA.
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5.3.1 GrolRenverteilung

Ein Indiz fur die Stabilitat der NP unter physiologischen Bedingungen ist eine
Uber einen langeren Zeitraum konstanter Partikeldurchmesser. Mit Hilfe der NTA
wurde der mittlere Durchmesser (Mean), der hoéchste Peak (Mode) und die
Standardabweichung (SD) zum Zeitpunkt 0, nach 24 h, 48 h, 72 h, 120 h, 7 Tagen
und 14 Tagen ermittelt. Zu jedem Zeitpunkt fanden mehrere Messungen statt.
Die aus den jeweiligen Messungen gemittelten Werte fir die redox-sensitiven NP
sind in Tabelle 27 aufgefuhrt und in Abbildung 24 graphisch dargestellt. Tabelle
28 und Abbildung 25 zeigen die mittleren Messergebnisse fur die nicht Stimuli-

sensitiven, via Michael-Addition hergestellten NP.

Grundsatzlich konnten wahrend des gesamten Zeitraums von 14 Tagen, in dem
die Messungen erfolgt sind, weder fir das redox-sensitive NG noch fir das nicht
Stimuli-sensitive NG sichtbare Verdnderungen des Aussehens beobachtet
werden. Eine Sedimentation, das heilt ein Absetzen der NP, fand nicht statt.
Auch eine mit den Augen wahrnehmbare Aggregatbildung konnte nicht registriert
werden.

Tabelle 27: Partikeldurchmesser der redox-sensitiven NP (NG_3) in DMEM nach
Inkubation im Warmeschrank bei 37°C

Inkubationszeit Mean Mode Standardabweichung

[nm] [nm] [nm]

Oh/0d 207 +6 179+9 80+9
24h/1d 203+1 191+6 791
48h/2d 193 +33 169 + 36 84+6
72h/3d 213+ 26 184 + 31 82+0
120h/5d 239 + 23 219+ 30 75+3
7d 253 +19 229 + 22 78+5

14d 243 £ 17 213 + 28 85+8

Abbildung 24 zeigt anschaulich, dass die untersuchten redox-sensitiven NP tber
den Zeitraum von mehreren Tagen unter physiologischen Bedingungen stabil
sind. Weiterhin kdnnten die Messergebnisse dahingehend interpretiert werden,

dass sowohl der mittlere Partikeldurchmesser (Mean) als auch der Durchmesser
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des hochsten Peaks (Mode) im Fall der redox-sensitiven NP Uber die ersten
sieben Tage zunimmt. Der anschlieRende Verlauf der Messungen kdénnte sowohl
als Plateau ohne weitere Veranderung oder evtl. als geringfiigige Alterung
interpretiert werden. Es ist eine GroRBenzunahme des mittleren
Partikeldurchmessers im Schnitt um 36 nm zu verzeichnen, wahrend der Wert
des hochsten Peaks sich um 35 nm vergroBert. Damit bewegt sich die
GroRRenzunahme nahezu im Bereich der Standardabweichung. Das bedeutet,
dass zwar eine GroRRenzunahme der NP festgestellt werden kann, diese aber
statistisch nicht signifikant ausfallt, was bei der Interpretation der Ergebnisse

Beachtung finden muss.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die VergréRerung des Partikeldurchmessers
sich vor allem in den ersten 7 Tagen vollzieht. Der mittlere NP-Durchmesser
nimmt zwischen Tag 0 und Tag 7 um ca. 46 nm zu, der Diameter des hochsten
Peaks um ca. 51 nm. In der zweiten Woche (Tag 7-14) verringert sich der

Durchmesser wieder etwas (Mean: -10 nm, Mode: -16 nm).
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Abbildung 24: GroéfRenverteilung der redox-sensitiven NP (NG_3) in DMEM nach
Inkubation im Wéarmeschrank bei 37°C
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Nachfolgend fassen Tabelle 28 und Abbildung 25 die Ergebnisse des
Stabilitatsexperiments, die Partikelgrol3e betreffend, fur die nicht Stimuli-
sensitiven, Uber eine Michael-Addition hergestellten NP zusammen.

Tabelle 28: Partikeldurchmesser der nicht redox-sensitiven, Uber eine Michael-Addition
hergestellten NP (NG_MA_1) in DMEM nach Inkubation im Warmeschrank bei 37°C

Inkubationszeit Mean Mode Standardabweichung

[nm] [nm] [nm]

Oh/0d 238 + 28 160 + 40 170+ 16
24h/1d 188 + 13 171 £ 27 887

48h/2d 206 + 7 150 + 68 141 £ 19

72h/3d 241 + 31 166 + 22 126 + 26

120h/5d 268 + 30 157 + 24 151 + 65

7d 232 +24 206 + 26 99 + 16

14d 149 + 33 98 +19 67 +11

In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass der Partikeldurchmesser fur die ersten
sieben Tage innerhalb der Fehlerbreite praktisch konstant bleibt. Die zwischen
Tag 7 und 14 beobachtete Abnahme des mittleren Durchmessers von ca. 240 nm
(durchschnittliche GroRe von Tag 1 bis 7) auf ca. 150 nm ist signifikant. Um diese
GroRRenabnahme zu erklaren, sollte der fur die Vernetzung von PGeren-SH
eingesetzte Linker PEGDA genauer betrachtet werden. Dieser enthalt einen
Ester, welcher durch Hydrolyse abgebaut wird, was letztendlich im Zerfall der NP
und somit in kleineren Partikeldurchmessern resultiert. Sowohl der mittlere
Partikeldurchmesser (Mean) als auch der Durchmesser des hdchsten Peaks
(Mode) nimmt im Fall der nicht Stimuli-sensitiven NP Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen ab. Dabei verringert sich der mittlere
Partikeldurchmesser im Schnitt um ca. 89 nm, wahrend der Wert des hdchsten

Peaks sich um ca. 61nm verkleinert.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass der mittlere Partikeldurchmesser in den
ersten 7 Tagen merklichen Schwankungen unterliegt. Uber den Zeitraum von
7 Tagen gesehen nimmt er nur minimal ab (-5 nm). Auch der Durchmesser des

hdchsten Peaks schwankt in den ersten 5 Tagen erheblich, zwischen Tag 5 und
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Tag 7 ist dann aber letztendlich eine deutliche Grol3enzunahme um ca. 49 nm zu
verzeichnen. Die Verkleinerung des Diameters erfolgt fir beide Messgréfien
hauptséchlich zwischen den Tagen 7 und 14. Der mittlere Partikeldurchmesser
verringert sich deutlich um 84 nm, der Durchmesser des hdchsten Peaks sogar

um 108 nm.
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Abbildung 25: GroRRenverteilung der nicht Stimuli-sensitiven, Uber eine Michael-
Addition hergestellten NP (NG_MA_1) in DMEM nach Inkubation im Warmeschrank bei
37°C

5.3.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der in einer NG-LAsung enthaltenen NP ist ein weiteres Indiz
fur die Stabilitat der NP unter physiologischen Bedingungen. Eine konstante
Partikelkonzentration spricht fur die Stabilitét der NP unter physiologischen
Bedingungen, wahrend eine Abnahme der Partikelkonzentration Hinweise auf
einen Abbau oder Zerfall der NP geben kann. Mit Hilfe der NTA wurde die
Konzentration der in den Proben enthaltenen NP zum Zeitpunkt 0, nach 24 h, 48

h, 72 h, 120 h, 7 Tagen und 14 Tagen ermittelt. Zu jedem Zeitpunkt fanden
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mehrere Messungen statt. Die aus den jeweiligen Messungen gemittelten Werte
fur die redox-sensitiven NP sind in Tabelle 29 aufgefthrt und in Abbildung 26
graphisch dargestellt. Tabelle 30 und Abbildung 27 zeigen die gemittelten
Messergebnisse fur die nicht Stimuli-sensitiven, via Michael-Addition

hergestellten NP.

Tabelle 29: Partikelkonzentration der redox-sensitiven NP (NG_3) in DMEM nach
Inkubation im Warmeschrank bei 37°C

Inkubationszeit Partikelkonzentration [Partikel/ml]
oh/0d 1,3*10% +/- 1,0*10%
24h/1d 1,2*10'2 +/- 4,8*10°
48h/2d 9,1*10* +/- 1,4*101!
72h/3d 1,1*10'2 +/- 1,9*10"*

120h/5d 7,0v10t +/- 3,9*10%
7d 4,8*10% +/- 1,8*10"*
14 d 5,4*10% +/- 1,7*10%*

Der Graphik in Abbildung 26 kann entnommen werden, dass die Konzentration
der in der Probe befindlichen redox-sensitiven NP konstant Gber den gesamten
Zeitraum von 14 Tagen um ca. 60 % abnimmt (-7,6*10%* Partikel/ml). Zwischen
den Tagen 7 und 14 ist ein leichter Anstieg der Konzentration zu verzeichnen.
Bei den oben beschriebenen Stabilitatsversuchen der redox-sensitiven NP wurde
festgestellt, dass die TeilchengroRe im Verlauf des Versuches tendenziell
ansteigt. Die Frage ist, ob dies auf Kosten der Teilchenanzahl erfolgt. Berechnet
man aus Teilchenanzahl und Teilchendurchmesser das Gesamtvolumen der in
der Probe vorliegenden NP, so stellt man fest, dass dieses Gesamtvolumen im
Verlauf von 14 Tagen um ca. 30 % abnimmt (Gesamtpartikelvolumen an Tag O:
1,15 x 10'° nm3¥ml; Gesamtpartikelvolumen an Tag 14: 7,82 x 108 nm3ml).
Diese Art der Auswertung der Versuchsergebnisse zeigt weiterhin, dass es sich
bei den Messwerten nach 2 Tagen um einen Ausreil3er handeln muss. Der
Befund, dass die Partikelkonzentration im Verlauf der Untersuchung um ca. 60%

abnimmt wahrend gleichzeitig das Gesamtvolumen der in der Probe
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vorliegenden NP lediglich um 30% abnimmt, untermauert weiterhin, dass bei den

untersuchten redox-sensitiven Partikeln eine gewisse Alterung mit gleichzeitiger

VergrolRerung der Partikel aufgrund vorhandener freier Thiole stattfindet.
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Abbildung 26: Partikelkonzentration der redox-sensitiven NP (NG_3) in DMEM nach

Inkubation im Warmeschrank bei 37°C

Nachfolgend fassen Tabelle 30 und Abbildung 27 die Ergebnisse des

Stabilitdtsexperiments, die Partikelkonzentration betreffend, fir die nicht Stimuli-

sensitiven, Uber eine Michael-Addition hergestellten NP zusammen.

Tabelle 30: Partikelkonzentration der nicht redox-sensitiven, tber eine Michael-Addition
hergestellten NP (NG_MA_1) in DMEM nach Inkubation im Warmeschrank bei 37°C

Inkubationszeit Partikelkonzentration [Partikel/ml]

Oh/0d 1,9¥101 +/- 7,9*10%°
24h/1d 1,2*10% +/- 7,9%10%°
48h/2d 9,7*10%° +/- 3,5*10%°
72h/3d 1,3*10% +/- 3,2*10%°
120h/5d 1,2*10 +/- 5,0*10%°
7d 9,9*10%° +/- 4,0%10%°

14 d 1,9%10%0+/- 1,5%10%°
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Abbildung 27 zeigt, dass die Konzentration der in der Probe befindlichen nicht
Stimuli-sensitiven NP Uber den gesamten Versuchszeitraum wesentlich starker
abnimmt (-1,7*10'' Partikel/ml bzw. um 90 % nach 14 Tagen) als die
entsprechende Konzentration der redox-sensitiven NP. Eine erste Verringerung
der Partikelkonzentration findet bereits zwischen Tag O und Tag 1 statt
(-7,0%10%° Partikel/ml), die zweite Abnahme erfolgt dann zwischen den Tagen 7
und 14. Dabei verringert sich die Partikelkonzentration noch einmal um
8,0*10%° Partikel/ml. Berechnet man das Gesamtvolumen der in der Probe
vorliegenden Partikel, sieht man, dass dieses sich nach 7 Tagen praktisch
halbiert hat (Gesamtpartikelvolumen an Tag O0: 1,35 x 10®nm3/ml;
Gesamtpartikelvolumen an Tag 7: 6,49 x 101" nm3/ml). Aufgrund der Auswertung
scheint es sich bei den Messergebnissen nach 1 und 2 Tagen um Ausreil3er zu
handeln. Es ist nicht plausibel, dass sich die Anzahl bzw. das Gesamtvolumen
der Partikel ohne &auf3eren Einfluss verringert und anschliel3end spontan wieder

ansteigt.

Eine Erklarung fur das Ergebnis, dass die Konzentration der nicht Stimuli-
sensitiven NP bei langerer Inkubation deutlich drastischer abnimmt als die
Konzentration der redox-sensitiven NP, ist in der Verwendung von PEGDA als
Linker zu suchen. PEGDA, das im Fall der nicht Stimuli-sensitiven NP fir die
Vernetzung der PGeren-SH-Molekile sorgt, enthalt einen Ester. Dieser Ester
kann in wassriger Umgebung, beispielsweise in einem physiologischen Medium,
durch Hydrolyse gespalten werden, was zur Degradierung der NP und schlief3lich
in der Konsequenz zu einer Abnahme der Konzentration fuhrt. Die beobachteten
Ausreil3er bei der Messung deuten darauf hin, dass es bei langerem Stehen zu
ungleichméaiRigen Verteilungen im Medium kommen kann, so dass bei der

Probenahme keine fir das Gesamtmessgut reprasentative Probe erhalten wird.
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Abbildung 27: Partikelkonzentration der nicht Stimuli-sensitiven, Uber eine Michael-
Addition hergestellten NP (NG_MA_1) in DMEM nach Inkubation im Wé&rmeschrank bei
37°C

5.4 Wechselwirkungen zwischen redox-sensitiven Nanopartikeln und
Bovinem Serumalbumin

Nach Applikation in einen biologischen Organismus sind die NP unter anderem
den unterschiedlichen Bestandteilen des Blutes ausgesetzt. Zu diesen zéhlen die
zellularen Bestandteile (Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten) und das
Blutplasma. Beim Blutplasma handelt es sich um eine wassrige Losung, welche
Proteine, Salze und niedrig-molekulare Stoffe enthalt. Es gibt bereits zahlreiche
Studien, die gegenseitige Wechselwirkungen von Proteinen mit NP belegen. [l
[82] 83] Dabei kann sich eine potentielle Interaktion beispielsweise nachteilig auf
die zellulare Aufnahme von NP auswirken, sollten die NP durch Proteine maskiert
und so den typischen Zellaufnahmemechanismen nicht mehr zugénglich sein.
Denkbar ist auch ein frihzeitiger Abbau, speziell der redox-sensitiven NP durch
den Kontakt mit Serumalbumin, da dieses einen hohen Gehalt an der
Aminosaure Cystein (insgesamt 35 Cystein-Reste) hat. Cystein wiederum ist in
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der Lage mit einem zweiten Cystein-Molekul Disulfid-Briicken auszubilden. Die
Tertiarstruktur von Serumalbumin wird durch 14 solcher Disulfidbriicken
stabilisiert. Das durch Oxidation zweier Cystein-Molekile entstandene Disulfid
wird auch als Cystin bezeichnet. Allerdings enthalt Serumalbumin auch eine freie
SH-Gruppe, die redox-aktiv und in der Lage ist, mit freien Thiol-Gruppen der
redox-sensitiven NP zu reagieren oder aber deren Disulfid-Bricken zu
reduzieren. [42] [84] [85] [86] [87] Aber eine Interaktion kann auch Vorteile mit sich
bringen. So koénnen die NP beispielsweise durch eine sie umgebende
Proteinschicht vor den kérpereigenen Abwehrmechanismen geschutzt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob Blutplasmaproteine mit
den redox-sensitiven NP in wechselseitiger Beziehung stehen und ob
gegebenenfalls bestehende Wechselwirkungen einen Einfluss auf den
vorzeitigen Abbau und die Aufnahme in die Zellen haben. Fir alle
Untersuchungen zur Interaktion von NP mit Proteinen diente Bovines
Serumalbumin (BSA) beispielhaft als Protein, da Serumalbumin in jedem

lebenden Sauger-Organismus in gro3en Mengen vorkommt.

