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Habe nun, ach! Philosophie,
Juristerei und Medizin,

Und leider auch Theologie
Durchaus studiert, mit heil3em Bemuhn.
Da steh ich nun, ich armer Tor!
Und bin so klug als wie zuvor;
HeilRe Magister, heiRe Doktor gar
Und ziehe schon an die zehen Jahr
Herauf, herab und quer und krumm
Meine Schuiler an der Nase herum —

Und sehe, daR wir nichts wissen kdnnen!

-Goethe’s Faust
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Einleitung

1. Einleitung

Makroskopische Diamanten werden schon seit Tausenden von Jahren als Schmuck-
steine eingesetzt. Allerdings ist weniger bekannt, dass auch die erste Verwendung
von Diamanten als Werkzeug ebenfalls schon Tausende Jahre zurlckliegt. Charakte-
ristische Eigenschaften des Diamanten, vor allem die aul3ergewothnliche Harte, spie-
len dabei eine wichtige Rolle und so wurden schon vor gut zweitausend Jahren Gra-
vierwerkzeuge aus Diamant hergestellt.l! Heute wird jedoch das 18. Jahrhundert als
Beginn der Diamantwerkzeuge angesehen, da zu diesem Zeitpunkt erstmals Prazisi-
onsschrauben mit Hilfe von Diamant industriell gefertigt wurden.l?l Technisch ist in
diesem Zeitraum ebenfalls die Prasentation der ersten Diamantsage auf der Welt-
ausstellung in Philadelphia im Jahre 1876 durch die Emerson Stone Saw Co. zum
Zuschneiden von Steinen von Bedeutung.l®! Seitdem ist die Verwendung von Dia-
manten in Industrie und Wissenschaft allgegenwartig und auch andere Eigenschaf-
ten von Diamantmaterialien sind in den Vordergrund getreten. Grol3e Aufmerksam-
keit erregte darum die grol3technische Synthese von Industriediamanten durch die
Firma General Electrics im Jahre 1955.[41 Um den steigenden Bedarf an Diamanten
zu decken, gewannen industrielle Synthesen immer mehr an Bedeutung. Tatséchlich
werden heute zum Grof3teil synthetische Diamanten eingesetzt, da diese gunstiger

und leichteren verfligbar sind.

In Wissenschaft und Industrie gewannen neben makroskopischen Diamanten, mikro-
skopische Diamantpartikel, sowie Diamantbeschichtungen an Bedeutung. Heute ist
die Forschung, besonders nach R. Feynmans berihmten Vortrag ,There is plenty of
room at the bottom*“ im Jahre 1960, ebenfalls an sogenannten Nanodiamanten inte-
ressiert.’! R. Feynman wies in seinem Vortag darauf hin, dass deutlich kleinere Sys-
teme maglich sind als bisher angenommen, was ebenfalls fir Diamanten zutrifft, wel-
che ab einer Grél3e von ca. 1.5 nm ein stabile Gitterstruktur aufweisen. Trotz der
geringen GroRRe bleiben diesen Diamantpartikeln viele Eigenschaften erhalten. Reak-
tive Oberflachengruppen ermdéglichen die Verknipfung mit anderen Substanzen,
wodurch Nanodiamanten fiir viele Anwendungen von Interesse ist.[*! Oft liegt dabei
der Fokus auf den aul3ergewohnlichen Fluoreszenzeigenschaften von dotiertem Na-

nodiamanten oder aber dessen Fehlstellen im Gitter. Toxikologische Untersuchungen
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zeigten zudem, dass Nanodiamant fur Zellen weitgehend harmlos ist, wodurch dieser
auch fur Anwendungen in der Biologie und Medizin von Interesse wurde.[®! Tatsach-
lich lasst sich die Nanodiamantforschung in der Biomedizin hauptsachlich in zwei
grol3e Felder einteilen: Erstens, die Verwendung von Nanodiamant und dessen phy-
sikalischen Eigenschaften, zum Beispiel in neuartigen spektroskopischen Verfahren,
und zweitens, die Verwendung von Nanodiamant zur Entwicklung und Verbesserung
von Medikamenten. Letzteres ist Thema dieser Arbeit und wird im Folgenden genau-
er beschrieben, wobei zunachst auf die speziellen Eigenschaften, sowie die Herstel-

lungsmethoden von Nanodiamant eingegangen wird.
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2. Kenntnisstand

2.1 Herstellung von Nanodiamant

Der Bedarf nach Diamanten steigt stetig, weshalb die Menge an Naturdiamant schon
seit einigen Jahren nicht mehr ausreicht, um den globalen Bedarf zu decken. Aus
diesem Grund wird in der Industrie ein beachtlicher Anteil von 99 % an syntheti-
schem Diamant eingesetzt.[] Grund dafir ist die gleich bleibende Qualitat des Mate-
rials, sowie die Mdglichkeit bei der Synthese verschiedene Eigenschaften des Dia-
manten zu beeinflussen. Es wurden verschiedenste Moglichkeiten zur synthetischen
Erzeugung von Diamanten entwickelt, welche sich in ihrer Vorgehensweise stark un-

terscheiden.

Makroskopische Diamanten kénnen als Ausgangsprodukt fir Nanodiamanten ver-
wendet werden. Im sogenannten top-down Ansatz erfolgt die Herstellung von Nano-
diamant durch Vermahlung der Diamanten auf unterschiedliche Art und Weise.!®! Da-
neben existieren auch sogenannte bottom-up Verfahren, welche Diamant aus Kkleinen,
kohlenstoffhaltigen Molekilen oder Graphit erzeugen. Einige tbliche Herstellungsme-

thoden werden im Folgenden naher erlautert.

2.1.1 HPHT-Verfahren

Im Jahre 1955 gelang es Bundy et al. erstmals Diamanten synthetisch herzustellen.l!
Er verwendete dazu eine grof3e Presse und hohe Temperaturen, weswegen die Me-
thode unter dem Namen HPHT-Verfahren (high-pressure, high-temperature) bekannt
wurde. Die GroRe der Diamantpartikel kann dabei bis zu einigen Millimetern betragen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer ,Belt-Presse®, wie sie zur Herstellung von HPHT-
Diamant eingesetzt wird.[10]

Diese Methode nach Bundy et al. wird noch heute zur Herstellung von Diamant ver-
wendet, wenn auch in abgewandelter, verbesserter Form. MalRgeblich verandert hat
sich dabei der Einsatz von speziellen Metallschmelzen und Metallkatalysatoren, wel-
che die Bildung von Diamant schon bei Temperaturen von 1350 °C und einem Druck
von 5.5 GPa ermdglichen. Ein Nachteil dieser Methode ist die mégliche Bildung von
Metalleinschlissen und Carbiden, welche die Reinheit des erzeugten Diamanten
senken.'Y In Anbetracht der durchschnittichen Anzahl an Defektzentren weist

HPHT-Diamant dennoch eine sehr gute Qualitat auf.['2

2.1.2 Schockwellen-Synthese

Eine direkte Synthese von Nanodiamant ohne die Verwendung von Vermahlungs-
techniken, ist die Schockwellensynthese. Dabei wird eine meist durch Explosion er-
zeugte Druckwelle auf eine Kapsel Graphit gelenkt, und somit extreme Bedingungen
erzeugt.[*3l Die dabei entstehenden Temperaturen von 1800-2000 °C und der hohe
Druck von ca. 25 GPa fuhren zur Ausbildung von Nanodiamant. Die Synthese des
Diamanten ist dabei schon nach einigen Mikrosekunden abgeschlossen und es wird
eine effektive Kilhimethode bendtigt, um die erneute Graphitisation des Nanodiaman-

ten bei abfallendem Druck und hohen Temperaturen zu vermeiden.*4l
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In einer verbesserten Synthesemethode der Firma DuPont (daher auch DuPont-
Verfahren genannt), trifft die Schockwelle nicht mehr direkt auf die Kapsel der Aus-
gangsmaterialien, sondern bewegt sich kreisférmig entlang eines Treibrohres, wel-
ches mit graphitischem Material gefullt ist. Eine weitere Verbesserung ist der Zusatz
von Kupferpartikeln zum Kohlenstoffgemisch, welche als Katalysator bei der Dia-
mantbildung wirken. Ebenso steigern sie die Warmeleitfahigkeit und somit die Kuh-
lung des Gemisches, wodurch hohere Ausbeuten auf Grund geringerer Graphitisie-
rung erzielt werden.[*S! Die Aufreinigung der Diamantpartikel und Trennung vom

Katalysator erfolgt durch Aufarbeitung mit konzentrierter Salpetersaure.