5.4.1 Protein-Adsorption an redox-sensitive Nanopartikel

Zunachst war es wichtig, einen ersten Anhaltspunkt beziglich einer mdglichen
Protein-Adsorption an redox-sensitive NP zu gewinnen. Fir diese erste
Untersuchung wurde mit Hilfe von 0,01 molarem Puffer und mit Cy5-NHS-Ester
funktionalisiertem BSA eine BSA-L6sung hergestellt und zu drei
unterschiedlichen, nicht markierten NP-Losungen hinzugegeben. Anschlie3end
wurden die Proben fir 15 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert und die Absorbanz
des Uberstandes mittels UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. Anhand des
gemessenen Wertes am Anregungsmaximum (646 nm) und einer zuvor mit einer
BSA-Cy5-NHS-Ester-Losung erstellten Kalibriergerade sollte dann die
Proteinkonzentration im Uberstand kalkuliert werden. Basierend auf der im

Uberstand vorhandenen Proteinkonzentration und der zu Beginn des
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Experiments eingesetzten Menge an BSA wurde abschlielend die Menge des

an die redox-sensitiven NP adsorbierten BSA berechnet.

Nach 15-minutigem Zentrifugieren (Rotor 12 154-H, 14 000 U/min) ist am Boden
des Eppendorf-Safe-Lock-GefaRes bei allen 3 Proben deutlich ein blauer
Ruckstand zu erkennen. Dieser Rickstand entspricht einem Pellet aus NP, an
die mit Cy5 markiertes BSA in irgendeiner Form gebunden ist. Die Blaufarbung
des Uberstandes hingegen hat deutlich an Intensitat verloren. Diese
Beobachtungen sind ein erster Hinweis auf eine stattfindende Protein-Adsorption
oder -Absorption. Um sicher zu gehen, dass es sich bei dem Rickstand nicht
ausschlieBlich um markiertes BSA handelt, das sich beim Zentrifugieren
abgesetzt hat, wurde zur Kontrolle reine BSA-Cy5-NHS-Ester-Lésung fur 15
Minuten bei 14000 rpm (Rotor 12 154-H) zentrifugiert. In diesem Fall kann keine
Pellet-Bildung beobachtet werden. Auch eine Anderung der Blaufarbung der
BSA-Cy5-NHS-Ester-Losung ist nicht erkennbar.

—0,02+

Abs [a.u.]

—0,04+

— NG_2
—0,06 — NG_3
— NG_TAT_I
400 600 800

Wellenlange [nm]

Abbildung 28: UV/Vis-Spektroskopie der NG-Uberstande nach Zentrifugieren
(15 Minuten, 14000 rpm). Alle Proben wurden gegen reine NP-LOsung gemessen.
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In Abbildung 28 sind die Ergebnisse der UV/Vis-Spektroskopie der Proben-
Uberstande nach 15-miniitigem Zentrifugieren bei 14000 rpm graphisch
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die héchsten Extinktionswerte fir
alle 3 Proben im Bereich des Anregungsmaximums von Cy5 bei 646 nm liegen.
Bei genauerem Betrachten der Messergebnisse ergibt sich allerdings folgendes
Problem: wenn die Referenzprobe in Ordnung ist, durften eigentlich keine
negativen Extinktionen gemessen werden. Demnach muss die Referenzprobe,
die zur Kalibrierung des UV/Vis-Photospektrometers gedient hat, infolge von ihrer
Polydispersitat starker absorbiert haben als die 3 Proben der NG-Uberstande.
Wabhrscheinlich ist, dass in den 3 Proben der NG-Uberstande nach 15-minitigem
Zentrifugieren kaum noch NP vorhanden sind, da sich diese vermutlich am Boden
des Eppendorf-Safe-Lock-Gefalles im Pellet mit absetzen. Im Gegensatz dazu
enthalt die als Referenzlésung verwendete, reine NP-LAsung eine Vielzahl an
unterschiedlich groRen NP, die alle das eingestrahlte Licht absorbieren, was
letztendlich bei der Messung in negativen Extinktionswerten resultiert. Zur
Verifizierung der Messergebnisse sollte das Experiment wiederholt und als
Referenz eine reine NP-LOsung verwendet werden, die zuvor 15 Minuten bei

14000 rpm zentrifugiert wurde.

Die Ermittlung der Proteinkonzentration im Uberstand anhand einer UV/Vis-
Spektroskopie ist moglich, da die Extinktion bei einer spezifischen Wellenlange
proportional zur Konzentration des an BSA gebundenen Fluorophors Cy5 ist
(siehe Lambert-Beer'schesGesetz, Formel 4). Zuvor muss aber eine
Kalibriergerade mit Hilfe von BSA-Cy5-NHS-Ester-Losungen bekannter
Konzentrationen erstellt werden. Das Vorgehen wurde bereits in Kapitel 4.3.5.2
ausfuhrlich beschrieben. Abbildung 29 zeigt die Kalibriergerade fir mit Cy5-NHS-
Ester funktionalisiertes BSA. Die Ergebnisse aller 3 fur die Erstellung der
Kalibriergeraden herangezogenen Messungen wiesen lediglich Abweichungen
im Bereich von 0 a.u. bis 5,8*10* a.u. auf, so dass die Fehlerbalken im Folgenden

nicht dargestellt werden kénnen.
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Abbildung 29: Kalibriergerade (Geradengleichung: y = 0,00453 x) zur Bestimmung der
im Proben-Uberstand vorhandenen BSA-Konzentration — basierend auf der Extinktion
des an BSA gebundenen Fluorophors Cy5-NHS-Ester am Anregungsmaximum. Als
Baseline fir die Messungen zur Erstellung der Kalibriergerade diente 0,01 molarer PBS-
Puffer.

Bei der Konzentrationsbestimmung mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie muss
allerdings beachtet werden, dass diese Ungenauigkeiten aufweisen kann. Dies
ist hauptséchlich auf die Tatsache zurick =zu fihren, dass die
Fluoreszenzintensitat des Fluorophors mit jeder Lichtexposition ein wenig
schwacher wird. Somit besteht die Gefahr, dass ein bestimmter Anteil des

Fluorophors der Detektion durch die UV/Vis-Spektroskopie entgeht.

Aufgrund der Tatsache, dass negative Extinktionen gemessen wurden, ist eine
ungefahre Berechnung der im Uberstand verbliebenden und der an die NP
adsorbierten Proteinmenge nur moéglich, wenn die Extinktionsspektren entlang
der y-Achse nach oben verschoben werden. Tabelle 31 fasst die Ergebnisse der
Berechnungen basierend auf einem Extinktionswert von 0,015 bzw. 0,020

zusammen.
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Tabelle 31: BSA-Adsorption an redox-sensitive NP

Partikel- Kalkulierte Nicht Adsorbiertes
Nanogel konzentration Extinktion adsorbiertes Protein
[Partikel/ml] [a.u.] Protein (%]
[Lg]
NG_2 2,5%10% 0,015 3,3 67
NG_3 4,010 0,020 4.4 56
NG_TAT 1 4,3*10% 0,015 3,3 67

Bei allen drei Proben ist Protein infolge von Adsorption an die NG-Partikel oder
Absorption aus der Losung abgeschieden worden. Das bedeutet, unter diesen
Bedingungen, bei BSA-Konzentrationen von ca. 8,3 ug/ml (8,3 * 10 g/ml)
Gesamtlosung, mit einem Verhaltnis NG-Partikel zu BSA-Cy5 von 10 pg BSA pro
1000 pl NG-L6sung bzw. ca. 3 x 10° bis 5 x 10'° Partikeln pro pg BSA findet im
Fall von NG_2 und NG_TAT_1 zu gut zwei Drittel, im Fall von NG_3 zu etwas
mehr als der Halfte eine Ausféllung des Proteins statt. Fir alle drei Proben ist
eine Protein-Adsorption/-Absorption nachweisbar. Daflr spricht auch, dass der
NG-Uberstand im Vergleich mit der Ausgangsprobe deutlich an Blaufarbung

verliert, das entstandene Pellet aber eine deutliche Blaufarbung aufweist.

5.5 Live-Cell-Mikroskopie

Neben den Wechselwirkungen zwischen NP und Blutbestandteilen ist auch die
Aufnahme von NP in die Zelle von grof3em Interesse. Fir die adaquate Funktion
der NP als Wirkstoff-Transportsysteme ist es auf3erst wichtig, dass die NP im
Organismus nicht nur zu den Zielzellen gelangen, sondern von diesen auch
aufgenommen werden, damit der Wirkstoff letztendlich dann gezielt im
Zellinneren freigesetzt werden kann. In den letzten Jahren sind bereits einige
Studien verdffentlicht worden, die eine Aufnahme von NP in unterschiedliche

Zellen belegen. (881 [&9]
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Bei der Synthese der NP kann man sich, um eine Zellaufnahme der NP zu
gewahrleisten, diverser Fusionsproteine bedienen. Zu diesen zéhlt auch das Tat-
Protein, eine Proteinsequenz des Humanen Immundefizienz-Virus, die nahezu
von allen Zellen in Zellkultur aufgenommen wird. So wird eine Einschleusung von
unter anderem DNA, RNA, Peptiden, aber auch von NP in die Zielzellen durch
eine Anbindung an das Tat-Protein ermdglicht. [671 1681 [69] Allerdings ist Giber den
exakten Aufnahmemechanismus unter Verwendung des Aufnahmeproteins Tat
in Kombination mit NG noch wenig bekannt. Daher erscheint es sinnvoll, dem
Zellaufnahmemechanismus der in dieser Arbeit hauptsachlich verwendeten

redox-sensitiven NP genauer auf den Grund zu gehen.

Die Live-Cell-Mikroskopie dient der Untersuchung dieser Aufnahme-Prozesse.
Der Weg der durch die Bestrahlung mit einem Laser zum Fluoreszieren
angeregten Fluorophor-funktionalisierten NP in und durch die Zelle kann mit Hilfe
der Live-Cell-Mikroskopie untersucht werden. Auch ist es moglich Moment- und
Videoaufnahmen anzufertigen, die es erlauben, den Zellaufnahmeprozess Uber
einen langeren Zeitraum zu beobachten, ohne dass ein aufwendiges Fixieren der

Zellen nach unterschiedlichen Zeitintervallen nétig wird.

In der vorliegenden Arbeit galt bei den Untersuchungen zum
Zellaufnahmemechanismus das Hauptinteresse den redox-sensitiven NP.
Verglichen wurde die Zellaufnahme von mit dem Tat-Protein funktionalisierten

NP und von NP ohne Fusionsprotein.

5.5.1 Tat- und AF680-funktionalisierte, redox-sensitive Nanopartikel

Die Abbildungen 30-32 zeigen bei der Live-Cell-Mikroskopie mit Hilfe eines
konfokalen Mikroskops und einer Kamera angefertigte Momentaufnahmen der
HelLa-Zellen nach unterschiedlich langer Inkubation mit Tat-funktionalisierten,
redox-sensitiven NP. Die deutlich erkennbaren hellen Punkte in den Aufnahmen
entsprechen den fluoreszierenden NP. Der grof3te Anteil der Fluoreszenz
konzentriert sich augenscheinlich auf kleine Vesikel, die in der ersten Aufnahme
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nach einstundiger Inkubation hauptsachlich am Rand der Zellen lokalisiert sind.
Nach zweistiindiger Inkubation befindet sich ein Grof3teil der die fluoreszierenden
NP enthaltenden Blaschen noch immer an bestimmten Ecken der Zelle. Es hat

allerdings scheinbar auch eine Wanderung der Vesikel in Richtung Zellinneres

eingesetzt.

Abbildung 30: Links: HelLa-Zellen nach 1 h Inkubation mit NP (NG680_TAT_2),
fluoreszierende NP in Vesikeln am Rand der Zelle lokalisiert; Rechts: HelLa-Zellen nach
2 h Inkubation mit NP (NG680_TAT _2), fluoreszierende NP in Vesikeln an bestimmten
Ecken der Zelle lokalisiert, langsame Wanderung der fluoreszierenden Vesikel Richtung
Zellinneres hat eingesetzt

Den Momentaufnahmen nach vierstiindiger Inkubation ist zu enthnehmen, dass
sich der Wanderungstrend der fluoreszierenden Vesikel in Richtung Zellinneres
fortsetzt. Zwar findet sich eine Vielzahl der Vesikel noch immer am Rand der
Zellen, dennoch sind deutlich vermehrt NP enthaltende Vesikel im Cytoplasma

auszumachen.
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Abbildung 31: HeLa-Zellen nach 4 h Inkubation mit NP (NG680_TAT_2), Wanderung
der fluoreszierenden Vesikel in Richtung Zellinneres

Abbildung 32 zeigt eine Momentaufnahme nach achtstiindiger Inkubation mit Tat-
und AF680-funktionalisierten, redox-sensitiven NP. Im Vergleich zu den
Aufnahmen nach zweistiindiger Inkubation ist die Fluoreszenz und somit auch
die Konzentration an NP im Cytoplasma hoher, wobei ein Vordringen in den
Zellkern nicht beobachtet werden kann. Der Bereich des Zellkerns bleibt dunkel.
Die Partikel befinden sich auch nach 8 Stunden noch in den Vesikeln, was gegen
eine Freisetzung der Partikel aus den Vesikeln und den Zerfall der NP zur

Freisetzung des Wirkstoffes spricht.

Abbildung 32: HelLa-Zellen nach 8 h Inkubation mit NP (NG680_TAT_2);
fluoreszierende, NP enthaltende Vesikel im Zellinneren lokalisiert, scheinbar keine
Aufnahme der Vesikel in den Zellkern; keine Offnung und Entleerung der Vesikel
erkennbar
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die mit Tat funktionalisierten
redox-sensitiven NP von den Zellen aufgenommen werden. Es ist davon
auszugehen, dass NP via Endozytose in die HelLa-Zellen transportiert werden.
Ein Indiz fur diese Vermutung ist die deutlich erkennbare Vesikelbildung, die in
manchen Bereichen der Plasmamembran verstarkt beobachtet werden kann. Fur
die Aufnahme der Partikel durch Endozytose spricht auch das Ablésen der
Vesikel von der Zellmembran und die Wanderungstendenz der die NP
enthaltenden Vesikel in Richtung Zellinneres. Der genaue Vorgang der
Vesikelbildung und —ablésung konnte aber noch nicht aufgezeichnet werden.

5.5.2 AF680-funktionalisierte, redox-sensitive Nanopartikel ohne
Fusionsprotein

In Abbildung 33 sind zwei wahrend der Live-Cell-Mikroskopie angefertigte
Momentaufnahmen der HelLa-Zellen nach eindreiviertelstindiger und nach
vierstindiger Inkubation mit redox-sensitiven NP, die kein Fusionsprotein
enthalten, dargestellt. Die Qualitat der Aufnahmen wird durch ein relativ starkes
Hintergrundrauschen aufgrund von einer Aggregatbildung der NP beeintrachtigt,
was in einer teilweisen Uberlagerung der Fluoreszenz der einzelnen NP
resultiert. Dennoch koénnen einzelne fluoreszierende Punkte in LOsung
ausgemacht werden, die den einzelnen NP entsprechen. Ein hoher Weil3abgleich
lasst bei diesen Aufnahmen den Eindruck einer scheinbar hohen
Fluoreszenzintensitat entstehen. NP enthaltende Vesikel, wie sie bei den Tat-
funktionalisierten Proben vorkommen, kdnnen nicht beobachtet werden. Im
Bereich der Plasmamembran konnen lediglich nicht fluoreszierende Vesikel
erkannt werden. Eine Zellaufnahme kann jedoch nicht ganz ausgeschlossen
werden. Moglicherweise kommt es zu einer stark reduzierten Aufnahme der NP

verglichen mit jener der mit Tat funktionalisierten NP.
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Abbildung 33: Links: HeLa-Zellen nach 1,45 h Inkubation mit NP (NG680_4), starkes
Hintergrundleuchten durch Aggregatbildung, fluoreszierende NP frei in Lésung;
fluoreszierende, mit NP beladene Vesikel im Zellinneren nicht klar erkennbar; Rechts:
HeLa-Zellen nach 4 h Inkubation mit NP (NG680_4), fluoreszierende NP frei in Losung;
fluoreszierende Endozytose-Vesikel innerhalb der Zelle nicht klar erkennbar
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6.1 Vorteile des Einsatzes von Polyglycidolen vs. Polyethylenglycol zur

Herstellung von funktionalisierten NP

R o)
o \}H
O %\[ n
H OH

n OH

Polyethylenglycol Polyglycidol

Abbildung 34: Vereinfachte Strukturformeln von Polyethylenglycol (PEG) und
Polyglycidol (PG)

Bei Polyethylenglycol (PEG) handelt es sich um ein Polymer mit einer bzw. zwei
endstandigen Hydroxylgruppe(n). Dadurch ist PEG sehr gut wasserldslich.
Desweiteren besitzen Polyethylenglycole niedrige Toxizitatswerte und sind mit
den unterschiedlichsten Molekulargewichten und Qualitaten kommerziell
verflgbar. Aufgrund dieser Eigenschaften kommt PEG bereits seit vielen Jahren
in der Medizin und Pharmazie, beispielsweise als Wirkstofftrager, aber auch in
der zellbiologischen Forschung zum Einsatz. Durch Anbindung eines PEG-
Molekils an eine hydrophobe Verbindung oder ein hydrophobes Molekul wird
diese(s) wasserloslich. Dieses Charakteristikum macht man sich unter anderem
beim Transport von sonst wasserunloslichen Wirkstoffen durch biologische

Systeme zu Nutze. 121 [90] [91]

Auch Polyglycidol (PG) besitzt diese oben genannten positiven Eigenschaften,

ist hydrophil und biokompatibel. Im Gegensatz zu PEG, das an den Ketten-Enden

lediglich je eine funktionelle OH-Gruppe aufweist, hat PG an jeder

Wiederholungseinheit eine funktionelle Hydroxylgruppe, die modifiziert werden

kann (siehe Abbildung 34). Dadurch wird das Einbringen zahlreicher
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Funktionalitdten ermdglicht. So koénnen unter anderem pharmazeutische
Wirkstoffe, Farbstoffe und andere Hilfsmolekile an das PG-Molekil gekoppelt

werden, was wiederum eine Vielzahl von Einsatzméglichkeiten eroffnet. 181 92

In der vorliegenden Arbeit kam Thiol-funktionalisiertes PG (PG-SH) zur
Anwendung. Dafir wurden einige OH-Gruppen des PG mit Thiol funktionalisiert,
was wiederum die Anbindung von anderen Molekilen tber eine Disulfidbriicke

erlaubt.

Bei der NP-Synthese kamen zwei unterschiedliche Ausgangspolymere zum
Einsatz. Wéahrend zunachst noch das esterhaltige PG-SH (PGenr-SH) fir die
Herstellung der NG verwendet wurde, erfolgte im weiteren Verlauf der
vorliegenden Arbeit ein Wechsel zu esterfreiem PG-SH (PGer-SH). PGer-SH ist,
verglichen mit PGen-SH, weniger anfallig gegeniiber Hydrolyse, was sich positiv

auf die Stabilitéat des Polymers auswirkt.

6.2 Funktionalisierung von Polyglycidol-Thiomeren

Damit die aus den Thiol-funktionalisierten PG gebildeten NP in dem fur die
Zellaufnahme-Untersuchungen eingesetzten Verfahren der Fluoreszenz-
Mikroskopie dargestellt werden kdénnen und das ,Live Cell Imaging“ der NG
ermdglicht wird, musste eine Fluoreszenzmarkierung mit dem entsprechenden
Farbstoff zur Visualisierung eingefthrt werden. Hierfur wurden die Pre-Polymere
vor der NG-Synthese mit einem Fluorophor funktionalisiert. FuUr die
Funktionalisierung wurde eine kovalente Anbindung an die Thiol-Gruppen des
Polymers, welche auch zur Vernetzung der NG dienen, gewéhlt. Es galt die
geeignete Anbindungsmethode des Fluoreszenzfarbstoffes an die PG-Thiomere
zu finden, die eine ausreichende Funktionalisierung erméglicht. Es war darauf zu
achten, dass bei der spateren NG-Synthese, bei der mehrere PG lber

Disulfidbriicken quervernetzt werden, eine moglichst stabile Fluoreszenz der
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einzelnen NP erreicht wird, ohne dass es durch einen zu hohen

Funktionalisierungsgrad zu Fluoreszenzléschung kommt.

Es wurde zum einen die Michael-Addition gewahlt, da diese bevorzugt bei der
Funktionalisierung von Cystein-haltigen Proteinen angewandt wird und die
entsprechenden Maleimid-funktionalen Farbstoffe biokompatibel und einfach zu
erwerben sind. Entsprechend der Literatur liefert diese Methode gute Ausbeuten
in wassrigem Medium. [°31 94 %81 Bej der Funktionalisierung mit Hilfe der Michael-
Addition wurde in erster Linie die Menge des eingesetzten Farbstoffes variiert,
um einen ausreichend hohen Markierungsgrad zu erreichen. Da dies jedoch nicht
zu dem erwinschten Funktionalisierungsgrad, der fir die spatere Anwendung
notig ist, fuhrte, wurde alternativ die Anbindung eines mit Alkin funktionalisierten
Fluorophors an die Thiol-Gruppen des Polymers mit Hilfe der UV-Click-Reaktion
durchgeftihrt. Vorteilhaft ist hier die quantitative und schnelle Umsetzung der
Edukte. P8 Ein Nachteil ist die Verwendung von UV-Licht, das zu einer teilweisen
Zerstorung des Fluoreszenzfarbstoffes und infolgedessen zu einer Reduzierung
der Fluoreszenzintensitat der NP fuhren kann. Die Reduzierung der Fluoreszenz
fur das verwendete Cy5-Alkin wurde in einem Vorversuch ermittelt und liegt bei

etwa 20 % nach 2 Minuten.

Es wurden Funktionalisierungsreaktionen mit den folgenden Fluorophoren
durchgefiuhrt: Alexa Fluor 680-Maleimid, Cy7-Maleimid sowie Cy5-Alkin.

Tabelle 32 gibt einen Uberblick tiber die bei der Funktionalisierung der PG zur
Anwendung gekommenen Anbindungsmethoden und die daflr verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe. Wahrend die Anbindung des Fluorophors bei den
Ansatzen PG-SH-AF680-1, PG-SH-AF680-2, PG-SH-Cy7-1 und PG-SH-Cy7-2
Uber eine Michael-Addition erfolgte, wurde im Fall von PG-SH-Cy5-1 die UV-
Click-Reaktion gewahlt.

Im Folgenden werden die Funktionalisierungsansatze im Einzelnen diskutiert.
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Tabelle 32: Ubersicht der mit einem Fluorophor funktionalisierten PG
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Theoretischer

Tatséachlicher

Anbindungs- ) _ ) )
Ansatz Fluorophor Funktionali- Funktionali-
methode ] _
sierungsgrad sierungsgrad
PGen-SH-AF680-1 uigpticrd Michael- jede 41. Wurde nicht
(esterhaltig) _Lsp et Addition Polymerkette bestimmt
Maleimid
PGen-SH-AF680-2 | L MIAlexa Michael- jede 41. Wurde nicht
(esterhaltig) I G50, Addition Polymerkette bestimmt
Maleimid
PGge-SH-Cy7-1 5 mg Cy7- Michael- jede 4. jede 13.
(esterfrei) Maleimid Addition Polymerkette Polymerkette
PGgg-SH-Cy7-2 10 mg Cy7- Michael- jede 2. jede 16.
(esterfrei) Maleimid Addition Polymerkette Polymerkette
PGer-SH-Cy5-1 5,57 mg Cy5- _ _ jede 3. jede 10.
i i Click-Chemie
(esterfrei) Alkin Polymerkette Polymerkette

6.2.1 Funktionalisierung mit Alexa Fluor 680-Maleimid

OH

Alexa 680 O
N (o) OH
Lo oL Oy o
0 0 -
OH 0 z = 1-(y+x)
"Oe\fo O%y\/ o) & © < X2 = 1-(y+z)
o S HS

PBS, pH 7,4
RT, 4h

X
o

Ha Alexa 680N
o)

Abbildung 35: Reaktionsgleichung der Funktionalisierung von PGen-SH mit Alexa Fluor

680-Maleimid Uber die Michael-Addition
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Die in Abbildung 35 dargestellte Reaktionsgleichung zeigt die Funktionalisierung
von PGen-SH mit Alexa Fluor 680-Maleimid. Die Anbindung des
Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt Uber eine kovalente Bindung zwischen Alexa

Fluor-Maleimid und einer Thiol-Gruppe des PG.

Fur die Funktionalisierung von PGer-SH wurde sowohl im Ansatz PGen-SH-
AF680-1 als auch im Ansatz PGen-SH-AF680-2 1 mg (0,87 umol) des
Fluorophors Alexa Fluor 680 eingesetzt. Bei 100%igem Reaktionsumsatz wirde
lediglich jede 41. Polymerkette mit einem Fluorophor-Molektl markiert werden.
Aufgrund der leichten Blaufarbung des Dialyse-Wassers bei der abschliel3enden
Aufreinigung des Reaktionsproduktes muss davon ausgegangen werden, dass
Farbstoff in freier und wahrscheinlich auch in an PGen-SH gebundener Form bei
der Dialyse verloren geht. Im Fall von PGen-SH-AF680-1 konnten nach der
Gefriertrocknung 86 mg markiertes Polymer von 200 mg eingesetztem Polymer
isoliert werden, was einem Verlust von 57 % entspricht. Da angenommen wurde,
dass ein signifikanter Anteil des Polymers bei der Dialyse mit einer Membran mit
MW CO 3500 verloren geht, wurde fiir die Dialyse des Ansatzes PGen-SH-AF680-
2 die Dialyse-Membran mit einer kleineren Molekulargewichtsgrenze von 1000

Dalton verwendet.

Dies fuhrte zu einem geringeren Verlust von Polymer bei der Aufarbeitung: Im
Fall von PGen-SH-AF680-2 gehen von den zu Beginn der Reaktion eingesetzten
200 mg PGen-SH 42 mg wahrend der Aufreinigung verloren, was einem Verlust
von 21 % entspricht. Die Tatsache, dass die Verlustrate beim zweiten Ansatz
(PGen-SH-AF680-2) verbessert werden konnte, bestétigt die Entscheidung fur
die Dialyse-Membran mit kleinerer Ausschlussgrenze. Es wurde auch bei den
weiteren Versuchen eine Membran mit MWCO 1000 eingesetzt, um
niedermolekulare stérende Nebenkomponenten sicher zu entfernen und

gleichzeitig unndétig hohe Verluste an Polymer zu vermeiden.

Trotz des Einsatzes der Dialyse-Membran mit einer Molekulargewichtsgrenze

von 1000 g/mol erscheint die Ausbeute dennoch unbefriedigend.
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6.2.2 Funktionalisierung mit Cy7-Maleimid

o 0«} o o o) oF
X y X z y2
—_—>
OH (o) DMSO OH (o) fe)
\\L RT, 4h Kk \\L
SH SH

0]

z = 1-(x+y)
b) y2 = 1-(x+z)

Abbildung 36: a) Strukturformel von Cy7-Maleimid, b) Reaktionsgleichung der
Funktionalisierung von PGgr-SH mit Cy7-Maleimid tGber die Michael-Addition

Abbildung 36 zeigt die Reaktionsgleichung der Funktionalisierung von PG-SH mit
Cy7-Maleimid. Auch in diesem Fall erfolgt die Anbindung des
Fluoreszenzfarbstoffes tber eine Michael-Addition, bei der das Cy7-Maleimid

eine kovalente Bindung mit einer Thiol-Gruppe des PG eingeht.

Um eine moglichst effektive Anbindung des Farbstoffes an das Polymer zu
etablieren, wurden fur die Funktionalisierung des Polymers mit Cy7-Maleimid
zwei unterschiedliche Anséatze gewahlt. In beiden Ansatzen kam PGer-SH zum

Einsatz. Die beiden Ansatze unterschieden sich lediglich in der Menge des
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verwendeten Farbstoffes und in der Art der Aufbereitung. Nachdem bei der
Aufbereitung des mit AF680 funktionalisierten PG hohe Produktverluste zu
verzeichnen waren, wurde eine andere Aufbereitungsmethode gewahlt, um so
gegebenenfalls den Produktverlust zu verringern. Im Fall des Ansatzes PGer-SH-
Cy7-1 wurden 5 mg (7,07 umol) Cy7-Maleimid eingesetzt, was bei theoretischem
100%igem Reaktionsumsatz die Markierung jeder 4. Polymerkette zur Folge hat.
Die Aufreinigung dieses Ansatzes erfolgte durch Ausfallung mit Hilfe von
Dichlormethan und abschlieRende Gefriertrocknung. Fir den Ansatz PGer-SH-
Cy7-2 wurden 10 mg (14,1 pumol) Cy7-Maleimid verwendet. Das entspricht der
doppelten Menge Fluoreszenzfarbstoff im Vergleich zum Ansatz PGer-SH-Cy7-
1 bei gleichbleibender Menge Polymer und unveranderten
Reaktionsbedingungen. Bei theoretischem 100%igem Reaktionsumsatz wird
somit jede 2. Polymerkette mit einem Fluorophor-Molekial markiert. Die
abschlieiende Reinigung des funktionalisierten PGer-SH erfolgte im Fall von
Ansatz PGer-SH-Cy7-2 durch Dialyse (MWCO: 1000 g/mol) und anschlie3ende
Gefriertrocknung.

Bei der Aufreinigung des Ansatzes PGer-SH-Cy7-1 durch Ausfallung mit
Dichlormethan zeigt sich eine gut erkennbare Griinfarbung des Uberstandes,
wodurch auf das Auswaschen von freiem Fluoreszenzfarbstoff sowie evtl. von
markierten niedermolekularen Bestandteilen des Polymers zu schliel3en ist.
Daraus kann geschlossen werden, dass auch fur den Ansatz PGer-SH-Cy7-1
kein 100%iger Reaktionsumsatz erfolgt ist. Zudem ist ein Verlust des Polymers
von 53,8 % zu verzeichnen. Mégliche Grinde fur den Verlust kdénnte eine
gewisse Loslichkeit von niedermolekularen Polymeranteilen, sei es mit Cy7-
Maleimid funktionalisiert oder nicht funktionalisiert, sein. Aufgrund dieses
Ergebnisses erscheint eine Aufreinigung des markierten PG-SH durch Ausfallung

mit Dichlormethan nicht vorteilhaft.

Auch bei der Aufbereitung des Ansatzes PGer-SH-Cy7-2 durch Dialyse zeigt sich
eine starke Grunfarbung des Dialysewassers. Dies lasst den Ruckschluss zu,

dass auch hier wieder Farbstoff verloren geht und somit kein 100%iger
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Reaktionsumsatz erfolgt ist. Nach der Gefriertrocknung des dialysierten
Polymers werden 110 mg funktionalisiertes Polymer von den zuvor eingesetzten
200 mg PG-SH isoliert, was einem Polymer-Verlust von 45 % entspricht. Das
bedeutet, dass die Grunfarbung des Dialyse-Wassers sowohl auf das mit Cy7
funktionalisierte Polymer als auch auf freien Farbstoff zurtickzufihren ist.

Inwiefern das unterschiedliche Ausgangspolymer (esterhaltig vs. esterfrei) einen
Einfluss auf den deutlich unterschiedlichen Polymerverlust bei der Aufarbeitung
hat, lasst sich aufgrund fehlender Wiederholungsversuche nicht eindeutig sagen.
Im Vergleich bietet eine Reinigung durch Dialyse mit MWCO <1000 einen Vorteil
bezlglich der Polymer-Verlustrate und scheint einer Fallung mit Dichlormethan

vorzuziehen zu sein.

Vergleicht man den Polymer-Verlust von Ansatz PGer-SH-Cy7-2 mit dem von
PGen-SH-AF680-2, fallt dieser im ersten Fall mit 45 % deutlich gréR3er aus als im
zweiten Fall mit 21 %, obwohl im Fall von PGer-SH-Cy7-2 ein Polymer mit einem
um ca. 1100 Dalton hoheren mittleren Molekulargewicht eingesetzt wurde (s.0.)
und in beiden Fallen die gleiche Dialysemembran mit derselben
Molekulargewichtsgrenze zur Anwendung kam. Dies ist mdglicherweise auf die
verwendeten LOsungsmittel zurtickzufuhren. Wahrend beim Ansatz PGenr-SH-
AF680-2 fur das Losen von PGex-SH und Alexa Fluor 680-Maleimid PBS-Puffer
verwendet wurde, wurden sowohl das Cy7-Maleimid als auch das im Ansatz
PGer-SH-Cy7-2 verwendete Polymer in DMSO geldst. In beiden Féllen wurde die
Reaktionslésung nach abgeschlossener Reaktion und vor der Dialyse mit PBS-
Puffer weiter verdunnt. Laut Herstellerangaben ist die Verwendung sowohl von
Puffern als auch von verdiinnten organischen Lésungsmitteln, zu denen auch
DMSO zahlt, ohne Beschadigung der Dialysemembran moglich. P71 Es ist jedoch
moglich, dass der Gehalt an DMSO in der Reaktionslosung von Ansatz PGer-
SH-Cy7-2 auch nach der Verdiinnung noch zu hoch ist und die Dialysemembran
angreifen und gegebenenfalls deren Porengrél3e vergrof3ern kann, so dass es zu

einem hoheren Polymer-Verlust kommt. Dieser mdgliche Einfluss sollte bei
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weiteren Versuchen durch eine starkere Verdinnung des Ansatzes mit PBS-

Puffer untersucht werden.