2.1.3 Detonations-Synthese

Eine weitere Herstellungsmethode fiir Nanodiamanten ist die Detonationssynthese,
welche mit der Schockwellensynthese verwandt ist. Gemeinsamkeiten liegen in dem
Einsatz einer kontrollierten Detonation bei beiden Verfahren, um die extremen Be-
dingungen der Diamantsynthese zu erreichen. Da durch diese Detonationssynthese
grof3e Mengen an Nanodiamant in kurzer Zeit hergestellt werden kdnnen, handelt es

sich dabei um ein kommerziell sehr wichtiges Verfahren.

Wahrend bei der Schockwellensynthese die Druckwelle der Detonation auf eine Kap-
sel graphitischen Materials trifft, dient bei der Detonationssynthese der Sprengstoff
selbst als Kohlenstoffquelle. Nach der Detonation in einem geschlossenen Reaktor
wird der Diamant aus dem Ruf3 gewonnen, welcher sich an den Wanden nieder-
schlagt.[*®! Der entscheidende Faktor der Synthese ist folglich der Sprengstoff, wel-
cher die nétigen Temperaturen und ausreichend hohen Drticke als stabile Druckwelle
erzeugen muss. Ebenso sollte der Sprengstoff eine negative Sauerstoffbilanz auf-
weisen. Ist dies nicht der Fall, fihrt dies zur Oxidation des Kohlenstoffes und somit
zu einem hohen Ausbeuteverlust. Bewahrt hat sich hierflr eine Mischung aus Trinit-
rotoluol (TNT, 1) und Hexogen (RDX, 2).117]



Kenntnisstand
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Abb. 2: Strukturformel von Trinitrotoluol (1) und Hexogen (2), zwei der haufig verwendeten
Sprengstoffe zur Detonationssynthese.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Detonationssynthese ist, wie bei der Schockwellen-
Synthese, das schnelle Abkihlen des Reaktors, da hohe Temperaturen zur uner-
winschter Oxidation oder Regraphitisierung des Diamanten fuhren kdénnen. Dabei
haben sich zwei Kihimoglichkeiten bewahrt, welche unterschiedliche Kihimedien
einsetzen. Bei der sogenannten dry-synthesis werden inerte Gase zur Kihlung ver-
wendet, wahrend bei der sogenannten wet-synthesis Wasser oder Eis eingesetzt
werden.['8] Nach Beenden der Reaktion muss der gewonnenen Detonationsruf3 von
Verunreinigungen, vor allem sp?-haltigen Nebenprodukten und Metallpartikeln aus
den Reaktorwé&nden, befreit werden. Dies geschieht durch Aussieben, magnetische
Separation gro3erer Metallpartikel, sowie das Aufarbeiten des Rohprodukts durch

verschiedenste Mineralsauren.[1°]

Der resultierende Nanodiamant besitzt Primérteilchen einer GrofRe von durchschnitt-
lich 4 nm, weist jedoch verglichen mit den zuvor erlauterten Synthesemethoden eine

hohere Anzahl an Gitterdefekten auf.[20

2.2 Struktur und Eigenschaften von Nanodiamant

In Eigenschaften und Struktur &hneln sich makroskopischer Diamant und Nanodia-
mant weitgehend. So weisen beide eine Gitterstruktur auf, in welcher jedes Kohlen-
stoffatom tetraedrisch von vier weiteren Kohlenstoffatomen umgeben ist. Daraus
ergibt sich der hohe Hartegrad beider Diamantformen, sowie deren hohe Warmeleit-
fahigkeit.”! In der elektrischen Leitfahigkeit unterscheidet sich Nanodiamant jedoch

von dem als Isolator einsetzbaren bulk-Diamant.[2!]

Man bezeichnet Diamantpartikel mit einer Grof3e kleiner als einige hundert Nanome-

ter als Nanodiamant, wobei bei abnehmender Gro3e der prozentuale Anteil an Koh-
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lenstoffatomen an der Oberflache zunimmt. So kdnnen sich bei sehr kleinen Partikeln
bis zu 30% der Atome an der Oberflache befinden, welche zum groRten Teil aus sp?-

hybridisierten, fullerenahnlichen Strukturen, besteht.[*-22]

©
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Abb. 3: a) Elementarzelle von Diamant mit Stickstoff-Fehlstelle und b) das Fluoreszenzspektrum
des Diamanten bzw. der Fehlstellen.[23!

Wie bei makroskopischem Diamant, kdnnen bei Nanodiamant Defekte im Gitter vor-
liegen. Dabei handelt es sich um Fehlstellen oder das Vorhandensein von Fremda-
tomen, welche die Eigenschaften des Materials deutlich beeinflussen kdnnen. Wah-
rend eine Vielzahl von unterschiedlichen Defekten bekannt ist, sind besonders zwei
von wissenschaftlichem Interesse. Zum einen handelt es sich dabei um borhaltigen
Nanodiamant, welcher auf Grund seiner Leitfahigkeit fur elektrische und elektroni-
sche Anwendungen eingesetzt werden kann.? Zum Anderen um stickstoffhaltigen
Nanodiamant, welcher eine nichtbleichende, nichtblinkende Fluoreszenz bei 575 nm
und 637 nm durch die Einstrahlung mit griinem Licht (532 nm) aufweist.l?! Ursache
dieser Fluoreszenz sind sogenannte NV- Defektstellen (nitrogen-vacancy), welche
durch den Einbau eines Stickstoffatoms ins Diamantgitter, sowie durch eine benach-
barte Fehlstelle entstehen. Im Gegensatz zum NV° Defektzentrum, liegt beim NV-
Zentrum ein Elektron, und somit eine negative Ladung, in der benachbarten Kohlen-
stoff-Fehlstelle vor (siehe Abb. 3). Erzeugt werden diese durch die Bestrahlung von
Diamant mit Elektronen, was zur Erzeugung von Fehlstellen dient. Durch anschlie-
Bendes Erhitzen auf ca. 900°C wandern diese im Gitter zur energetisch gunstigeren
Position neben bereits vorhandenen Stickstoffatomen, deren Anzahl durch die Her-
stellung bedingt ist.[?6] Durch die Fluoreszenzeigenschaften der Fehlstellen kann der

Diamant als bildgebendes Material eingesetzt werden (siehe Kapitel 2.4).
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Nanodiamant eignet sich auf Grund seiner verhaltnism&Rig geringen Zytotoxizitat fur
den Einsatz in biologischen Studien. Besonders im Vergleich zu andern Kohlenstoff-
Nanomaterialien oder metallischen Nanopartikeln, zeichnet sich Diamant durch seine
hohe Biokompatibilitat aus.?”] Dabei ist jedoch zu beachten, dass diese durch ver-
schiedene Effekte beeinflusst wird. So ist bereits die Herstellungsmethode von Be-
deutung, da diese Auswirkungen auf die Form, Facettierung, sowie die Grof3e des
Nanodiamantpartikels hat.[?”?l Ebenfalls haben unterschiedliche funktionelle Gruppen
der Partikeloberflache Einfluss auf die Zytotoxizitat. So zeigen carboxyl-
funktionalisierte Nanodiamanten eine bessere Biovertraglichkeit als Nanodiamanten,
welche graphitische Strukturen auf der Oberflache besitzen.?8l Des Weiteren kénnen
adsorbierte oder kovalent angebundene Molekiile die toxischen Eigenschaften sehr

stark beeinflussen.