Um die Effizienz der Markierungsreaktion bei beiden Ansétzen beurteilen zu
kénnen, wurde die Cy7-Maleimid-Konzentration in dem markiertem PGgr-SH mit
Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie und einer zuvor erstellten Kalibriergeraden von

reinem Cy7-Farbstoff bestimmt. Tabelle 33 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 33: Cy7-Maleimid-Konzentration und —Stoffmenge in mit Cy7 funktionalisiertem
PG-SH

Konzentration | Cy7-Maleimid-
Ansatz der PG-SH-Cy7- | Konzentration Verhaltnis Polymer:Cy7
Lésungen [ug/ml]
[mg/ml]
PGer-SH-Cy7-1 0,6 5,04 12,51
PGer-SH-Cy7-2 0,7 4,64 15,9:1

Es zeigt sich, dass die Kopplungsreaktion des Ansatzes PGer-SH-Cy7-1 zu
einem hoheren Funktionalisierungsgrad gefuhrt hat, obwohl eine geringere
Menge an Fluorophor bei gleichen Reaktionsbedingungen eingesetzt worden ist.
Der Einsatz einer héheren Menge an Fluoreszenzfarbstoff scheint demnach nicht
zwangslaufig zu einer dichteren Markierung der PG zu filhren. Der theoretische
erwartete Markierungsgrad wurde in keinem Fall erreicht. Im Fall von PGer-SH-
Cy7-1 war angestrebt, jede 4. Polymerkette zu markieren. Erhalten wurde eine
Markierung jeder 13. Polymerkette, entsprechend einer Markierungseffektivitat
von 54%. Die starke Einfarbung des Dialysewassers war ein Hinweis auf

unvollstandigen Umsatz bei den Reaktionen.

Bei PGer-SH-Cy7-2 wurde versucht, den Markierungsgrad durch eine Erh6hung
des eingesetzten Cy7-Maleimids zu steigern. Trotz des Einsatzes der doppelten

Menge an Farbstoff, welche eine angestrebte Markierung jeder 2. Polymerkette
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bedeuten wirde, wurde lediglich eine Markierung jeder 16. Polymerkette,

entsprechend einer Markierungseffektivitat von 45%, erzielt.

Diese Beobachtung scheint auf den ersten Blick im Widerspruch zum

Massenwirkungsgesetz zu stehen. Grinde fir dies konnten sein:

e Es ware madglich, dass keine ausreichend grof3e Anzahl an reaktiven
Sulfhydryl-Gruppen  vorliegt. So  kénnten  z.B. nicht-reaktive
Disulfidbriicken vorliegen, da das eingesetzte PG-SH vor der Reaktion

nicht reduziert wurde.

e Zu geringer Uberschuss an Cy7-Maleimid (Literaturprotokoll des
Herstellers schlagt fur Markierung von biologischem Material 20-fachen

Uberschuss vor).

e Die Maleimid-Gruppe ist in wassriger Umgebung empfindlich gegentber
Hydrolyse und kann dadurch schon zum Teil zu einer nicht aktiven Form

abreagieren.

e Der Farbstoff beginnt bei Lichtexposition auszubleichen und verliert seine
Fahigkeit zu fluoreszieren, was unter anderem auch in einem geringeren

Extinktionswert resultiert.

e Bei htheren Konzentrationen ware es moglich, dass die langkettigen,
hydrophoben Cy7-Maleimid-Molekile  miteinander  wechselwirken,
aggregieren und so bei der Umsetzung nicht ausreichend reaktiv sind.
Dies liel3e sich evtl. umgehen, indem man die Zugabe an Cy7-Maleimid in

mehrere Portionen aufteilt.

Unter diesen Gesichtspunkten sollten fur eine Optimierung der

Reaktionsbedingungen bei weiteren Ansatzen die folgenden Parameter weiter

untersucht werden: Reduzierung der Ausgangskomponente mit z.B. TCEP,

Variation des pH-Werts des Mediums, Einsatz von Ldsungsmittel-/Puffer-

Gemischen, Variation der Temperatur (selektivere Umsetzung bei tieferen

Temperaturen, z.B. 0°C), Verwendung eines anderen organischen
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Ldsungsmittels, Variation der Stochiometrie, Zugabe des Reagenzes in
mehreren Portionen oder gel6st Uber eine langere Zeit und Reaktionsfiihrung und

Aufarbeitung unter Ausschluss von Licht.

6.2.3 Funktionalisierung mit Cy5-Alkin
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/
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a) \\\
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OH DMSO, 2 2-| D|methoxy -2-Phenyl-acetophenon
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Cy Yy

b)

Abbildung 37: a) Strukturformel von Cy5-Alkin, b) Reaktionsgleichung der
Funktionalisierung von PGgr-SH mit Cy5-Alkin tber die UV-Click-Reaktion
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In Abbildung 37 ist die Reaktionsgleichung fur die Funktionalisierung von PG-SH
mit Cy5-Alkin dargestellt. Hier erfolgt die Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffes
an das PG mit Hilfe der lichtinduzierten Click-Chemie. Dabei wird bei Bestrahlung
der Reaktionslosung mit einer Lichtquelle, die eine Wellenlange von 360 nm
besitzt, der vorliegende Fotoinitiator DMPA aktiviert. Es wird eine radikalische
Spezies gebildet, die die Click-Reaktion des Alkins mit dem Thiol initiiert. Dadurch
geht das Cy5-Alkin eine kovalente Bindung mit einer Thiol-Gruppe des PGs ein.

Eine Funktionalisierung mittels Click-Chemie wurde gewahlt, nachdem bei der
Funktionalisierung mit Maleimiden in mehreren Ansatzen nicht die gewlnschte
Effektivitdt des Labelings erreicht werden konnte. Trotz der Tatsache, dass bei
der Funktionalisierung mittels lichtinduzierter Click-Chemie ein Teil des
eingesetzten Fluorophors durch die Bestrahlung mit dem Laser zerstort werden
kann, liefert diese Methode den Vorteil einer hohen Markierungs-Ausbeute, wie

in der Literatur fir &hnliche Reaktionen beschrieben worden ist. [°¢]

Im Ansatz PGer-SH-Cy5-1 wurden 200 mg PGer-SH und 5,57 mg (100,2 pmol)
Cy5-Alkin fur die Click-Reaktion eingesetzt. Bei 100%igem Reaktionsumsatz
wirde dies zu einer Markierung jeder 3. Polymerkette mit einem Fluorophor-
Molekdl fuhren. Auch hier wurde das Produkt durch Dialyse gereinigt (MWCO:
1000 g/mol) und anschlieBend gefriergetrocknet. Wie schon zuvor beschrieben
kann eine deutliche Blaufarbung des Dialysewassers beobachtet werden. Somit
muss auch bei diesem Ansatz davon ausgegangen werden, dass, trotz des
groRen Uberschusses an freien SH-Gruppen, Farbstoff in freier und in an PGee-
SH gebundener Form bei der Dialyse verloren geht. So konnte evtl. die
Reaktionszeit von 2 Minuten zu kurz fur eine vollstdndige Umsetzung sein. Fur
weitere Umsetzungen sollte in diesem Zusammenhang zum einen die
Reaktionszeit verlangert werden und zum anderen der Einfluss der
Bestrahlungszeit auf die Stabilitat der Reaktionskomponenten untersucht

werden.

Nach Beendigung der Aufreinigung und Gefriertrocknung bleiben 51 mg

markiertes Polymer von den zu Beginn der Reaktion eingesetzten 200 mg ubrig.

124



6 Diskussion

Das kommt einer Verlustrate von 74,5 % gleich. Geht man davon aus, dass laut
Literaturangaben die UV-Click-Reaktion praktisch quantitativ erfolgen sollte,
wuirde dies daflr sprechen, dass die Blaufarbung des Dialysewassers vor allem

durch mit Cy5 funktionalisiertem Polymer zustande kommit.

Bei der Aufbereitung des Ansatzes PGer-SH-Cy5-1 sind insgesamt 3,76 mg Cy5-
Alkin (berechnet als freies Cy5-Alkin) in freier und gebundener Form aus dem
Dialyseschlauch heraus diffundiert, was einem Fluorophor-Verlust von ca. 68 %
entsprache. Der hohe Verlust an Fluorophor bei der Dialyse kdnnte einerseits auf
eine unvollstandige UV-Click-Reaktion (Verlust von ungebundenem,
niedermolekularem Cy5-Alkin) hindeuten oder aber flr eine Zersetzung der
Polymerketten unter den Bedingungen der Reaktion (Bestrahlung mit
energiereichem UV-Licht, Bildung von Radikalen aus DMPA) sprechen. In
welcher Form, ob frei oder gebunden, das Fluorophor verloren ging, lasst sich

aufgrund der vorliegenden Ergebnisse allerdings nicht eindeutig klaren.

Vergleicht man den Polymer-Verlust aller funf in dieser Arbeit angesetzten
Funktionalisierungs-Reaktionen, féllt dieser im Fall von Ansatz PGer-SH-Cy5-1
am grof3ten aus. Die Verluste an Polymer bei der Aufarbeitung lagen zwischen
ca. 20 % wund 70%. Ursache konnten die relativ drastischen
Reaktionsbedingungen sein (UV-Licht, Radikalreaktion). Vor dem Hintergrund
der Literaturangaben zu diesem Reaktionstyp ist jedoch insgesamt der hohe
Verlust von Polymer bei der Aufarbeitung des Ansatzes von PGer-SH-Cy5-1 nur
schwer zu erklaren. Aufgrund der oben beschriebenen Beobachtungen bei den
Markierungsreaktionen tber Michael-Additionen kann man davon ausgehen,
dass bei der Dialyse (MWCO 1000) der PGeniEr-SH-Derivate mit einer
angenommenen mittleren Ausgangs-Molekularmasse von ca. 5500 - 6600
offensichtlich ein Polymerverlust von ca. 21 — 45 % aus dem niedermolekularen
Teil der Molmassenverteilungskurve auftritt. Nimmt man weiterhin an, dass auch
bei PGer-SH-Cy5-1der Anteil an niedermolekularen Bestandteilen und damit der
Verlust von Polymer bei der Dialyse in diesem Bereich liegt, sprache dieses

Ergebnis eher daflr, dass es sich bei dem oben beschriebenen Fluorophor-
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Verlust bei der Dialyse zu einem grof3en Teil (24 — 48 %) eher um nicht am
Polymer gebundenes Cy5-Alkin handelt. Dies wirde bedeuten, dass die
Umsetzung nur unvollstandig und die Reaktionsbedingungen somit suboptimal
waren. So konnte evtl. die Reaktionszeit von 2 Minuten zu kurz fir eine
vollstandige Umsetzung sein. Der im Vergleich zu den anderen Ansatzen
erhebliche Verlust an Polymer bei der Aufarbeitung konnte allerdings, wie schon
unter 6.2.2 beschrieben, auch hier mit der Verwendung von DMSO als
Losungsmittel zu erklaren sein. Eine weitere Ursache fur die unbefriedigende
Ausbeute bei der Herstellung von PGEF-SH-Cy5-1 konnte weiterhin daran
liegen, dass sich die Ausgangsverbindungen durch die Bestrahlung mit der

Lichtquelle (360 nm) teilweise zersetzen.

Fur weitere Umsetzungen sollten in diesem Zusammenhang die
Reaktionsbedingungen  variiert  werden  (Reaktionszeit, = Temperatur,
Stochiometrie, Ldsungsmittel, Konzentration sowie die Menge des
Photoinitiators). Des Weiteren sollte der Einfluss der Bestrahlungszeit auf die

Stabilitat der Reaktionskomponenten untersucht werden.

Eine andere Ursache konnte sein, dass sich ein Teil des Produkts an dem
Photoinitiator DMPA welcher nach der Dialyse abzentrifugiert wird, adsorbiert
und so Uber das DMPA-Pellet verloren geht. Bei Wiederholungsansatzen sollte
zur Verbesserung der Ausbeute das Zentrifugationspellet resuspendiert und
gewaschen bzw. eine andere Aufarbeitungsmethode, wie z.B.

Gelchromatographie gewahlt werden.

Die Effizienz der Funktionalisierung von PGer-SH mit Cy5-Alkin und die Menge
des an PG gebundenen Cy5 wurden auch fur den Ansatz PGer-SH-Cy5-1 mittels
UV/Vis-Spektroskopie ermittelt. Auffallend war allerdings, dass das gesamte
Extinktionsspektrum von PGer-SH-Cy5-1 in positiver Richtung entlang der y-
Achse zu héheren Extinktionswerten verschoben war. Diese Befunde sprechen
dafir, dass in der Probe noch signifikanten Mengen an Nebenkomponenten
(DMPA oder dessen Zersetzungsprodukte) vorhanden sind. Die nach oben

verschobene Baseline des Spektrums spricht dafir, dass die Lésung nicht
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homogen ist, sondern ungeloste Komponenten vorliegen, die zu einer

Abschwéchung des bei der Messung verwendeten Lichtstrahls fihren.

Auch wiederholte Messungen mit verschiedenen fir die Kalibrierung des UV/Vis-
Spektrometers verwendeten Proben als Baseline (BL), Lésungsmitteln und
Farbstoff-Polymer-Kombinationen (Reinstwasser, DMSO, Wasser-DMSO-
Gemisch, 5 mg PGer-SH geldst in Reinstwasser) fuhrten zu keiner Veranderung.
Da eine Konzentrationsbestimmung aufgrund der Verschiebung zu einer zu
hohen Cy5-Alkin-Konzentrationen fuhren wirde, erfolgte eine Korrektur des
Extinktionsspektrums in Richtung der Baseline. Es ist jedoch zu beachten, dass
dieser Anpassung eine weitere Fehlerquelle zusatzlich zu der Ungenauigkeit

aufgrund von Fluoreszenzverlust bei Lichtexposition darstellt.

Fur die Cy5-Konzentration wurde ein Wert von 2,17 pg/ml (3,90 nmol) ermittelt.
Das entspricht 15,6 nmol Cy5-Alkin pro mg Polymer. Es erfolgte die Markierung
ca. jeder 10. Polymerkette. Verglichen mit den zuvor beschriebenen Methoden
erweist sich die Funktionalisierung tiber die UV-induzierte Click-Chemie somit als

am effizientesten.

Diese Umsetzung ist noch optimierungsfahig beziglich Verringerung des
Polymerverlusts bei der Aufarbeitung (74,5 %) und Umsetzungsgrad des
eingesetzten Cy5-Alkin (67,5 % nicht umgesetzt). Auch beziglich der Reinheit
des markierten Polymers (Beseitigung von Nebenkomponenten) besteht noch
Optimierungspotential. Insgesamt erscheint PGer-SH-Cy5-1 aufgrund des hohen
erreichten Markierungsgrades als aussichtsreichster Kandidat fir weitere

Untersuchungen.

Wie oben diskutiert, werden noch Moglichkeiten gesehen, die Ausbeute der UV-
Click-Reaktion zu steigern. Um die Problematik mit der verschobenen Grundlinie
bei der spektroskopischen Charakterisierung der Verbindung zu vermeiden,
sollte das Reaktionsprodukt bei weiteren Ansatzen filtriert werden, um stérende

Nebenkomponenten zu entfernen.
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6.3 Herstellung und Charakterisierung der Nanopartikel

Unter Punkt 3.2.2 wurden bereits die verschiedenen Herstellungsverfahren, die
eine NP-Synthese ermdglichen, erlautert. Flr die vorliegende Arbeit wurde das
Verfahren in inverser Miniemulsion gewahlt, da dieses die Synthese
wasserl6slicher Partikel mit einer definierbaren Gr63e im Nanometerbereich
erlaubt. Ziel war es sowohl redox-sensitive als auch nicht reduktiv degradierbare
NP mit einer einheitlichen GréRenverteilung < 500 nm herzustellen. Dabei wurde
ein wasserlosliches, hydrophiles Prapolymer, das thiol-funktionalisierte PG, auf
unterschiedliche Weise zu einem dreidimensionalen Netzwerk verknupft (siehe
Abbildung 38).

Ox
a) 2R—SH mmmp R—SS—R

o] o}
N
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Abbildung 38: a) NP-Synthese via Oxidation, b) NP-Synthese via Michael-Addition
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Die Verknupfung der Prapolymere erfolgte im Fall der redox-sensitiven NP bei
einem physiologischen pH-Wert via Oxidation der Thiol-Funktionen des PG zu
Disulfidbriicken mit Hilfe des Oxidationsmittels Alloxan (siehe Abbildung 39).

SH

Inverse Miniemulsion

+ B
Alloxan
pH 7,4

HS S—g

Abbildung 39: Reaktionsschema der Synthese redox-sensitiver ,Standard“-NP;
Oxidation der Thiol-Funktionen zu Disulfidbriicken unter Verwendung von Alloxan als
Oxidationsmittel

Im Fall der nicht reduktiv degradierbaren NP existieren viele Ansatze, die ihre
Herstellung méglich machen. Eine Moéglichkeit ist die Synthese von NG Uber eine
Michael-Addition. Da diese Reaktion bei einem fur PBS-Puffer blichen,
physiologischen pH-Wert von 7,4 nur sehr langsam ablauft, muss ein
biologisches Puffersystem mit hoherem pH-Wert (pH = 8) eingesetzt werden,
weshalb als Grundlage fur die wassrige Phase ein 0,04 M Phosphat-Puffer,
bestehend aus Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) und
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), gewahlt wurde. Als Crosslinker diente
PEGDA, welches in der Lage ist mit den Thiol-Funktionen zweier PG zu reagieren

und diese so zu verknupfen (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Reaktionsschema fir die Synthese nicht reduktiv degradierbarer NP via
Michael-Addition

Die Charakterisierung der NP ist besonders wichtig, weil sie eine routinemalige
Qualitatskontrolle der NG-Synthese und der GroRRenverteilung der dabei
entstandenen Partikel erlaubt. Da die NP bei einem mdoglichen medizinischen
Einsatz unter anderem intravends appliziert werden sollen, darf ein mittlerer
Partikeldurchmesser von 300 nm aufgrund der Gefahr einer potentiellen Embolie

nicht Uberschritten werden.

Um die NP bezutglich ihrer Gréf3e und Konzentration zu charakterisieren, wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei unterschiedliche Verfahren eingesetzt:
Dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, DLS) und Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA). Beide Methoden beruhen auf dem Prinzip der

Lichtstreuung.

Bei der NTA handelt es sich um eine relativ neue Methode, die sowohl
Informationen Uber die Partikelgroe als auch Angaben Uber die

Partikelkonzentration liefert. Die DLS hingegen gehort zu den etablierten
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Charakterisierungsmethoden zur NP-Charakterisierung in Dispersion. Eine

Konzentrationsbestimmung ist hier allerdings nicht mdglich.

Neben einem Vergleich der beiden Verfahren ist auch der Einfluss der fir die NP-
Synthese verwendeten Ausgangspolymere auf die Partikelgro3e von Interesse.
Wahrend es sich bei dem Prapolymer der zu Beginn dieser Arbeit synthetisierten
NP (NG_1-3, NG_TAT_1, NG680_1-4, NG680_TAT_1-2 und NG680_MA_1) um
ein esterhaltiges PG-Thiomer handelt, wurde fur die zu einem spéteren Zeitpunkt
hergestellten NG (NGCy7_1, NGCy7 MA 1, NGCy5 1, NGCy5 TAT 1,
NG_MA 1-2 und NG_Click_1-2) ein esterfreies PG-Thiomer verwendet.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Funktionalisierung mit unterschiedlichen

Fluorophoren die GroRRenverteilung der NP beeinflusst.

Wahrend im ersten Abschnitt zundchst grundsatzlich die beiden Methoden zur
Partikelcharakterisierung miteinander verglichen werden, beschaftigt sich der
darauf folgende Abschnitt mit dem Einfluss der fir die Funktionalisierung

verwendeten Fluorophore auf die PartikelgréRe und GréRenverteilung.

6.3.1 Methodenvergleich von NTA und DLS

In den Abbildungen 41-43 sind beispielhaft die GroRenverteilungen der
unterschiedlichen NG, welche jeweils mit Hilfe der NTA und der DLS ermittelt
wurden, graphisch dargestellt. Abbildung 41 zeigt die GroRRenverteilung einer
nicht fluoreszenzmarkierten, redox-sensitiven NP-Dispersion. In Abbildung 42 ist
die GroRenverteilung einer mit AF680 markierten, redox-sensitiven NP-
Dispersion dargestellt. Die GroR3enverteilungen in Abbildung 43 sind einer nicht
markierten, nicht degradierbaren, Uber eine Michael-Addition hergestellten NP-

Dispersion zuzuordnen.
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Abbildung 41: GréRenverteilung einer nicht fluoreszenzmarkierten, redox-sensitiven
NP-Dispersion (NG_3): a) Charakterisierung mittels NTA; b) Charakterisierung mittels
DLS

Die Auswertung mittels NTA zeigt fur NG_3 eine relativ schmale, gut definierte,
monomodale GrolRenverteilung mit einem durchschnittichen Durchmesser von
212 nm +/- 73 nm. Vergleicht man die GrolRenverteilungen, welche durch die
beiden Methoden ermittelt wurden, fallt auf, dass die mittels DLS ermittelte
GroRRenverteilung breiter ausfallt (durchschnittlicher Durchmesser 255 nm +/-
125 nm).

Grund fur diese Diskrepanz ist in erster Linie in der fur die beiden Messmethoden
unterschiedlichen Vorbereitung der Proben zu suchen. Die DLS bendtigt eine
unverdiunnte und ungefilterte, relativ hoch konzentrierte Probe, um eine
ausreichende Signalintensitat zu erhalten und damit aussagekraftige Messungen
zu ermdglichen. In verdinnten Lésungen ist die Konzentration an NP meist zu
gering und es kommt zu Problemen bei der Detektion der wenigen Partikel, so
dass eine Partikelcharakterisierung nicht mdoglich ist. Allerdings birgt die
Verwendung unverdunnter Proben auch gewisse Fehlerquellen. Ein Nachteil der
unverdinnten Proben st der starke Einfluss grolB3er Partikel. Die
Charakterisierung der NP erfolgt bei der DLS Uber das von den Partikeln
gestreute Licht eines Lasers, welches detektiert wird. Befinden sich nun viele
kleine und einige grof3e Partikel in der zu messenden Probe, werden die
Messungen zu den gré3eren Aggregaten hin verschoben, da das von den grof3en

Partikeln ausgehende Streulicht starker ist und das der kleineren Partikel
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Uberlagert. Diese Tatsache ist durch die Rayleigh-Streuung bzw. -N&herung zu
erklaren, die besagt, dass der Durchmesser mit einer Potenz von 6 in die
Intensitat | der Streuung eingeht (I ~ d®). Das bedeutet, dass ein 50 nm groRer
Partikel eine Millionen (10%) mal mehr Licht streut als ein 5 nm groRer Partikel.
[30] Der durchschnittliche Partikeldurchmesser fallt somit groRer aus, auch wenn
hauptséachlich kleine und nur wenige grof3e Partikel in der Probe vorkommen. Ein
weiterer Nachteil ergibt sich bei der Messung polydisperser Proben, die Partikel
mit unterschiedlicher Grol3e enthalten. Da auch hier in erster Linie das von den
groReren Partikeln ausgehende Streulicht detektiert wird, repréasentiert die Uber

mehrere Messungen ermittelte Gré3enverteilung nicht die reale Probe.

Im Gegensatz zu der Partikelcharakterisierung mit der DLS, bei der unverdinnte
Proben zur Anwendung kommen, werden die Proben vor der Charakterisierung
mit der NTA verdinnt und mit einem Nylon-Filter (Porengro3e 1,2 um) gefiltert.
Dadurch werden groRere Partikel und Aggregate, die die Messung negativ
beeinflussen konnten, herausgefiltert. Die mit der NTA bestimmten
durchschnittlichen Partikeldurchmesser sind somit kleiner als die mit der DLS
ermittelten Durchmesser. Auch die GrdélRenverteilung fallt insgesamt schmaler
aus. Es ist allerdings festzuhalten, dass die Konzentration der verdinnten
Proben, welche fir die NTA verwendet wurden, eher der fur die Versuche
relevanten Konzentration entspricht, welche in weiteren Experimenten dieser
Arbeit zum Einsatz kamen. Eine unverdinnte, mit Fluorophor funktionalisierte NP
enthaltende Losung wirde die Detektion und Beobachtung der einzelnen NP bei
der Live-Mikroskopie und der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie aufgrund

von Auto-Quenching-Phanomenen erschweren.

In den fur die DLS-Messung verwendeten Ursprungsproben ist zum einen
aufgrund der hoheren Konzentration die Tendenz zur Aggregatbildung deutlich
ausgepragt, zum anderen kénnen noch Staubpartikel oder andere Partikel in der
Probe vorhanden sein, welche die Messung stdoren. Das vermehrte

Vorhandensein von unterschiedlich grof3en Aggregaten neben den kleineren NP
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in der Probe lasst die DLS multimodale Hochstwerte bestimmen, die im Endeffekt

in einer extrem breiten Gauss-Verteilung zusammengefasst werden.

Die fur die Charakterisierung mit der NTA vorbereiteten Proben werden durch
Verdinnung und anschlieBende Verwendung eines Filters von bereits
vorhandenen Aggregaten und groRen Partikeln befreit. Dadurch wird die
Konzentration der Proben verringert und einer Aggregatbildung vorgebeugt, was
letztendlich auch in einer weniger breiten GrofRenverteilung resultiert. Dennoch
macht auch eine Charakterisierung der NP mittels DLS Sinn, da insbesondere
die Intensitats-gewichtete Grof3enverteilung einen Hinweis auf die Homogenitat

der NP-Dispersionen geben kann.
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Abbildung 42: GroéRenverteilung einer fluoreszenzmarkierten, redox-sensitiven NP-
Dispersion (NG680_TAT_2): a) Charakterisierung mittels NTA; b) Charakterisierung
mittels DLS

Die Auswertung der NTA- bzw. DLS-Messungen der fluoreszenzmarkierten,
redox-sensitiven NP-Dispersionen weist in dieselbe Richtung wie die Ergebnisse
der Partikelcharakterisierung der ,Standard“-NP. Abbildung 42 zeigt beispielhaft
die mittles NTA bzw. DLS ermittelten GréRRenverteilungen fir NG680_TAT_2: Die
mittels NTA ermittelte Verteilung ist relativ schmal (durchschnittlicher
Durchmesser: 164 nm +/- 78 nm) und weist eine angedeutete Schulter bei ca.
200 nm auf. Bei der Auswertung der DLS-Messung féllt auch hier auf den ersten

Blick auf, dass die GroRenverteilung, wahrscheinlich aus denselben, oben
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geschilderten Grinden, wesentlich breiter ist (durchschnittlicher Durchmesser
329 nm +/- 191 nm).

Burchmesser: 317 nm +/- 123 nm 000151 ‘ Durchmesser:499 nm +/- 274 nm
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Abbildung 43: Groélenverteilung einer nicht fluoreszenzmarkierten, nicht Stimuli-
sensitiven, via  Michael-Addition  hergestellten NP-Losung (NG_MA_2):
a) Charakterisierung mittels NTA; b) Charakterisierung mittels DLS

Auch die entsprechenden Messungen fur die nicht Stimuli-sensitiven, via
Michael-Addition synthetisierten NP (Abbildung 43 zeigt beispielhaft NG_MA_2)
folgen dem oben beschriebenen Interpretationsmuster. Die NTA-Messung liefert
eine im Vergleich zur DLS-Messung deutlich schmalere Verteilung mit einem
durchschnittichen  Durchmesser von 317 nm +/- 123 nm, wahrend die
GroRRenverteilung aus der DLS-Auswertung wesentlich breiter ausfallt

(durchschnittlicher Durchmesser: 499 nm +/- 274 nm).

Da die NP-Dispersionen bei einem biologischen Einsatz allein durch die Injektion
in einen tierischen Organismus stark verdiinnt und gro3ere Aggregate von Nicht-
Fresszellen nur bedingt aufgenommen werden, sind die mit Hilfe der NTA an
verdinnten Proben gewonnen Charakterisierungsparameter fir die weiteren
Experimente dieser Arbeit von gré3erer Relevanz als die mit der DLS bestimmten
Messergebnisse. Dennoch wurde auch eine Charakterisierung mit Hilfe der DLS

durchgefuhrt, um einen Hinweis auf die Homogenitat der NG zu erhalten.
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Um einen besseren Vergleich beider Messmethoden zu erméglichen, sollten die
NP-Dispersionen in weiteren Untersuchungen vor der Messung gleich behandelt,

bzw. die Proben vor der DLS-Messung zumindest gefiltert werden.

6.3.2 GrofRenverteilung bei unterschiedlichen Ausgangspolymeren

Bei der NP-Synthese kamen zwei unterschiedliche Ausgangspolymere zum
Einsatz. Wahrend zunéchst noch das esterhaltige PG (PGen-SH) fur die
Herstellung der NG verwendet wurde, erfolgte im weiteren Verlauf der
vorliegenden Arbeit ein Wechsel zu esterfreiem PG (PGer-SH). Die esterfreie
Variante ist weniger anfallig gegentber Hydrolyse, was sich positiv auf die
Stabilitdt des Polymers auswirkt.

Tabelle 34: Partikelcharakterisierung vierer redox-sensitiver NP bei verschiedenen
Ausgangspolymeren und Fluoreszenzfarbstoffen

Absolute Absolute
Ausgangs- | Mean | Mode SD _ _
Probe Konzentration | Konzentration
polymer [nm] [nm] [nm]
Messung 1 Messung 2
[Partikel/ml] [Partikel/ml]
NG680_4 PGen-SH- 149 101 74 6,5%10%0 8,8*10%°
AF680-2 +18 +16,8 | +4)9
NGCy5 1 PGegr-SH- 242 200 122 5,0*10° 9,3*10°
Cy5-1 +17 +21 +20
NG _2 PGen-SH 172 112 103 3,9*10%° 2,8*10%°
+38 +39 +31
NG_3 PGer-SH 180 149 73 8,5*10%! 7,5%101
+45 +188 +0

Tabelle 34 gibt noch einmal einen Uberblick tiber die Ergebnisse der mit Hilfe der
NTA durchgefihrten Partikelcharakterisierung von vier mit unterschiedlichen
Ausgangspolymeren  synthetisierten, redox-sensitiven  NP-Dispersionen.
Betrachtet man die fur die Partikelkonzentration ermittelten Werte, fallt auf, dass
keine eindeutige Tendenz zu erkennen ist. Die esterfreien NG NG_3 und
NGCy5 1 weisen mit durchschnittlich 8 * 10* Partikeln/ml die hochste, bzw. mit

durchschnittlich 7,15 * 10° Partikeln/ml die niedrigste Partikelkonzentration auf,
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wohingegen die esterhaltigen NG mit Partikelkonzentrationen zwischen
3 * 10%° Partikeln/ml und 9 * 10'° Partikeln/ml dazwischen liegen. Aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse, der unterschiedlichen Zusammensetzung der NG und,
da keine direkten Vergleichsversuche mit PGer-SH und PGen-SH durchgefihrt
wurden, kann der Einfluss des Ausgangspolymers auf die GroRenverteilung der
NG nicht abschlieRend beurteilt werden. Um eine definitive Aussage Uber den
Einfluss des Ausgangspolymers auf die Konzentration und die Partikelgréf3e
treffen zu konnen, sollten vergleichende Untersuchungen mit NG, deren
Zusammensetzung sich lediglich in dem fir die Synthese verwendeten
Prepolymer (PGen-SH oder PGer-SH) unterscheidet, durchgefiihrt werden.