2.3 Funktionalisierung von Nanodiamant

Je nach Herstellungsmethode unterscheidet sich die initiale Oberflachenfunktionali-
sierung der Nanodiamanten mafgeblich. Meist liegt dabei eine Vielzahl an sauer-
stoffhaltigen funktionellen Gruppen vor, welche durch Oxidation wahrend der Syn-
these erzeugt werden.??! Des Weiteren liegt je nach Methode auch ein Gemisch aus
graphitischem und amorphem Kohlenstoff vor.*% Um die Partikel effektiv zu funktio-

nalisieren ist es daher notig, zunéchst die Oberflache zu homogenisieren
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a) HNC)3= H2304
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Abb. 4: Methoden zur Homogenisierung der Diamantoberflache.!

|

Eine einfache und haufig eingesetzte Methode zur Homogenisierung und Aufreini-
gung stellt das Kochen in Mineralsduren dar, wobei ein Gemisch aus Salpeter- und
Schwefelsaure, sogenannte Nitriersaure, sich als sehr effektiv herausstellte. Dabei
werden Verunreinigungen durch sp2-Kohlenstoff entfernt und vorhandene funktionelle
Gruppen oxidiert, wodurch auf der Diamantoberflache hauptséachlich Carbonséaure-
gruppen zuriickbleiben.®31 Zudem werden Metallverunreinigungen, welche zum Bei-
spiel aus den Reaktorwédnden bei der Detonationssynthese stammen, sowie einge-
setzte Katalysatoren, groRtenteils beseitigt.[?2 Die Ausbildung von Carbonsauren auf
der Oberflache von Diamant lasst sich ebenfalls durch die Oxidation mit Hilfe von
Sauerstoff erreichen.[33 Dabei ist das Erhitzen unter Atmosphare ausreichend, wobei
sich Temperaturen von 400°C bis 600°C bewahrt haben um die Oberflache zu oxi-
dieren und vorhandenen sp?-Kohlenstoff zu verbrennen. Dabei muss darauf geachtet
werden, dass bei langer Reaktionszeit das sp3-Gitter des Diamanten ebenfalls ange-
griffen und oxidiert wird, wodurch groRe Ausbeuteverluste entstehen konnen.34 Die-
ser Effekt kann jedoch fir die kontrollierte Herstellung kleiner Diamantpartikel einge-
setzt werden.*® Eine weitere oxidative Methode zur Homogenisierung stellt die
nasschemische Reaktion von Diamant mit Wasserstoffperoxid und Eisensulfat dar.
Bei dieser sogenannten Fenton-Reaktion werden Hydroxylradikale generiert, welche
sp?-Kohlenstoff oxidieren und auf der Oberflache des Diamantpartikels Hydro-

xylgruppen erzeugen.8l Nicht nur die Oxidation der Diamantoberflache, sondern
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auch die Reduktion mit starken Reduktionsmitteln kann zu Homogenisierung einge-
setzt werden. So kdnnen Diamantmaterialien nasschemisch mit Lithiumaluminium-
hydrid oder Boran umgesetzt werden, um ebenfalls eine hydroxyl-terminierte Ober-

flache zu erhalten.37]

Eine sehr effektive Entfernung von Oberflachengruppen ist das Erhitzen von Nanodi-
amant unter Vakuum oder Inertgas. Dabei entstehen aromatische oder isolierte Dop-
pelbindungen auf der Diamantoberflache, welche eine graphitische sp?-
Kohlenstoffhille um die Partikel bilden.[%8 Dabei ist darauf zu achten, dass die Tem-
peratur nicht zu hoch gewahlt wird, da sonst eine vollstandige Graphitisierung des
Diamantpartikels, bis hin zur Entstehung sogenannter Kohlenstoffzwiebeln (carbon
onions), erfolgt und das Diamantgitter zerstort wird.[?® Das Entfernen von funktionel-
len Gruppen auf der Diamantoberflache kann auch durch die Behandlung mit Plasma
erreicht werden. So kann durch den Einsatz von Mikrowellenplasma und Wasserstoff

die Oberflache fast vollstandig hydriert werden.[40l

Die homogenisierte Oberflache von Nanodiamant kann genutzt werden, um die Par-
tikel durch géngige chemische Methoden weiter zu funktionalisieren. Die Wahl der
Reaktion richtet sich dabei nach den vorhandenen funktionellen Gruppen, um eine
mdoglichst hohe Beladung des Nanodiamanten zu erreichen. So eignet sich graphiti-
sierter Nanodiamant auf Grund der hohen Anzahl von Doppelbindungen gut fir Cyc-

loadditionen. 41

Bewahrt hat sich dabei eine [4+2]-Cycloaddition, die sogenannte Diels-Alder-
Reaktion, wobei o-Chinodimethanderviate (9) als in situ generierte Diene eingesetzt
werden.[*d Als Ausgangssubstanz dienen dazu Dibromide (8), welche beliebig am
aromatischen System funktionalisiert werden kdnnen. Somit kann eine breite Vielfalt
an chemischen Gruppen eingefuhrt werden, welche fir weitere Reaktionen zur Ver-
fligung stehen. Eine weitere Methode zur Funktionalisierung von graphitisiertem Na-
nodiamant stellt die Umsetzung mit Anilinderivaten dar, welche zunéchst zu Diazoni-
umsalzen umgewandelt werden. Diese konnen mit den C=C-Doppelbindungen auf
der Diamantoberflache reagieren, was zur deren Anbindung an den Nanodiamant
fuhrt. 143l
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11 12 13 14

Abb. 5: Funktionalisierung von Nanodiamant 11 durch ein in situ generiertes Diazoniumsalz.

Neben der Umsetzung mit Diazoniumderivaten in der Form von Boratsalzen, kann
diese Reaktion auch mit einem in situ generierten Diazoniumsalz stattfinden. Dieses
wird durch Natriumnitrit oder Amylnitrit (13) direkt in der Reaktionslésung generiert
und an den Diamanten angebunden.[* Da sich verschiedenste Anilinderivate fir
diese Reaktion eignen, ist die Funktionalisierung mit einer Vielzahl an Gruppen mdog-
lich. Neben C=C-Doppelbindungen kdnnen Diazoniumsalze ebenfalls mit Carbonsau-
ren reagieren, wobei der Mechanismus stark von den Reaktionsbedingungen abhéan-
gig ist.[*l Die Carboxylgruppen der Diamantoberflache kénnen ebenfalls eingesetzt
werden um Amidbindungen auszubilden und somit aminhaltige Molekile anzubin-

den. 46l

Um die Anbindung von Aminen oder Alkoholen an den Nanodiamanten zu ermoégli-
chen, mussen die Carboxylgruppen zunéchst aktiviert werden. Meist wird dafur
Thionylchlorid eingesetzt um ein Saurechlorid zu bilden, welches eine hohe Reaktivi-
tat besitzt.[*] Ebenfalls bewahrt haben sich gangige Kupplungsreagenzien wie
N-Hydroxysuccinimid (NHS), 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) oder 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), da diese Aktivester bilden, welche milde
Reaktionsbedingungen ermdglichen und somit den Einsatz von sensiblen Aminen

oder Proteine ermoglichen. 8l

Neben diesen kovalenten Anbindungen, kdnnen Molekile auch tber Adsorption an
Nanodiamant gebunden werden.*?l Dafir wird die gewiinschte Substanz und der
Nanodiamant lediglich in einem Losemittel, meist Wasser, gerihrt. Die Starke und
Menge der Adsorption ist dabei von der chemischen Beschaffenheit des Adsorbtivs,
sowie vom Diamanten selbst abhangig.[®® Ein Nachteil dieser Methode ist, dass sich
die adsorbierten Stoffe langsam von der Oberflache |6sen kénnen. Je nach Einsatz-
gebiet stellt dies jedoch kein Problem dar oder ist fir manche Anwendungen sogar

vor Vorteil.
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2.4 Anwendung von Nanodiamant