6.3.3 GrofRenverteilung markierter und unmarkierter Nanopartikel

6.3.3.1 Unmarkierte redox-sensitive Nanogele

Aufgrund der hoheren Aussagekraft werden im Folgenden nur die Ergebnisse
der NTA-Messungen néaher betrachtet. Die unter 5.2.2.1 dargestellten
Ergebnisse der Messungen fir die unmarkierten redox-sensitiven NG NG_2,
NG_3 und NG_TAT_1 (enthalt zusatzlich das Transportprotein Tat) zeigen
aufgrund ihrer einheitlichen Grof3enverteilung eine sehr gute Reproduzierbarkeit
bei der Herstellung der NG. In Abbildung 19 ist beispielhaft je eine Messung pro
NP-L6sung graphisch dargestellt. Die Graphik verdeutlicht, dass die NG-L6sung
im Fall von NG_3 und NG_TAT_1 eine hohe Konzentration an NP mit einem
Durchmesser von ca. 200 nm enthalt. Die aufgrund der Auswertung berechneten
durchschnittlichen Durchmesser der Verteilung liegen bei ca. 180 nm (NG_3)
bzw. ca. 210 nm (NG_TAT _1). Die maximale Grol3e der Partikel liegt in beiden
Fallen bei ca. 350 nm. Die Verteilung von NG_2 ist insgesamt etwas breiter,
deutlich zu erkennen auch an der wesentlich grof3eren Standardabweichung von
ca. 103 nm, und zentriert sich um einen mittleren Wert von ca. 150 nm
(rechnerisch 172 nm). Es ist gut zu erkennen, dass die Gro3enverteilung relativ
schmal und die Grol3e aller in den NG-Lésungen enthaltenen NP deutlich kleiner

als 400 nm ist, was fur die Reproduzierbarkeit der NG-Synthese spricht. Die
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Konzentration der NP in den Proben lag bei ca. 0,3 — 9,7 * 101! Partikeln/ml. Die
Reproduzierbarkeit der Ansétze, die relative einheitliche und schmale
GroRRenverteilung mit einem Haupanteil <300nm und die recht hohen
Partikelkonzentrationen im Bereich von 10° bis 10'? Partikeln/ml unterstreichen
das Potential dieses Typs von NG fur biologische Anwendungen.

Auch im Folgenden soll die Eignung der synthetisierten NG beziglich ihrer
weiteren Verwendung anhand der Kriterien: Reproduzierbarkeit der Synthese,
Einheitlichkeit der Verteilung, PartikelgroRe < 300 nm und Partikelkonzentration
im Bereich 100 bis 10'? Partikeln/ml beurteilt werden. Vergleiche hierzu auch
Tabelle 22.

6.3.3.2 Nicht redox-sensitive Nanopartikel (ohne Fluorophor)

6.3.3.2.1 Via Michael-Addition hergestellte Nanopartikel

Die Ergebnisse der NTA-Messungen sind in Abbildung 20 und Tabelle 23
dargestellt. Abbildung 20 zeigt ein deutlich unterschiedliches Grol3enspektrum
fur die beiden Ansatze NG_MA_1 und NG_MA_2. Wahrend NG_MA_1 eine
bimodale GroRRenverteilung mit Maxima bei ca. 100 nm und 260 nm aufweist
(Mean: 180 £ 22 nm), weist die GroRBenverteilung von NG_MA 2 lediglich ein
Maximum bei ca. 300 nm auf (Mean: 331 nm £ 42 nm). Bei NG_MA_2 handelt es
sich somit um eine besser charakterisierte, einheitlichere Spezies. Die
Teilchenkonzentrationen liegen far beide Anséatze bei ca.
3 — 6 * 1019 Partikeln/ml, wobei die Werte fir NG_MA_2 etwas hoher liegen. Die
graphisch dargestellten Messungen unterstreichen somit die in Tabelle 23

zusammengefassten Ergebnisse.

Die unterschiedlichen Ergebnisse fir die beiden Ansétze koénnten darin
begrindet sein, dass bei NG_MA_2 die doppelte Menge an Vernetzer bei der
Herstellung des NG eingesetzt wurde. Moglicherweise war die Umsetzung bei
der Herstellung von NG_MA_1 nur unvollstandig, so dass im Reaktionsgemisch

zwei unterschiedliche NG-Spezies vorliegen. Bei der Weiterverfolgung dieses
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Ansatzes zur Herstellung von nicht Stimuli-sensitiven bzw. nicht redox-sensitiven
NP Uber Michael-Reaktion sollte somit der Einfluss der Menge an Vernetzer
naher untersucht werden. Insgesamt erscheint NG_MA_2 aufgrund der relativ
hohen Partikelkonzentration von ca. 10'° Partikeln/ml und der einheitlichen
GrolRenverteilung als geeignet fur weitere Untersuchungen. Bezlglich der
Reproduzierbarkeit bei der Herstellung lasst sich noch keine Aussage treffen. Als
weniger vorteilhaft ist die relativ hohe mittlere Grol3e der Partikel von NG_MA 2

von 331 nm * 168 nm zu werten.

6.3.3.2.2 Via UV-Click-Reaktion hergestellte Nanopartikel
Die Ergebnisse der durch eine UV-Click-Reaktion hergestellten NP sind in

Tabelle 24 und Abbildung 21 zusammengefasst.

Beide NG NG_Click_1 und NG_Click_2 weisen bei der NTA-Messung eine
wesentlich breitere Partikelgrol3enverteilung mit mehreren Maxima als die bisher
beschriebenen Ansatze auf. Es fallt auf, dass die GroRenverteilung der in
NG_Click_2 enthaltenen NP im Vergleich zu NG_Click_1 sichtlich breiter ist. Der
durchschnittiche Durchmesser der einzelnen Partikel betrdgt im Fall von
NG Click_ 1 128 nm 82 nm, im Fall von NG_Click 2 184,3 nm £ 103 nm.
Wahrend NG_Click_1 einen deutlichen Hauptpeak bei ungefahr 90 nm aufweist,
sind fir NG_Click_2 drei Spitzenwerte ausmachbar. Der erste und hdchste Peak
liegt bei ca. 100 nm, der zweite Peak ist bei ca. 250 nm zu erkennen. Der dritte
und niedrigste Peak erhebt sich bei ca. 500 nm. Die Konzentration an in den
Proben vorhandenen NP betragt im Fall von NG_Click_2 nur etwa ein Drittel bis
zur Halfte der Konzentration von NG_ Click_1. Die Ergebnisse der NTA-Messung
weisen auf eine schlechte Reproduzierbarkeit der Click-Reaktion hin, die zudem
zu schlecht definierten uneinheitlichen und relativ gro3en NP fuhrt. Da aul3er der
Aufarbeitung weitgehend identische Reaktionsbedingungen bei der Herstellung
der beiden Chargen angewandt wurden, ist dieses Ergebnis ohne weitere
Ansatze zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit schlecht zu interpretieren.

Auch die gemessene Partikelkonzentration im Bereich von 108 bis
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10° Partikeln/ml liegt um eine bis zwei GroRenordnungen unter den bei den

anderen Ansatzen gemessenen Konzentrationen.

Aufgrund der grol3en Differenzen in der GrofRenverteilung und Konzentration
zwischen den beiden NG-L6sungen ist aktuell nicht von einer zufrieden
stellenden Reproduzierbarkeit der NP-Synthese Uber eine fotoinitiierte UV-Click-
Reaktion auszugehen. Sollte dieser Weg weiter verfolgt werden, bedarf dies
einer Optimierung der Reaktionsbedingungen.

6.3.3.3 Mit Fluorophor markierte redox-sensitive Nanopartikel

In Abbildung 22 und Tabelle 25 sind die Ergebnisse der Charakterisierung der
mit Fluoreszenzfarbstoff markierten redox-sensitiven NP mittels NTA aufgefuhrt.
Abbildung 22 zeigt anschaulich, dass die NG-Lésungen NG680_4 und
NG680 _TAT_2 mitca. 6 — 9 * 10 Partikeln/ml eine um ca. den Faktor 10 hohere
Partikelkonzentration aufweisen als die NG NGCy5 1 und NGCy5 TAT 1
(ca. 5 -9 * 10° Partikel/ml). Die PartikelgroRenverteilungen von allen vier Proben
sprechen mit jeweils einem Peak in der Verteilung fir eine relative gute
Reproduzierbarkeit und das Vorliegen von einheitlichen Spezies. Bei den mit
dem Fluorophor Alexa Fluor 680 markierten NP liegt eine etwas breitere
GroRRenverteilung vor als bei den mit Cy5 markierten Partikeln. Fir NG680_4 und
NG680_TAT_2 liegen die gemessenen Partikeldurchmesser zwischen 25 nm
und 325 nm. Im Fall von NGCy5_1 haben die kleinsten NP einen Durchmesser
von ca. 100 nm, der Durchmesser der gro3ten Partikel betragt ungefahr 325 nm.
Die in der NG-L6sung NGCy5 TAT_1 vorhandenen Partikel sind geringfligig
grol3er. Die mit Hilfe der NTA ermittelten Partikeldurchmesser liegen in einem
Bereich von 150 nm bis 350 nm. Fir alle 4 Proben gilt, dass die einzelnen NP im
Durchmesser kleiner als 350 nm sind. In den NG-Losungen NG680_4 und
NG680_TAT 2 ist eine hohe Konzentration an NP mit einem Durchmesser von
ungefahr 100 nm auszumachen. Fir NGCy5 1 liegt der Hauptpeak bei ca.
200 nm, fir NGCy5_TAT_1 bei ca. 230 nm. Insgesamt sind diese NG aufgrund

ihrer reproduzierbaren einheitlichen Gr6Renverteilung mit einem Hauptanteil
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<300nm und der relativ hohen Partikelkonzentration fur weitere
Untersuchungen als aussichtsreiche Kandidaten aus der Klasse der redox-

sensitiven NG zu werten.

6.3.3.4 Mit Fluorophor markierte, nicht redox-sensitive Nanopartikel
(Michael-Addition)

Abbildung 23 und Tabelle 26 fassen die Ergebnisse der Charakterisierung der
mit Fluoreszenzfarbstoff markierten, nicht Stimuli- bzw. nicht redox-sensitiven NP
mittels NTA zusammen. Bei der Herstellung markierter, nicht Stimuli-sensitiver

Partikel kam lediglich die Synthese via Michael-Addition zum Einsatz.

Abbildung 23 ist zu entnehmen, dass es sich bei den mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 680 markierten NP NG680_MA 1 aufgrund der
gemessenen bimodalen Grof3enverteilung nicht um eine einheitliche Spezies
handelt. Der durchschnittiche Durchmesser der in der NG-Dispersion
NG680_MA 1 vorhandenen Partikel betrdgt 165 nm + 104,5nm, was den
Anforderungen des gewlnschten  Einsatzgebiets entsprache. Die
Partikelkonzentration liegt mit ca. 2 x 101° Partikeln/ml im Bereich der der fir die
anderen NG gefundenen Werte. NGCy7_MA _1 weist in der NTA-Messungen
eine weitgehend einheitliche Verteilung um ein Maximum von ca. 70 nm und
keine signifikanten Anteile > 170 nm bei Partikelkonzentrationen um 6 x
10%° Partikeln/ml auf und erscheint somit als nicht degradierbares System fiir

weitere Untersuchungen geeignet.
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6.3.3.5 Zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse  der
PartikelgroRenbestimmung durch Dynamische Lichtstreuung (Dynamic
Light Scattering)

Die Dynamische Lichtstreuung z&hlt zu den seit vielen Jahren etablierten
Methoden der Analytik polymerer und kolloidaler Proben. Sie wird haufig zur
Bestimmung der Gréf3e von Partikeln in Losung eingesetzt. Mit der DLS ist eine
Charakterisierung von Partikeln im Teilchengréf3enbereich von 3 nm bis zu 3 pm
moglich. °8 Die DLS nutzt die Brownsche Molekularbewegung der Partikel fiir

deren GrolRenbestimmung.

Wie oben beschrieben, sind die Ergebnisse der DLS-Messungen aufgrund der
Messbedingungen und des mdglichen Vorhandenseins von groR3eren Partikeln
nicht so aussagekraftig wie die NTA-Messungen. Zusammenfassend kann

bezlglich der Ergebnisse der DLS-Messungen gesagt werden:

1. Die DLS kann einen Hinweis auf die Homogenitat der NP-Dispersionen
liefern.

2. Verglichen mit den Ergebnissen der NTA-Messungen sind die
durchschnittlichen NP-Durchmesser zu gréReren Werten hin verschoben,
was auf den erheblichen Einfluss grofRer Partikel und Aggregate auf die

DLS-Messung zurtickzufuhren ist (vgl. Rayleigh-Streuung).

6.3.3.6 Zusammenfassende  Beurteilung der Ergebnisse  der
Partikelcharakterisierung durch Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Insgesamt lassen sich obige Ergebnisse folgendermaf3en zusammenfassen: Der
untersuchte, von PG-SH abgeleitete NP-Typ (NG_1, etc., redox-sensitiv,
unmarkiert) kann aufgrund seiner Einheitlichkeit, PartikelgréRe und der
Reproduzierbarkeit der Herstellung als gut geeignet fir den geplanten Einsatz in
biologischen Systemen beurteilt werden. Von den zusatzlich funktionalisierten

NG erscheinen die folgenden aufgrund der oben geschilderten Kriterien als
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besonders geeignet fur den geplanten Einsatz in biologischen Systemen und
weiterer Untersuchungen wert: NG680 und NG680 TAT (redox-sensitiv,
markiert), NGCy5 und NGCy5_TAT (redox-sensitiv, markiert), NG_MA_2 (nicht
redox-sensitiv, unmarkiert), NGCy7_MA (nicht redox-sensitiv, markiert).
Aufgrund des relativ hohen erreichbaren Markierungsgrades erscheinen die mit

Cy5-markierten Verbindungen als besonders vorteilhaft.

6.4 Stabilitat von Nanopartikeln in biologischem Medium

NP  werden unter  anderem mit  dem Ziel der  gezielten
Medikamentenverabreichung hergestellt. 314 Fir den Einsatz von NP als
Wirkstoff- und DNA-Transportsysteme in einem biologischen Organismus zahlt
eine ausreichende Stabilitat unter physiologischen Bedingungen, das heil3t im
Blut bei 37 °C, zu den unumganglichen Voraussetzungen, damit die NP ihre
Wirkung erst am gewtlnschten Zielort entfalten und nicht bereits auf dem Weg
dorthin den Wirkstoff abgeben. Nur wenn die NP auf ihrem Weg zum Zielort durch
den Organismus bestandig sind und somit der Wirkstoff an die Partikel gebunden
bleibt, kann eine regelrechte Funktion gewéhrleistet werden. Von daher war ein
Ziel der vorliegenden Arbeit unter anderem auch die Untersuchung der Stabilitat
der verwendeten NP in biologischem Medium. Es galt zu untersuchen, ob und
inwieweit sich die NP-Grol3e, deren GrolRenverteilung und die Konzentration der
NP-Dispersionen unter physiologischen Bedingungen andert, um erste
Aussagen Uber die Stabilitat der NP treffen zu kbnnen. Die Charakterisierung der
NP erfolgte mit Hilfe der NTA.

Anfanglich wurde auch eine Charakterisierung der NP in Medium mit Hilfe der
DLS in Erwagung gezogen, allerdings war eine DLS-Messung in DMEM aufgrund
zu starker Streuung der im Medium vorhandenen Komponenten nicht mdglich.
Eine Wiederholung des Experimentes, bei dem die NP nach der Inkubation aus
dem Medium heraus gewaschen und anschlieBend mit Hilfe der DLS

charakterisiert werden, ist aber durchaus denkbar. So sind gegebenenfalls auch
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kleinere Bestandteile, wie einzelne Polymere, nachweisbar, die der

Charakterisierung mittels NTA entgehen wirden.

Der erste Abschnitt beschaftigt sich mit den mit redox-sensitiven NP
durchgefiihrten Stabilitatsexperimenten. Im darauf folgenden Teil werden die
Ergebnisse des Stabilitdtsversuches, der mit den Uber eine Michael-Addition
hergestellten NP realisiert wurde, dargelegt. Die Versuchsbedingungen waren fur

beide NP-LOsungen identisch.

6.4.1 Stabilitat redox-sensitiver Nanopartikel
Um die Stabilitat der redox-sensitiven NP zu untersuchen wurden jeweils 50 pl

einer redox-sensitiven NP-L6sung zu 2000 pl Medium (DMEM) hinzugegeben
und bei 37°C fur unterschiedlich lange Zeit inkubiert. AnschlieRend erfolgte die

Charakterisierung der NP mit Hilfe der NTA zu verschiedenen Zeitpunkten.