2.4.1 Materialwissenschaften und Sensorik

Makroskopischer Diamant und Diamantbeschichtungen werden schon lange wegen
ihrer aul3erordentlichen mechanischen Eigenschaften bei der Fertigung von Werk-
zeugen eingesetzt.’] Aus diesem Grund ist es nicht verwunderlich, dass Nanodia-
mant ebenfalls in diesen Gebieten Verwendung findet. So kann Nanodiamant wegen
seiner Harte als Poliermittel eingesetzt werden.®? AuRerdem eigenen sich Diamant-
I6sungen mit groReren Nanopartikeln ausgezeichnet als Schmiermittel.[3! Produkte
dieser Art werden bereits seit Jahren zum Beispiel von der Firma Van-Moppes kom-
merziell Angeboten.® Doch auch andere physikalische Eigenschaften des Diaman-
ten machen ihn zu einem vielseitig anwendbaren Material. Aktuelle Forschungs-
schwerpunkte sind dabei der Einsatz von bordotiertem Diamant zur Herstellung von
Elektroden®® oder Sensoren,8 sowie die Verwendung von stickstoffdotiertem Na-

nodiamant zu Entwicklung neuartiger NMR Techniken.%7]

2.4.2 Bildgebung in biologischen Systemen

Nanodiamant hat wegen seiner besonderen physikalischen Eigenschaften seinen
Weg in die Biomedizin gefunden. Dabei ist der Einsatz von Nanodiamant als Bio-
marker zur Bildgebung in biologischen Systemen von Bedeutung, welcher auf der
Fluoreszenz der Nanopartikel beruht (siehe Kapitel 2.2). Am eindrucksvollsten wurde
das Potential von kovalent funktionalisiertem, fluoreszierendem Nanodiamant von
N. Mohan et. al. dargestellt, welche in vivo Versuche an Fadenwirmern durchfiihr-
ten.l8 Nach dem Einbringen der Partikel in den Organismus war es maglich, durch
Spektroskopie am lebenden Wurm, den Verbleib des Nanodiamanten direkt nachzu-
weisen und zu untersuchen. Auch an Saugetieren wurde Nanodiamant als Biomarker

zur Bildgebung eingesetzt und dessen Effizient nachgewiesen.®°

Auch fluoreszenzunabhangige Messmethoden zur Visualisierung von Zellen durch
Nanodiamant wurden in den vergangenen Jahren untersucht. Eine dieser Methoden
ist Ultrakurzzeit-Spektroskopie, bei welcher durch eine kurze Abfolge von zwei La-
serpulsen die Absorption einer Probe gemessen werden kann, weshalb sie auch
transient absorption spectroscopy genannt wird (siehe Abb. 6). Dabei dient der erste
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Laserpuls zur Anregung der Probe und der zweite Puls zur Messung der Absorption,
wobei der zeitliche Abstand der beiden Laserpulse nur Pico- oder sogar Atto-
sekunden betragt.f% Messungen an Zellen, in welche Nanodiamant eingebracht
werden zeigen ein schwaches Hintergrundrauschen, eine hohe Auflésung und sehr
geringen Schaden an den untersuchten Proben.f1 Da bei diesem Verfahren beliebi-
ge Nanodiamanten ohne Fluoreszenz verwendet werden, entfallt die zeitaufwandige

Dotierung der Proben.

Injection

Route \ 30

Abb. 6: Transiente Absorptionsbilder von Nanodiamant in NIH-3T3 Zellen (oben). a) TAM-
Nanodiamant Signal (griin) und lichtmikroskopisches Bild der Zelle. b) Uberlagerung des TAM-
Nanodiamant Signals (griin) und des Nanodiamant Fluoreszenz-Signal (rot).Y Photoakustische
in vivo Bilder (unten) von Nanodiamant (grin) im c) Rucken einer Maus und d) Schenkel einer
Maus.[62]

Ein weiteres Verfahren, fur welches kein fluoreszenter Nanodiamant und somit kein
dotieren notig ist, sind photoakustische Messungen. Dabei wird eine Probe mit einem
Laser bestrahlt, wodurch diese Energie aufnimmt und sich ausdehnt (siehe Abb. 6).
Durch das sich verdndernde Volumen entsteht eine Druck- bzw. Schallwelle, welche
gemessen wird.l3 Auf Grund der hohen optischen Dichte und der hohen thermi-
schen Leitfahigkeit eignet sich Nanodiamant besonders gut als Kontrastmittel fir sol-
che photoakustischen Messungen. Da es lediglich auf diese beiden Eigenschaften
ankommt, eignet sich einfacher, unbehandelter Detonationsnanodiamant fir die pho-

toakustische Tomographie.62
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Die bildgebenden Verfahren mit Hilfe von Nanodiamant in der Biomedizin werden
stetig weiterentwickelt. Einer der Grunde dafir ist, dass diese Verfahren auch bei
funktionalisiertem Nanodiamanten anwendbar sind und somit auch Wirkstoffsysteme

in vivo sichtbar gemacht werden konnen.

2.4.3 Antibakterielle Eigenschaften

In der Medizin stellen bakterielle Infektionen ein grof3es Problem dar und es wurden
verschiedene Vorgehensweisen entwickelt, wie diese vermieden werden kdnnen.
Lange wurde dabei unterschatzt, welche Rolle bakterielle Biofilme spielen.[®¥ Diese
bestehen aus einer Vielzahl an Bakterien welche sich an eine Oberflache sowie an-
einander heften und sich somit vor auReren Einflissen schitzen.%% Diese Biofiime
sind meist deutlich resistenter gegentber antibakteriellen Stoffen als die freien Bakte-
rien.[%8] Darum wird standig nach neuen antibakteriellen Systemen gesucht, um diese
Filme aufzulésen. Dabei wurde auch der Einsatz von verschiedenen Nanopartikeln
untersucht, wobei gute Ergebnisse vor allem mit Ag-Nanopartikeln erreicht
wurden.671 Jedoch wird der Einsatz von verschiedene metallische Nanopartikeln, vor
allem auch Silbernanopartikel, in der Medizin auf Grund deren Toxizitat weiterhin kri-
tisch betrachtet.58] Wie bereits in Kapitel 2.2 beschrieben, weist Nanodiamant eine
deutlich geringere Zytotoxizitat auf, weshalb dessen Verwendung in der Auflésung
von Biofilmen angestrebt wird.[®9 Dabei ist anzumerken, dass teilweise oxidierter Na-
nodiamant selbst bereits antibakterielle Eigenschaften haben kann, wobei die Menge
von anwesenden Proteinen im Zellmedium von Entscheidung ist.[’% Die antibakteriel-
len Eigenschaften werden jedoch hauptsachlich durch Funktionalisierungen erreicht.
Diese kdnnen zum Beispiel durch die Anbindung von kationischen Polymeren wie

Vinylpyridin geschehen.["1]
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Abb. 7: Aufnahmen durch Rasterelektronenmikroskop von E.coli. Bakterien, welche mit
100 pg/mL eines Polyvinylpyridin-Nanodiamant System gemischt wurden. a) E.coli im Kontroll-
medium, b) E.Coli. in der Nanodiamant-Losung, c)/d) zerstorte E.Coli Bakterien.[’]

Die antibakterielle Wirkung des Diamant-Polymer-Systems beruht darauf, dass sich
die Partikel an die Bakterienwand anheften. Dort interagieren sie mit der Zellmemb-
ran, wodurch Ldcher in der Zellwand der Bakterien entstehen. AnschlieRend kolla-
biert die Zellwand der Bakterien, worauf diese absterben (siehe Abb. 7).l Eine In-
teraktion von Nanodiamant mit der Zellmembran von Bakterien, um antibakterielle
Effekte zu erhalten, kann ebenfalls durch die Funktionalisierung durch Zuckermoleki-
le erreicht werden. So flhrt der Einsatz von mannose- oder laktosefunktionalisiertem
Nanodiamanten dazu, dass verschiedene Bakterienstamme keinen Biofilm mehr bil-

den kénnen.[72

Ebenfalls wird Nanodiamant eingesetzt um antibakterielle, phytochemische Stoffe
besser verfiigbar zu machen. Diese liegen meist als Ole vor und sind auf Grund ihrer
Wasserunloslichkeit nur begrenzt einsetzbar. Nanodiamant kann das Ol in Form ei-
ner Kapsel umschlieRen, wodurch ein wasserlosliches System entsteht.[”®l Dabei tritt

Nanodiamant als Wirkstofftransporter und nicht als eigentlicher Wirkstoff auf.
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2.4.4 Wirkstofftransport durch Nanodiamant

In der Biomedizin wird Nanodiamant wegen seiner Fluoreszenz und geringen Zytoto-
xizitat (siehe Kapitel 2.2) oft als Wirkstofftransporter eingesetzt und kann den Einsatz
von geringeren Dosen ermoglichen.l” Dafir ist eine Adsorption der Wirkstoffe an
den Partikel ausreichend, wie bereits durch zahlreiche Versuche bestatigt wurde.!”®!
Auch das kovalente Anbinden von Wirkstoffen wurde intensiv untersucht, wodurch
ein Ablosen der Wirkstoffe von der Oberflache des Partikels verhindert wird. Bemer-
kenswert ist dabei, dass die Aktivitat von (Co-)Enzymen,[’® Peptiden,2®! DNA-
Molekulenl’”l und Wirkstoffen!’® nach der Funktionalisierung meist nicht beeintrach-
tigt ist. Zahlreiche Veroffentlichungen bestatigen den Erfolg und Nutzen dieser Me-
thode durch in vitro und in vivo Experimente.[”® Des Weiteren verhindert die Anbin-
dung an Nanodiamant den Abbau des Wirkstoffes durch korpereigene Systeme.[€0
Das Freisetzen am gewunschten Zielort kann dabei durch verschiedene Bedingun-
gen kontrolliert werden, zum Beispiel wenn im Koérper ein natlrlicher Wechsel des
pH-Wertes zur Abspaltung des Wirkstoffes fuhrt.[B Ahnliche Effekte lassen sich
durch das Ummanteln von Nanomaterialien und Wirkstoffen durch Proteine errei-
chen.[® Jedoch ist die Affinitat von Nanodiamant zu Proteinen nicht immer ge-
wiinscht, da diese die kolloidale Stabilitat der Partikel negativ beeinflussen kann.[®]
Dieser Effekt kann durch die Funktionalisierung des Nanodiamantsystems durch sta-
bilisierende Molekile verhindert werden. Wichtige Beispiele hierfur sind Polyethyl-
englykolen, Zwitterionen oder aber Glykoside, welche die kolloidale Stabilitat von

Nanodiamantsystem auch im Zellmedium sicherstellen.84

Je nach Applikationsart ist es wichtig, dass ein Nanodiamantsystem in eine Zelle ein-
dringt. Dabei gibt es biologische Systeme, welche Nanodiamant ohne weitere Be-
handlung internalisieren, wie zum Beispiel HeLa-Zellen oder aber Makrophagen. &
Findet keine Internalisierung statt, kann der Nanodiamant mit biologisch aktiven Stof-
fen funktionalisiert werden, welche durch Endozytose in Zellen eingebracht
werden.[®8 Es gibt viele bioaktive Substanzen welche die Endozytose unterstiitzen,
wie verschiedene Proteine,®] kleinere Molekiile wie zum Beispiel Folsaure!®® und die
bereits erwahnten Polyethylenglykole.®l Die Aufnahme von Nanodiamantsystemen
in den Korper und Zellen weiter zu verbessern ist Gegenstand der aktuellen For-

schung und die etablierten Systeme werden stetig weiterentwickelt.[*"]

16



Kenntnisstand

2.4.5 Tissue Engineering

Nanodiamant hat die Eigenschaft das Wachstum verschiedener Zellarten zu be-
schleunigen, weshalb nanokristalline Diamantfilme als Oberflache in der Zellkultivie-
rung eingesetzt werden.Pll Daraus entwickelte sich die Idee, die Gewebekonstruktion
(oft tissue engineering genannt) in vivo zu unterstitzen. Besonders bei der Gewebe-
zucht von Knorpeln,[®d Knochen!®3l oder Zahnen!® wurden durch den Einsatz von
Nanodiamant deutliche Fortschritte erzielt. Dabei werden entweder biokompatible
Polymere mit Nanodiamant vermischt, wodurch diese knochenéhnliche Eigenschaf-
ten erhalten,® oder aber bereits in der Medizin verwendete Implantat-Materialien
wie zum Beispiel Titan mit Nanodiamant beschichtet.®l Neben dem verbesserten
Gewebewachstum und den verbesserten physikalischen Eigenschaften, sind auch
die bereits in Kapitel 2.4.3 beschriebenen antibakteriellen Eigenschaften von Nano-
diamant von Bedeutung, welche das Risiko von Entziindungen oder Infektionen mi-
nimieren. Inzwischen belegen ausfuhrliche in vivo Studien den positiven Effekt von
nanodiamanthaltigen Implantaten® und erste Zahnimplantate wurden bereits im

menschlichen Korper getestet.[4

2.4.6 Multifunktionale Nanopartikel

Nanodiamantsysteme zur biomedizinischen Anwendung haben sich im Laufe der
Jahre stetig weiterentwickelt und Wirkstoff-Nanodiamant-Konjugate wurden durch
komplexe, multifunktionale Systeme ersetzt. Ziel der Forschungen ist es unter ande-
rem, ein System zu etablieren, in welchem sowohl der Wirkstoff, ein Targeting-
System, als auch die Bildgebung in einem Nanopartikel vereint sind. Weitere Funkti-
onen, wie zum Beispiel die kontrollierte Freisetzung durch Bestrahlung, sind Gegen-

stand neuster Entwicklungen. %8

Dabei konnen die Nanosysteme passend auf den gewlnschten Einsatz mal3ge-
schneidert werden, da durch die umfassenden Funktionalisierungsmoglichkeiten von
Nanopartikeln und der Kombination verschiedener bioaktiver Substanzen eine Viel-
zahl von Nanopartikel-Wirkstoffsystemen mdglich sind. Als Beispiel fur solche multi-
funktionale Nanopartikel sind vor allem die Forschungen in der Krebs-Therapie zu

nennen, in der zahlreiche Wirkstoffsysteme, mafigeschneidert auf spezielle Krebsar-
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ten, aktuell entwickelt werden.["89 Es ist dabei bemerkenswert, dass alle bisher
entwickelten Behandlungsstrategien, von Chemotherapie Gber Immuntherapie, bis zu
neuartigen Bestrahlungstherapien, auf Nanopartikel Ubertragbar sind und bereits

entsprechende nanodiamanthaltige Systeme entwickelt wurde.1%

Die vorliegende Arbeit beschatftigt sich ebenfalls mit der Synthese von kovalent funk-
tionalisiertem Nanodiamant zur biologischen Anwendung. Diese sollen multifunktio-
nal sein und das Repertoire an biologisch aktiven Nanodiamantsystemen weiter ver-

grofkern.
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3. Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von funktionalisiertem Nanodiamant mit bioaktiven
Substanzen, welche vor allem als Wirkstofftransporter eingesetzt werden sollen. Da-
zu werden zum einen bereits bekannte Anbindungsmadglichkeiten an Nanodiamant,
wie zum Beispiel die Click-Reaktion sowie die Ausbildung von Amidbriicken verwen-
det. Zum anderen sollen neuartige Funktionalisierungsmadglichkeiten verwendet wer-

den, um das Repertoire an bekannten Anbindungsreaktion zu erweitern.