6.4.1.1 Veranderung der GroRenverteilung der redox-sensitiven
Nanopartikel bei 14-tagiger Inkubation

Ein Indiz fur die Stabilitat der NP unter physiologischen Bedingungen ist ein Uber
einen langeren Zeitraum konstanter Partikeldurchmesser. Mit Hilfe der NTA
wurde die Veranderung der Partikelgré3e im Verlauf von 14 Tagen untersucht.
Zu jedem Zeitpunkt fanden mehrere Messungen statt. Die aus den jeweiligen
Messungen gemittelten Werte fiir die redox-sensitiven NP sind in Tabelle 27

aufgefuhrt und in Abbildung 24 graphisch dargestellt.

Es ist lediglich eine leichte VergrofRerung des Partikeldurchmessers zu erkennen,
die sich vor allem in den ersten 7 Tagen vollzieht. Insgesamt nimmt der mittlere
NP-Durchmesser innerhalb von 14 Tagen um ca. 36 nm (entspricht 17 %;
mittlerer Durchmesser: +36,2 nm; Hauptpeak: +34,5 nm) zu. Daraus lasst sich
schlie3en, dass die NP unter physiologischen Bedingungen weitestgehend stabil

sind.
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Fur eine Interpretation der gewonnenen Ergebnisse missen unter anderem der
Aufbau der NP und mdgliche Wechselwirkungen der NP untereinander, mit
Bestandteilen des Mediums und mit den Oberflachen der VersuchsgefalRe

bertcksichtigt werden.

Wie im Verlauf der vorliegenden Arbeit bereits erwahnt worden ist, sind die
Grundbausteine der verwendeten NP PG-Thiomere, die bei der Synthese der
redox-sensitiven NP in inverser Miniemulsion mit Hilfe des Oxidationsmittels
Alloxan unter Bildung von Disulfid-Briicken quervernetzt werden. Diese Disulfid-
Briicken besitzen eine wichtige Rolle fur die Funktion der redox-sensitiven NP,
da sie bei Erreichen der Zielzelle durch das in jeder Saugetier-Zelle in reduzierter
Form vorliegende Glutathion wieder zu Thiol-Gruppen reduziert werden sollen.
[16] Allerdings stellen die Disulfid-Briicken auch potentielle Schwachstellen dar.
So ist es durchaus denkbar, dass die Disulfid-Briicken Angriffspunkte fiir andere
Reduktionsmittel oder Shuffling bieten. In dem verwendeten Medium liegen
jedoch keine thiolhaltigen Komponenten vor, sodass ein Shuffling in diesem Fall
keine Rolle spielt. Eine Vergro3erung des Partikeldurchmesseres ist in diesem

Fall eher auf eine Aggregation der Partikel zurlick zu fuhren.

Moglicherweise findet auch eine Art ,Reifung“ der NP (analog einer Ostwald-
Reifung bei Kristallen, entropischer Effekt) tber die reversible Offnung und
Neubildung von Disulfidbriicken unter Bildung von groReren und

thermodynamisch stabileren Aggregaten statt.

6.4.1.2 Konzentrationsveranderung der redox-sensitiven Nanopartikel bei
14-tagiger Inkubation

Die Konzentration der in einer NG-L6sung enthaltenen NP ist ein weiteres Indiz
fur die Stabilitat der NP unter physiologischen Bedingungen. Eine konstante
Partikelkonzentration spricht fir die Stabilitat der NP unter physiologischen
Bedingungen, wahrend eine Abnahme der Partikelkonzentration Hinweise auf
einen Zerfall oder eine Aggregation der NP geben kann. Mit Hilfe der NTA wurde

die Konzentration der in den Proben enthaltenen NP zum Zeitpunkt 0, nach 24 h,
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48 h, 72 h, 120 h, 7 Tagen und 14 Tagen ermittelt. Die aus den jeweiligen
Messungen gemittelten Werte fir die redox-sensitiven NP sind in Tabelle 29

aufgefuhrt und in Abbildung 26 graphisch dargestellt.

Der Graphik in Abbildung 26 kann entnommen werden, dass die Konzentration
der in der Probe befindlichen redox-sensitiven NP konstant Gber den gesamten
Zeitraum von 14 Tagen um ca. 60% abnimmt (- 8*10*! Partikel/ml). Bei den oben
beschriebenen Stabilitatsversuchen der redox-sensitiven NP wurde festgestellt,
dass die Teilchengrof3e im Verlauf des Versuches tendenziell ansteigt. Die Frage
ist, ob die Zunahme der TeilchengroRe zu Kosten der Teilchenanzahl erfolgt.
Berechnet man aus Teilchenanzahl und Teilchendurchmesser das
Gesamtvolumen der in der Probe vorliegenden NP, so stellt man fest, dass
dieses Gesamtvolumen im Verlauf von 14 Tagen um ca. 30 % abnimmt
(Gesamtpartikelvolumen an Tag 0: 1,15 x 10%° nm3/ml; Gesamtpartikelvolumen
an Tag 14: 7,82 x 10 nm3ml). Diese Art der Auswertung der
Versuchsergebnisse zeigt weiterhin, dass es sich bei den Messwerten nach 2
Tagen um einen Ausreiler handeln muss. Das Ergebnis, dass die
Partikelkonzentration im Verlauf der Untersuchung um ca. 60 % abnimmt
wahrend gleichzeitig das Gesamtvolumen der in der Probe vorliegenden NP
lediglich um 30 % abnimmt, untermauert weiterhin, dass bei den untersuchten
redox-sensitiven Partikeln eine gewisse Alterung mit gleichzeitiger Vergré3erung
der Partikel stattfindet.

Die darliber hinaus gehende Abnahme der Partikelkonzentration kdnnte sich
durch mdogliche Wechselwirkungen der NP mit den Oberflachen der

VersuchsgefaRe erklaren lassen. 9
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6.4.2 Stabilitat der Uber eine Michael-Addition hergestellten Nanopartikel

Das Experiment zur Erforschung der Stabilitat der Gber eine Michael-Addition
hergestellten NP erfolgte auf dieselbe Art und Weise wie die Untersuchung der
Bestandigkeit der redox-sensitiven NP. Die Ergebnisse des Stabilitdtsversuches
sind in den Abbildungen 25 und 27 aufgefuhrt und in den Tabellen 28 und 30

zusammengefasst.

6.4.2.1 Veranderung der GrofRenverteilung der nicht Stimuli-sensitiven
Nanopartikel bei 14-tagiger Inkubation

Die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchung beziglich ihrer Partikelgrof3e der
Uber Michael-Addition hergestellten nicht Stimuli-sensitiven NP sind in Tabelle 28

bzw. in Abbildung 25 zusammengefasst.

In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass der Partikeldurchmesser fur die ersten
sieben Tage innerhalb der Fehlerbreite praktisch konstant bleibt. Fur den
Zeitraum zwischen Tag 7 und Tag 14 ist eine Abnahme des mittleren
Durchmessers von ca. 240 nm (entspricht der durchschnittlichen Grof3e von Tag
1 bis 7) auf ca. 150 nm zu verzeichnen (-37,5 %).

Da es sich bei den in diesem Fall untersuchten Partikeln um nicht Stimuli-
sensitive NP handelt, ist es schwierig eine zufriedenstellende Erklarung fir die
doch deutliche Verkleinerung des Partikeldurchmessers und die Abnahme der
Partikelkonzentration zu finden. Geht man davon aus, dass die Partikel unter den
Versuchsbedingungen chemisch stabil sind, kénnte es sich bei der beobachteten
Abnahme um eine selektive Adsorption groRerer Partikel an Oberflachen der
Versuchsanordnung handeln. Allerdings ist zu beachten, dass der bei der NP-
Synthese eingesetzte Crosslinker PEGDA einen Ester enthalt, welcher
Hydrolyse-anfallig ist, und weiterhin die fir die Verlinkung genutzte doppelte
Michael-Addition prinzipiell reversibel ist. Es ware also denkbar, dass die Uber
eine Michael-Addition hergestellten NP eine geringere Lagerstabilitat besitzen als

zu Beginn dieser Arbeit angenommen, indem sie bei langerer Lagerung einer
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teilweisen Hydrolyse der Esterfunktionen bzw. einer Retro-Michael-Reaktion
unterliegen, was zu einem Zerfall der Partikel in einzelne Polymere und kleinere

Partikel fihren wirde.

6.4.2.2 Konzentrationsveranderung der nicht redox-sensitiven Nanopartikel
bei 14-tagiger Inkubation

Tabelle 30 und Abbildung 27 fassen die Ergebnisse des Stabilitatsexperiments,
die Partikelkonzentration betreffend, fur die nicht Stimuli-sensitiven, tUber eine

Michael-Addition hergestellten NP zusammen.

Abbildung 27 zeigt, dass die Konzentration der in der Probe befindlichen nicht
Stimuli-sensitiven NP Uber den gesamten Versuchszeitraum wesentlich starker
abnimmt (ca. -1,7*10! Partikel/ml bzw. um ca. 90% nach 14 Tagen) als die
entsprechende Konzentration der redox-sensitiven NP. Berechnet man das
Gesamtvolumen der in der Probe vorliegenden Partikel, sieht man, dass dieses
sich nach 7 Tagen praktisch halbiert hat (Gesamtpartikelvolumen an Tag O:
1,35 x 108 nm3ml; Gesamtpartikelvolumen an Tag 7: 6,49 x 10 nm3/ml).
Aufgrund der Auswertung scheint es sich bei den Messwerten nach 1 und 2
Tagen um Ausreil3er zu handeln. Es ist nicht plausibel, dass sich die Anzahl bzw.
das Gesamtvolumen der Partikel ohne &auReren Einfluss verringert und

anschlie3end spontan wieder ansteigt.

Die drastische Abnahme der Konzentration der nicht Stimuli-sensitiven NP bei
langerer Inkubation im Vergleich zu der Konzentration der redox-sensitiven NP,
kénnte durch die oben schon diskutierte Hydrolyse-Anfalligkeit des im Linker
PEGDA enthaltenen Esters bzw. durch das Auftreten von Retro-Michael-
Additionsreaktionen erklart werden. Die fur die Stabilitatsexperimente
verwendeten redox-sensitiven NP hingegen enthalten, da sie aus dem
esterfreien PG (PGer-SH) synthetisiert und oxidativ quervernetzt wurden, keine
Hydrolyse-labilen Komponenten. Eine weitere Begriindung fir die gemessenen

Konzentrationsabnahmen konnte in moglichen Adsorptionprozessen an die
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Oberflachen der verwendeten Apparate zu finden sein. Die beobachteten
Ausreil3er bei der Messung deuten darauf hin, dass es bei langerem Lagern ohne
aktive Durchmischung zu ungleichmaRigen Verteilungen der NG im Medium
kommen kann, so dass man bei der Probenahme keine fir das Gesamtmessgut
reprasentative Probe zieht. Insgesamt nimmt das Gesamtpartikelvolumen bei
den Uber eine Michael-Addition hergestellten NG um den Faktor 10 ab wahrend

dieses bei den redox-sensitiven NG nur um den Faktor 3 abnimmt.

6.4.3 Ausblick

Um die Bestandigkeit sowohl der Stimuli-sensitiven als auch der nicht Stimuli-
sensitiven NP unter physiologischen Bedingungen endgultig zu klaren, sind
weitere Untersuchungen notwendig. Neben der Konzentrationsbestimmung mit
Hilfe der NTA sollte eine andere Methode zur Ermittlung der Konzentration
Anwendung finden, um einen Vergleichswert zu schaffen. Auch die
Charakterisierung der NP sollte neben der Charakterisierung mittels NTA auf

eine zusatzliche Art und Weise erfolgen.

Fur die redox-sensitiven NP wuirde sich auch ein Nachweis freier Thiole anbieten.
Bei einem Zerfall der NP lI6sen sich die Disulfidbriickenbindungen unter Bildung
freier Thiol-Gruppen. Stabilitdtsuntersuchungen in anderen Puffersystemen
sowie in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von redox-aktiven

Spezies (SH-Gruppen) bieten sich aufl3erdem an.
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6.5 Wechselwirkungen von redox-sensitiven Nanopartikeln mit

Bovinem Serumalbumin

Es gibt bereits zahlreiche Verdffentlichungen, die eine Interaktion von Gold- und
anderen polymeren NP mit im Blut vorkommenden Proteinen belegen und
diskutieren. [l [1001 Daher wurden auch die in dieser Arbeit hauptsachlich
verwendeten redox-sensitiven NP hinsichtlich einer Wechselwirkung mit
Blutbestandteilen untersucht. Da Serumalbumin mit einer Blutkonzentration von
35 -53 mg/ml den gré3ten Anteil an den im Blut vorhandenen Proteinen darstellt,

eignet es sich besonders fur Wechselwirkungs-Studien.

Es gibt bereits einige Studien, die sich mit der Frage beschaftigen, ob
Wechselwirkungen zwischen Bestandteilen des Blutes, im Speziellen zwischen
Blutplasmaproteinen und NP bestehen. Diese Untersuchungen belegen, dass es
sehr wohl zu einer Protein-Adsorption an NP kommt, in Abhangigkeit von
verschiedenen Faktoren. [l 21 Grundséatzlich muss eine vorhandene Protein-
NP-Interaktion aber kein negatives Ereignis sein. Es ist durchaus denkbar, dass
die NP durch an deren Oberflache adsorbierte Proteine vor einem frihzeitigen
Abbau durch Makrophagen, aber auch durch im Organismus vorkommende
Reduktionsmittel, geschutzt werden. Ungunstig ist es allerdings, wenn die
Protein-Hulle ein Eindringen der NP in die Zielzelle verhindert. Auch im Fall der
in dieser Arbeit verwendeten redox-sensitiven NP galt das Interesse einer
moglichen Interaktion mit den im Blutplasma vorkommenden Proteinen. Dabei
war es zunachst wichtig die Frage zu klaren, ob grundsatzlich Wechselwirkungen

beobachtet werden koénnen.

Im folgenden Abschnitt wird ein grundlegendes Experiment diskutiert, welches
klaren sollte, ob Uberhaupt eine Protein-Adsorption an redox-sensitive NP
stattfindet.
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6.5.1 Protein-Adsorption an redox-sensitive Nanopartikel

Ziel war es zunachst, mit einem relativ einfachen Versuchsaufbau erste
Erkenntnisse beziglich einer moglichen Protein-NP-Interaktion zu gewinnen. Fur
diese erste Untersuchung wurde eine mit Cy5-NHS-Ester funktionalisierte BSA-
Ldsung in 0,1 M PBS-Puffer hergestellt und mit drei unterschiedlichen, nicht
markierten NP-L6sungen gemischt. AnschlieBend wurden die Proben 15 Minuten
bei 14000 rpm zentrifugiert und die Extinktion des Uberstandes mittels UV/Vis-
Spektroskopie  bestimmt. Anhand des gemessenen Wertes am
Anregungsmaximum (646 nm) und einer zuvor mit einer BSA-Cy5-NHS-Ester-
Losung erstellten Kalibriergerade konnte dann die Proteinkonzentration im
Uberstand kalkuliert werden. Basierend auf der im Uberstand vorhandenen
Proteinkonzentration und der zu Beginn des Experiments eingesetzten Menge
an BSA wurde abschlieBend die Menge des an die redox-sensitiven NP

adsorbierten BSA berechnet.

In Abbildung 28 sind die Ergebnisse der UV/Vis-Spektroskopie der Proben-
Uberstande nach 15-minitigem Zentrifugieren bei 14000 rpm graphisch
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die hochsten Extinktionswerte fr
alle 3 Proben im Bereich des Anregungsmaximums bei 646 nm liegen. Wie
bereits in Kapitel 5.4.1 erlautert, machen die negativen Extinktionswerte der
Proben keinen physikalischen Sinn. Offensichtlich absorbiert die Referenzprobe,
eine reine NP-LOsung, im gesamten gemessenen Bereich starker als die
Uberstande der zentrifugierten Proben aus den Versuchen. Offenbar werden bei
der Zentrifugation der NG/BSA-Proben die NP zusammen mit dem BSA
weitgehend sedimentiert. Der Uberstand der zentrifugierten Proben ist somit im
Vergleich mit der Referenzprobe (NG-LAsung, nicht zentrifugiert) optisch weniger
dicht, was zu der beobachteten negativen Extinktion fuhrt. Aufgrund der
Tatsache, dass negative Extinktionswerte gemessen wurden, war eine
Auswertung der Messung nur nach einer Nulllinienkorrektur moéglich. Zur
Konzentrationsbestimmung des nicht gebundenen Fluorophors im Uberstand
und somit der Bestimmung der an die NP adsorbierten Proteinmenge wurden die
in Abbildung 28 gezeigten Extinktionsspektren entlang der y-Achse in positive
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Richtung verschoben, so dass die Extinktionswerte - wie zu erwarten ware - fur
den Bereich 700 — 800 nm bei O liegen. Tabelle 31 fasst die Ergebnisse der
Berechnungen basierend auf einem Extinktionswert von 0,015 bzw. 0,020

Zzusammen.