Es soll aulerdem ein multifunktionales Nanodiamantsystem synthetisiert werden.
Dieses soll in der Lage sein, zwei verschiedene Molekule auf einem Partikel zu im-
mobilisieren. Dieser funktionalisierte Nanodiamant soll ebenfalls als Wirkstofftrans-
porter zur Anwendung kommen, da an ihn sowohl ein Wirkstoff, als auch ein Target-
ing Molekul angebunden werden kann.

¥

Bioaktive Molekiile Bildgebung

@ > = M —>» Wirkstofftransport
\ Separation von

Bakterien

Linker

Abb. 8: Allgemeine Vorgehensweise in dieser Arbeit, sowie die angestrebten Verwendungsmog-
lichkeiten.

Die verwendeten Methoden sollen in der Lage sein, verschiedene Substanzen aus
unterschiedlichen Molekulgruppen an Nanodiamanten zu binden und somit universell

einsetzbar sein.
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4. Haupttell

4.1 Saccharidfunktionalisierter Nanodiamant

Eukaryotische und prokaryotische Zellen sind von einer Schleimhtlle umgeben, wel-
che aus verschiedenen Zuckermolekiilen besteht.['°l Diese sogenannte Glykokalyx
dient vor allem zum Schutz der Zellen vor au3eren Einflissen und Austrocknung. Ein
bedeutendes Beispiel dafir ist die Glykokalyx der Erythrozyten, da diese die Blut-
gruppe und den Rhesusfaktor eines Menschen bestimmen.['%21 Obwohl diese
Schleimschicht als Schutzmechanismus ausgebildet wird, ist sie auch ein wichtiger
Angriffspunkt fir manche Bakterien. Diese Bakterien besitzen Erkennungsstrukturen
fur spezifische Zucker an der Oberflache von Zellen und kdnnen somit an sie bin-
den.l*%3 Je nach Bakterienstamm konnen dadurch Krankheiten entstehen, weshalb

ihre Untersuchung von biomedizinischem Interesse ist.[14

Es wurden bereits Nanopartikel mit Sacchariden funktionalisiert, um somit eine Gly-
kokalyx nachzuahmen. Dabei wurde eine Wechselwirkung zwischen dem Nanomate-
rial und den Bakterien nachgewiesen.['%®! Durch diese spezifische Affinitat ist das
Entfernen von bestimmten Bakterien aus einer Losung moglich.84 Wahrend ver-
schiedene Nanopartikel fur biologische Zwecke eingesetzt werden, sticht Nanodia-
mant auf Grund seiner hohen Biokompatibilitat, sowie seiner geringen Toxizitat her-
vor (siehe Kapitel 2.2). Verschiedene Systeme unter der Verwendung von
Nanodiamant sind in der Literatur bekannt, jedoch werden auch dem Diamant ver-

wandte Materialien wie Graphen oder Carbon-Nanotubes eingesetzt.[10¢]

Die Funktionalisierung von Nanodiamant mit Sacchariden wurde bereits in unserer
Arbeitsgruppe realisiert und die positiven Ergebnisse fuhrten zu weiterfihrenden Un-
tersuchungen in diesem Themengebiet.[1%71 Im Rahmen dieser Forschungen soll ein
weiterer mannosefunktionalisierter Nanopartikel synthetisiert werden. Hauptaugen-
merk soll hierbei auf der Verwendung von Isothiocyanatderivaten liegen, da diese
eine einfache Anbindung ermdglichen.*% Es wurden dabei drei verschiedene Man-
nosederivate angebunden, um die Aktivitat in Abhangigkeit der Struktur der Saccha-
ride zu untersuchen. Teile dieses Projektes wurden von C. Stiller im Rahmen ihrer

Bachelorarbeit unter der Aufsicht des Autors durchgefuhrt.
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4.1.1 Synthese der Mannosederivate

Die Herstellung der unterschiedlichen Mannosederivate wurde von V. Chandraseka-
ran (Arbeitsgruppe Prof. Lindhorst; Universitat Kiel) nach Literatur bekannten Syn-
thesewegen durchgefiihrt.['% Diese enthalten fir die Anbindung an den Nanodia-
manten an der Ci- oder Cs-Position des Saccharids ein Isothiocyanat. Zudem
wurden alle Hydroxylgruppen durch Acetylierung geschuitzt, um unerwinschte Ne-
benreaktion zu verhindern (siehe Abb.9).

OAc
OAc

NCS OAc AcO 0

AcO O AcO 0
AcO AcO 0
OCH,4 NCS \©\
NCS
17 18 19

Abb.9: Die von der Universitat Kiel bereitgestellten Mannosederivate zur Anbindung an den Na-
nodiamanten.

Es wurden drei verschiedene Strukturen ausgewahlt, um die Wechselwirkung der
Saccharide mit den Adhé&siven der Bakterien, in diesem Fall der FimH-Proteine von
E.coli, zu Uberprufen. Diese sind fiur die Adhéasion von Wirten und deren Infektion
durch die Bakterien wichtig.['1% Es soll getestet werden, welches der Mannosederi-
vate die starkste Interaktion der Molekile mit der aktiven Tasche der FimH-Proteine
eingeht und somit zu einer Immobilisierung der Bakterien fuhren kann. Dabei soll das
Saccharid 17 als Negativkontrolle dienen, da eine Funktionalisierung der Cs-Position
die wichtige Cs-OH Gruppen entfernt, welche fir die Bindung an das FimH-Protein
bendtigt wird. Dagegen wird bei den Sacchariden 18 und 19 eine Interaktion mit dem
FimH-Protein erwartet, wobei das Saccharid 19 stéarker binden sollte. Grund dafir ist,
dass dieses Saccharid 19 einen aromatischen Linker besitzt. Dies bewirkt zum einen,
dass die im FimH-Protein vorhandenen Tyrosine im Eingangsbereich der aktiven Ta-
sche eine zusatzliche m-m-Wechselwirkungen eingehen kénnen. Zum anderen wer-
den durch die grol3ere Distanz des Molekiils zur Oberflache des Nanopartikels ste-

risch unglnstige Wechselwirkungen minimiert.[111]
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4.1.2 Synthese des Nanodiamanten

Als Ausgangsmaterial wurde Detonationsnanodiamant (DND) gewahlt, welcher von
P. Buschmann zur Verfuigung gestellt wurde. Dieser wurde nach einem Standardver-
fahren in Wasser mit Zirkoniumoxid gemahlen, um die TeilchengréRe zu
verringern.[*12 Fir die Anbindungsreaktion mit Isothiocayanat wird eine Aminogruppe
auf der Diamantenoberflache bendétigt. Dazu wurde zunéchst das Diazoniumsalz 21
synthetisiert, an Nanodiamant angebunden und anschlieRend das Nitril zum Amin

reduziert.[113l

HBF, NaNO, ©®
H,O

20 21

Abb. 10: Synthese des Diazoniumsalzes 21.

Als Ausgangssubstanz diente hierbei 4-Aminobenzonitril (20), welches zun&chst
durch Natriumnitrit und Tetrafluoroborsdure zum entsprechenden Diazoniumsalz
nach einer Literatur bekannten Methode umgesetzt wurde.[''4 Das deutlich reaktive-
re Diazoniumsalz kann direkt durch Behandlung mit Ultraschall an den Nanodiaman-
ten gebunden werden (siehe Kapitel 2.3). Dies geschieht durch Beschallen einer
wassrigen Dispersion des Nanodiamanten und des organischen Linkermolekiils. Die-
se Methode wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits von T. Waag untersucht und

etabliert.[113]

Q@
@ - Do - @O
H;O

22 21 23

Abb. 11: Anbindung des Nitrilderivats an Nanodiamant.

Zetapotentialmessungen bestatigen die Veranderung der Oberflache des Partikels.
Das Potential sinkt deutlich von +53.0 mV auf +36.1 mV (pH=7). Auch in der thermo-
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gravimetrischen Analyse ist ein deutlicher Massenverlust sichtbar, aus welchem sich

eine Oberflachenbelegung von 0.12 mmol/g berechnen lasst.

2229 cm™ 864 cm™’

/WW 2
N~ TR
wv\f\/\ “

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm™]

Transmission [a.u.]

Abb. 12: IR-Spektren (KBr-Pressling) des gemahlenen Startdiamanten 22, des nitrilfunktionali-
sierten Nanodiamanten 23 und des aminfunktionalisierten Nanodiamanten 24.

Im IR-Spektrum zeigt sich deutlich der fur Nitrile typische Peak bei 2229 cm,
wodurch  die  Anbindung  bestatigt wird. Des  Weiteren tritt  die

CH-Deformationsschwingung der Aromaten bei 864 cm™ auf.

Der nitrilfunktionalisierte Nanodiamant soll in einer Reduktion zum entsprechenden
aminfunktionalisierten Nanodiamanten umgesetzt werden. Die Umwandlung erfolgte
ebenfalls nach der Literaturvorschrift von T.Waag.'*3l Dabei wurde Boran-
Tetrahydrofuran als Reduktionsmittel gewahlt, da dieses keine schwer I6slichen Sal-
ze bildet und die Nebenprodukte nach der Reaktion leicht durch Waschen der Dia-

mantpartikel entfernt werden kann.

CNiﬁr\m

THF ;b5 2

23 24

Abb. 13: Reduktion des nitrilfunktionalisierten Nanodiamanten 23.

Nach der Reaktion tritt der markante Nitril-Peak bei 2229 cm! nicht mehr auf, was

auf eine erfolgreiche Reduktion hinweist (siehe Abb. 12). Auch im Zetapotential ist
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eine Anderung von +36.1 mV auf +47.7 mV (pH=7) zu beobachten. Da sich durch
beide Messmethoden die Aminogruppen nicht direkt nachweisen lassen, wurde der
sogenannte Kaisertest durchgefuihrt. Diese Methode wurde von Kaiser et. al. entwi-
ckelt, um primare Amine durch die Ausbildung eines Farbstoffes bei der Reaktion mit
Ninhydrin nachzuweisen.['* Der Kaisertest wurde von G. Jarre fur Nanodiamantpar-
tikel optimiert, sodass damit ebenfalls Amine auf der Oberflache von Nanodiamant

nachweisbar sind.41.116l

a) b)

| .

éy | "“\\\_\\‘ 1b)

T T
500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

Absorption [a.u.]

Abb. 14: Photographie (links) sowie die UV/Vis-Spektren (rechts) der a) Vergleichslésung (Blind-
probe) ohne Amin und b) des aminfunktionalisierten Nanodiamanten 24.

Der Kaisertest zeigt eine deutliche Farbung der aminhaltigen Nanodiamantlésung.
Diese kann im UV/Vis-Spektrum als breiter Peak bei 590 nm nachgewiesen werden
(siehe Abb. 14). Durch TGA-Messungen zeigt sich eine Verringerung der Oberfla-
chenbelegung von 0.12 mmol/g auf 0.09 mmol/g. Grund dafir ist vermutlich die Ab-
spaltung einiger Linkermolekule wahrend der Reduktion. Da einige Linker nicht direkt
am Kohlenstoffgitter, sondern Uber Esterbriicken angebunden sind, kénnen diese
durch Reduktionsmittel wieder entfernt werden. Dennoch zeigt der Kaisertest deutlich
die Anwesenheit von Aminogruppen und die Oberflachenbelegung von 0,09 mmol/g

ist ausreichend fur weitere Funktionalisierungen, sowie spétere biologische Versuche.
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4.1.3 Anbindung der Mannosederivate an Nanodiamant

Die Anbindung der Mannosederivate 17, 18 und 19 erfolgte durch die Reaktion des
Isothiocyanats mit der am Diamantpartikel vorhandenen Aminogruppe. Dabei bildet
sich ein Thioharnstoff, wodurch eine kovalente Anbindung ermdglicht wird.!1%! Neben
einer nicht nukleophilen Base sind keine weiteren Kupplungsreagenzien nétig und
eine Reaktion bei Raumtemperatur ist moglich. Durch die milden Reaktionsbedin-
gungen und die einfache Aufreinigung ist dieser Ankupplungsweg fir biologische
Substanzen von Interesse und seine Funktion soll an Nanodiamant nachgewiesen

werden.

HN

2
24

NCS OAc
OAc o AcO 0
AcO 0 AcO fo) AcO
AcO AcO fo)
OCHs N O
NCS

17 18 19

25 R=Ac 26 R=Ac 27 R=Ac
b)[ b)[ b)[

28 R=H 29 R=H 30 R=H
Abb. 15: Funktionalisierung des Nanodiamanten 24 mit den Mannosederivaten 17, 18 und 19,
sowie deren Entschitzung. a) CH2Cl,, DIPEA; b) MeOH, NaOMe.

Nach der Reaktion mit den Mannosederivaten 17, 18 und 19 lasst sich in allen IR-
Spektren deutlich die Anbindung nachweisen. So ist die CS-Vibrationsschwingung
der entstehenden Thioharnstoffbriicke bei ca. 1230 cm™? sichtbar. Des Weiteren

steigt die Intensitat der CO-Schwingung bei ca. 1715 cm™ ebenfalls bei allen drei
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Funktionalisierungen an. Diese resultieren aus den mit Acetylgruppen geschutzten

Hydroxylgruppen der Mannosederivate.

1715 cm™ 1237 cm 1712 cm™” 1236 cm”’
\/\ # \/\K

24

26

29
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Absorption [a.u.]
n
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Abb. 16: IR-Spektren (KBr-Pressling) des aminfunktionalisierten Nanodiamanten 24, der mit dem
Mannosederivat 17, 18, 19 funktionalisierten Nanodiamanten 25, 26 und 27, sowie der entschitz-
ten Nanodiamanten 28, 29 und 30.