Bei allen drei Proben ist mehr als die Halfte des Proteins infolge von Adsorption
an die NG-Partikel aus der Losung abgeschieden worden. D.h. unter diesen
Bedingungen, bei BSA-Konzentrationen von ca. 8,3 pg/ml (8,3*10° g/ml)
Gesamtlosung, mit einem Verhaltnis NG-Partikel zu BSA von 10 ug BSA pro
1000 pl NG-L6sung bzw. ca. 3 x 10° bis 5 x 10%° Partikeln pro pg BSA findet eine
Ausfallung des Proteins von Uber 50 % statt. Die in Tabelle 31 aufgefiihrten
Ergebnisse belegen, dass an alle in dieser Arbeit untersuchten NP eine
Proteinadsorption und damit Veranderung der Oberflachenstruktur des BSA
stattfindet, unabhangig von der Tatsache, ob sie das Zell-Aufnahme-Protein Tat
enthalten oder nicht. Dabei werden im Fall von NG_ 3 ca. die Halfte der
eingesetzten BSA-Menge, im Fall der anderen beiden NG sogar zwei Drittel aller
Proteine adsorbiert. Diese Messergebnisse kdnnen zusatzlich mit den wahrend
der experimentellen Phase gemachten Beobachtungen untermauert werden:
nach dem Zentrifugieren der NG-BSA-LAsung ist am Boden des Eppendorf-Safe-
Lock-GefaRes ein blau eingefarbtes Pellet deutlich zu erkennen, der Uberstand
hat hingegen seine Blaufarbung verloren. Um diese Beobachtungen zu
uberprifen wurde auch eine reine BSA-LOsung unter denselben Bedingungen
wie die NG-BSA-Losung zentrifugiert. Dabei konnte keine Pellet-Bildung
verzeichnet werden. Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass mit Hilfe
eines ersten relativ einfachen Experimentes eine Proteinadsorption an redox-
sensitive NP nachgewiesen werden konnte. Ob es sich dabei aber tatsachlich um
eine Adsorption (Chemisorption oder Physisorption) der BSA-Molekile an der
NP-Oberflache oder eine Absorption des BSA in das dreidimensionale
Polymernetzwerk der NP handelt, Iasst sich mit Hilfe dieses Experiments nicht
klaren. Auch dariber, ob diese Proteinadsorption gute oder schlechte
Auswirkungen auf die Stabilitat und die Zellaufnahme der NP hat, kann nicht
geurteilt werden. Des Weiteren ist zu beachten, dass bei diesem Versuch mit
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einer BSA-Konzentration von 8,3 pg/ml gearbeitet wurde, welche weit unter der
im menschlichen Organismus vorkommenden Konzentration von 35-53 mg/mi
Blutserum liegt. Es bleibt also die Frage zu klaren, inwieweit sich eine hdhere,
den physiologischen Bedingungen nahere Proteinkonzentration auf die
Proteinadsorption an redox-sensitive NP  auswirkt. Ubersteigt die
Proteinadsorption bei hoherer Proteinkonzentration den gefundenen Wert von
ca. 67% noch oder tritt bei ca. 67 % eine Sattigung ein, unabhangig von der
Konzentration an zugegebenem BSA? Insofern gilt das Interesse in Zukunft
weiteren Untersuchungen auf diesem Gebiet, unter anderem unter Verwendung
physiologischer Reaktionsbedingungen mit physiologischen BSA-

Konzentrationen.

6.6 In Vitro-Fluoreszenz-Mikroskopie
Fur den erfolgreichen Einsatz der NP als Wirkstofftransportsystem ist es

essenziell, dass die NP von den Zielzellen auch aufgenommen werden kdnnen.
Deshalb galt wahrend der experimentellen Phase der vorliegenden Arbeit unter
anderem auch das Interesse der Untersuchung des Aufnahmeprozesses redox-
sensitiver NP, die teilweise das Zellaufnahmeprotein Tat enthielten. Getestet
wurde der Aufnahmeprozess in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fur
Biotechnologie und Biophysik am Biozentrum der Universitat Wrzburg an HeLa-

Zellen.

Eine erste Untersuchung beschéftigt sich ganz allgemein mit der Aufnahme der
Tat-funktionalisierten und nicht Tat-funktionalisierten NP in die Zellen. Dabei
sollte nicht nur die Zellaufnahme nachgewiesen, sondern auch der

Zellaufnahmemechanismus genauer beschrieben werden.

In  der vorliegenden Arbeit galt bei den Untersuchungen zum
Zellaufnahmemechanismus das Hauptinteresse den redox-sensitiven NP.

Verglichen wurde die Zellaufnahme von NP mit und ohne Fusionsprotein.
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6.6.1 Tat- und AF680-funktionalisierte, redox-sensitive Nanopartikel
Die Abbildungen 30-32 zeigen bei der Live-Cell-Mikroskopie mit Hilfe eines

konfokalen Mikroskops und einer Kamera angefertigte Momentaufnahmen der
HelLa-Zellen nach unterschiedlich langer Inkubation mit Tat-funktionalisierten,
redox-sensitiven NP. Die deutlich erkennbaren hellen Punkte in den Aufnahmen
entsprechen den fluoreszierenden NP. Der groRte Anteil der Fluoreszenz
konzentriert sich augenscheinlich auf kleine Vesikel, die in der ersten Aufnahme
nach einstindiger Inkubation hauptsachlich am Rand der Zellen lokalisiert sind.
Nach zweistundiger Inkubation befindet sich ein Grol3teil der die fluoreszierenden
NP enthaltenden Blaschen noch immer an bestimmten Ecken der Zelle. Es hat
allerdings scheinbar auch eine Wanderung der Vesikel in Richtung Zellinneres

eingesetzt.

Den Momentaufnahmen nach vierstindiger Inkubation ist zu entnehmen, dass
sich der Wanderungstrend der fluoreszierenden Vesikel in Richtung Zellinneres
fortsetzt. Zwar findet sich eine Vielzahl der Vesikel noch immer am Rand der
Zellen, dennoch sind deutlich vermehrt NP enthaltende Vesikel im Cytoplasma

auszumachen.

Abbildung 32 zeigt Momentaufnahmen nach achtstiindiger Inkubation mit Tat-
und AF680-funktionalisierten, redox-sensitiven NP. Im Vergleich zu den
Aufnahmen nach zweisttindiger Inkubation ist die Fluoreszenz und somit auch
die Konzentration an NP im Cytoplasma hdher, wobei ein Vordringen in den
Zellkern nicht beobachtet werden kann. Der Bereich des Zellkerns bleibt dunkel.
Die Partikel befinden sich auch nach 8 Stunden noch in den Vesikeln, was gegen
eine Freisetzung der Partikel aus den Vesikeln und den Zerfall der NP zur

Freisetzung des Wirkstoffes spricht.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die mit Tat funktionalisierten
redox-sensitiven NP von den Zellen aufgenommen werden. Es ist davon
auszugehen, dass NP via Endozytose in die HelLa-Zellen transportiert werden.
Ein Indiz fir diese Vermutung ist die deutlich erkennbare Vesikelbildung, die in

manchen Bereichen der Plasmamembran verstarkt beobachtet werden kann. Fir

154



6 Diskussion

die Aufnahme der Partikel durch Endozytose spricht auch das Ablésen der
Vesikel von der Zellmembran und die Wanderungstendenz der die NP
enthaltenden Vesikel Richtung Zellinneres. Der genaue Vorgang der

Vesikelbildung und —ablésung konnte aber noch nicht aufgezeichnet werden.

6.6.2 AF680-funktionalisierte, redox-sensitive Nanopartikel ohne
Fusionsprotein Tat
In Abbildung 33 sind zwei wahrend der Live-Cell-Mikroskopie festgehaltene

Momentaufnahmen der HelLa-Zellen nach eindreiviertelstindiger und nach
vierstundiger Inkubation mit redox-sensitiven NP, die kein Fusionsprotein
enthalten, dargestellt. Die Qualitat der Aufnahmen wird durch eine
Aggregatbildung der NP verringert, da es zu einem relativ starken
Hintergrundleuchten kommt, welches die Fluoreszenz der einzelnen NP teilweise
uberlagert. Dennoch koénnen einzelne fluoreszierende Punkte in LOsung
detektiert werden, die den einzelnen NP entsprechen. Ein hoher Weil3abgleich
lasst bei diesen Aufnahmen den Eindruck einer scheinbar hohen
Fluoreszenzintensitat entstehen. NP enthaltende Vesikel, wie sie bei den Tat-
funktionalisierten Proben vorkommen, kdnnen nicht wahrgenommen werden.
Diese Beobachtung lasst zun&chst den Schluss zu, dass das Zellaufnahmepeptid
Tat fur die Zellaufnahme der NP unerlasslich ist. In bestimmten Bereichen der
Plasmamembran ist jedoch eine Vesikelbildung zu erkennen, so dass
abschlieBend nicht deutlich gesagt werden kann, ob es zu einer Aufnahme
kommt oder nicht. MOglicherweise kommt es zu einer stark reduzierten Aufnahme

verglichen mit der Aufnahme der mit Tat funktionalisierten NP.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung fluoreszent markierter Prapolymere sowie

deren Optimierung, die kontrollierte und reproduzierbare Synthese von redox-

sensitiven und nicht redox-sensitiven NG mit und ohne Fluoreszenzmarkierung

in einem durchschnittlichen Partikelgrof3enbereich von 150 — 300 nm und mit

einer Konzentration > 100 Partikel/ml, die Charakterisierung der NG, ihre

Untersuchung beztglich ihrer Stabilitat und des Assoziationsverhaltens zu BSA

sowie die Erlangung von Erkenntnissen beziiglich des Aufnahmemechanismus

der NG in Abhangigkeit vom Transportpeptid Tat.

AbschlieRend kann zusammenfassend gesagt werden:

1.

Das grof3e Potential von PG-basierten NG fir biologische bzw. medizinische
Einsatzgebiete konnte weiter untermauert werden.

Das mit Cy5-Alkin markierte PG PG-SH-Cy5 erscheint aufgrund des relativ
hohen erreichten  Markierungsgrades bei der Herstellung als
aussichtsreichster Kandidat fur weitere Untersuchungen. Diese Umsetzung
besitzt noch Optimierungspotentiale beziglich einer Verringerung des
Polymerverlusts bei der Aufarbeitung, des erreichbaren Markierungsgrades
und der Markierungsausbeute. Mdoglichkeiten, dies zu erreichen, wurden
diskutiert.

Klare Aussagen uber den Einfluss des esterhaltigen bzw. esterfreien
Ausgangspolymers PG-SH auf die Konzentration und die Partikelgrofie
konnten aufgrund einer nicht ausreichenden Datenlage nicht getroffen
werden.

Die esterhaltigen PG-SH-Molekile erscheinen aufgrund ihrer Labilitat
gegenuber Hydrolyse fur die NP-Synthese weniger geeignet (geringere
Stabilitat).

Die Charakterisierung der aus den markierten und unmarkierten

Ausgangspolymeren hergestellten NG, welche teilweise zuséatzlich mit dem
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Transportpeptid Tat funktionalisiert wurden, erfolgte mittels NTA und zeigt fur
die meisten Spezies relativ schmale, gut definierte, monomodale
GroRRenverteilungen mit einem Maximum um 100-200 nm im Bereich von ca.
40 — max. 400 nm mit Partikelkonzentrationen im Bereich von
100 - 10** Partikeln/ml.

. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass der untersuchte, von PG-SH
abgeleitete NP-Typ (z. B. NG_3, redox-sensitiv unmarkiert) aufgrund seiner
Einheitlichkeit, Partikelgro3e und der Reproduzierbarkeit der Herstellung als
gut geeignet fur den geplanten Einsatz in biologischen Systemen erscheint.
Von den weiter derivatisierten NG erscheinen die folgenden aufgrund der
oben geschilderten Kriterien als besonders geeignet fir den geplanten
Einsatz in biologischen Systemen und weiterer Untersuchungen wert:
NG680_(TAT)_1-4 (redox-sensitiv, markiert), NGCy5 (TAT) 1 (redox-
sensitiv, markiert)), NG_MA 2 (nicht redox-sensitiv, unmarkiert),
NGCy7_MA_1 (nicht redox-sensitiv, markiert). Aufgrund des relativ hohen
erreichbaren Markierungsgrades bei der Markierung der Ausgangspolymere
erscheinen die mit Cy5-markierten Verbindungen als besonders vorteilhaft.

. Die esterfreien, redox-sensitiven NP erwiesen sich bei 14-tdgiger Lagerung
unter physiologischen Bedingungen als stabil. Ihre Konzentration nahm Uber
14 Tage um ca. 60 % vom Ausgangswert ab. Gleichzeitig nahm der
Teilchendurchmesser wahrend des Beobachtungszeitraums um ca. 25 % zu.
Die Abnahme der Teilchenzahl ist - zumindest teilweise - durch eine
VergroRerung des mittleren Teilchendurchmessers und mdogliche
Adsorptionseffekte an die Gefallwéande des Versuchsaufbaus zu erklaren.

. Die Konzentration der esterfreien, nicht redox-sensitiven NP verringert sich
bei 14-tagiger Inkubation unter physiologischen Bedingungen deutlich auf ca.
10 % des Ausgangswerts. Der mittlere Durchmesser der Partikel bleibt
innerhalb des Untersuchungszeitraums innerhalb der Fehlergrenzen
konstant. Die starke Abnahme der Partikelkonzentration ist wahrscheinlich
auf die Hydrolyse des verwendeten esterhaltigen Crosslinkers PEGDA

zurtickzufuihren. Desweiteren sind Adsorptionsphanomene an Oberflachen
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des Versuchsaufbaus nicht auszuschliel3en. Insgesamt hervorzuheben ist die
wesentlich hohere Stabiliat der redox-sensitiven NP unter den
Versuchsbedingungen. Diese Substanzklasse sollte daher weiter verfolgt
werden.

9. Es wurde gezeigt, dass sowohl die NG, die das Aufnahmeprotein Tat
enthalten, als auch die NG ohne Tat mit Fluoreszenz-markiertem BSA
(8,3 pg/ml) wechselwirken und zusammen mit diesem bei der Zentrifugation
abgeschieden werden. Uber die Art der Wechselwirkung kann keine Aussage
getroffen werden.

10.Durch in vitro Zellaufnahmeuntersuchungen an Hela-Zellen konnte gezeigt
werden, dass die mit Tat funktionalisierten, redox-sensitiven, Fluoreszenz-
markierten NP von den Zellen aufgenommen werden. Die Aufnahme erfolgt
uber eine deutlich erkennbare Vesikelbildung, die an der Plasmamembran
verstarkt beobachtet werden kann. Im Gegensatz hierzu konnte bei den nicht
mit Tat funktionalisierten NP keine vergleichbare in vitro Zellaufnahme

beobachtet werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestéatigen insgesamt das grol3e Potential der von
Thiol-funktionalisierten PG abgeleiteten NG fiur die medizinische Forschung und
zukunftige Anwendungen in der Diagnostik und Therapie. Es wird eine Reihe von
Ansatzpunkten aufgezeigt, auf deren Basis weitere vertiefende Untersuchungen
zur Charakterisierung und Optimierung sowie zu zukinftigen nutzbringenden

Anwendungen vorgenommen werden sollten.
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Colegio de Educacion Polimodal No. 11, Lino Torres
in Resistencia, Chaco, Argentinien

Grund- und Hauptschule Dr.Albert-Finck-Schule in
Neustadt/Weinstralie-Hambach

05/2013 - 07/2013

02/2012 - 03/2012

05/2007 - 07/2007

Tutorin im klinischen Phantomkurs fir
Parodontologie an der Zahnklinik der Universitat
Wirzburg

Zahnarztliche Famulatur an der “Fiji School of
Medicine”, Department of Oral Health, Suva, Fiji
Islands

Praktikum in der Zahnmedizinischen Abteilung,
Hospital Pablo Arturo Suéarez, Quito, Ecuador



Lebenslauf

Besondere Kenntnisse

Sprachen Englisch und Spanisch in Wort und Schrift,
Grundkenntnisse in Franzosisch

Neustadt an der WeinstralRe, 07.06.2017