Das Zetapotential &ndert sich nur leicht nach der Funktionalisierung, jedoch zeigt
sich ein deutlich starkerer Masseverlust durch TGA-Messung, wodurch die erfolgrei-
che Reaktion bestatigt wird (siehe Tabelle 1). Dabei sinkt die Oberflachenbeladung
von 0.09 mmol/g auf 0.06 mmol/g (Mannosederivaten 17) und 0.08 mmol/g (Manno-
sederivaten 18). Lediglich bei der Anbindung des Mannosederivats 19 blieb die
Oberflachenbeladung erhalten. Vermutlich ist eine sterische Hinderung bei der An-
bindung vorhanden, weshalb die Funktionalisierung direkt am Mannosederivate

schlechter ablauft, als jene mit aromatischen Linkermolekdl.
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Messungen durch Elementaranalyse zeigen die Anwesenheit von Schwefel in den
Proben, was beim Ausgangsdiamanten 24 nicht der Fall war. Dieser Schwefel resul-
tiert aus der Thioharnstoff Verknupfung und bestatigten ebenfalls die erfolgreiche

Anbindung.

Tabelle 1: TeilchengréRen, Zetapotential und Oberflachenbelegung der funktionalisierten Nano-
diamanten 24-30.

Zeta- Oberflachenbelegung

TeilchengroRe [nm] potential (TGA) (EA/S-Gehalt)

Nanodiamantprobe 10 > 50 > 90 > [mV]

(pH=7) [mmol/g]
Aminfunk. ND 24 22 34 61 +47.7 0.09 -
Mannosefunk. ND 25 25 41 154 +49.0 0.06 0.06
Mannosefunk. ND 26 25 31 201 +49.8 0.08 0.04
Mannosefunk. ND 27 26 44 198 +46.8 0.09 0.08
Entschitzter ND 28 30 44 194 +44.5 0.07 0.05
Entschitzter ND 29 38 61 155 +46.8 0.06 0.09
Entschitzter ND 30 31 44 160 +41.6 0.09 0.05

Damit das angebundene Mannosederivat mit den Fibrillen der Bakterien wechselwir-
ken kann, missen die vorhandenen Acetylschutzgruppen entfernt werden. Dazu
wurde eine Standardmethode nach Zemplén et. al gewahlt, da diese gute Ausbeuten
liefert und keine schwer loslichen Reagenzien bendtigt.l!7] Im IR-Spektrum zeigt sich
durch die Entfernung der Acetylgruppen die erwartete Verringerung der CO-
Schwingung bei ca. 1715 cm. Die Schwingung der Thioharnstoffbriicke bei ca.
1230 cm? bleibt weiterhin sichtbar und verdeutlicht die Anwesenheit der Mannosede-
rivate (siehe Abb. 16).

Erneut kann der vorhandene Schwefel durch Elementaranalyse nachgewiesen wer-
den. Da urspriinglich kein Schwefel in den Diamantproben vorhanden war, lasst sich
durch den Schwefelgehalt der Probe die Oberflachenbelegung berechnen. Daraus
ergeben sich vergleichbare Werte der Oberflachenbelegung wie bei Messungen
durch TGA und Elementaranalyse. Dabei ist jedoch zu beachten, dass das verwen-
dete Gerat (Elementar Vario Micro) auf Grund des relativ breiten Schwefel-Peaks bei

geringen Werten eine hohe Ungenauigkeit aufweisen kann. Aus diesem Grund wur-
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den fir weitere Versuche die aus TGA-Messungen erhaltenen Oberflachenbelegun-

gen verwendet, da diese unabhéngig vom Schwefel sind.

Im Vergleich zur vorherigen Reaktion zeigen sich keine maRgeblichen Anderungen
der Oberflachenbelegung und der Teilchengrol3e (siehe Tabelle 1). Im Vergleich zum
aminfunktionalisierten Nanodiamanten 24 zeigt sich ebenfalls nur eine geringe Erho-
hung der TeilchengroRe fir 50% der Gesamtprobe. Der geringe Anstieg der Grol3e
kann auf die Erh6hung der Hydrophilie der Partikel zuriickgefiihrt werden. Dies fuhrt
zu einer gréReren Hydrathulle, welche in den hier durchgefiihrten Messungen mittels
Lichtstreuung ebenfalls gemessen wird. Es zeigt sich weiterhin, dass sich wéahrend
der Funktionalisierung mit den Mannosederivaten einige grof3ere Agglomerate bilden.
Dies ist jedoch nicht ungewohnlich bei der Anbindung von organischen Substraten
an Nanodiamant und die Agglomerate kdnnen durch langsame Zentrifugation ent-
fernt werden. Die Gr6RRe der Partikel mit 50% < 44 nm (28), 61 nm (29) und 44 nm
(30) ist sehr gering fur funktionalisierten Nanodiamant und diese Partikel eigen sich

somit gut fur die vorgesehenen biologischen Versuche (siehe Tabelle 1).

4.1.4 Biologische Untersuchungen zur Affinitat zu E.Coli

Um die Affinitat der Fibrillen von E. Coli Bakterien zu den auf Nanodiamant angebun-
denen Mannosederivaten zu untersuchen, wurde ein sogenanntes Sandwich-Essay
eingesetzt. Dieses besteht aus verschiedenen Schichten und wurde erstmals von
Hartmann et. al. zur Messung von Bakterien vorgestellt.[84d Die biologischen Tests
wurden von C. Fessele der Universitat Kiel (Arbeitsgruppe Prof. Lindhorst) durchge-
fuhrt.
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Polystyrol

Abb. 17: Schema des Sandwich-Essays zur Messung der Affinitdt der mannosefunktionalisierten
Nanodiamanten zu E. Coli. Bakterien.

Das Sandwich-Essay besteht aus verschiedenen Schichten, welche auf einen Poly-
styrol-Trager aufgebracht werden (siehe Abb. 17). Grund fiir diesen komplexen Auf-
bau ist, dass weder Nanodiamant, noch Bakterien auf gangigen Tragermaterialien
haften bleiben. Zunachst wird eine Polysaccharidschicht aus Mannan aufgebracht,
an welcher nicht fluoreszierende E. Coli. pPKL4 Bakterien binden kdnnen. Dadurch
wird die Anbindung des mannosefunktionalisierten Nanodiamanten als n&chste
Schicht ermdglicht und diese somit immobilisiert. Als letzte Schicht werden fluores-
zierende pPKL1162 E. Coli Bakterien aufgetragen, welche mit ihren Fibrillen an Na-
nodiamant binden, wenn eine Wechselwirkung begiinstig wird. Uber Fluoreszenz-
messungen kann hierdurch die Affinitat dieser Bakterien zum gewinschten

Nanodiamanten gemessen werden.
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Abb. 18: Konzentrationsabhéngige Adhésion der Bakterien an den aminfunktionalisierten Nano-
diamanten 24 und an die mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 28, 29 und 30.

Fir die Tests wurden verschiedene Konzentrationen der Diamantlésungen unter Be-
ricksichtigung der gemessenen Oberflachenbelegung durch TGA hergestellt (siehe
Tabelle 1). Es zeigt sich deutlich eine Affinitat der Bakterien zu allen drei mannose-
funktionalisierten Nanodiamanten. Wie erwartet wird deutlich, dass der Nanodia-
mant 30 (Ci-funktionalisiert mit Linker) die héchste Affinitat aufweist. Des Weiteren
zeigten zusatzliche Messungen im direkten Vergleich die hdhere Affinitat des Nano-
diamanten 29 (Ci-funktionalisiert) zum Nanodiamanten 28 (Ce-funktionalisiert). Diese
Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den theoretischen Erwartungen, welche be-
reits in Kapitel 4.1.1 diskutiert wurden. Des Weiteren wird eine leichte Affinitat der
Bakterien zum aminfunktionalisierten Nanodiamanten 24 beobachtet, welche jedoch

deutlich geringer ausféllt als bei den mannosefunktionalisierten Systemen.

Zwar ist es Uberraschend, dass der Ces-funktionalisierte Nanodiamant 28 eine Affinitat
zu E. Coli. aufweist, jedoch ist diese wesentlich geringer als die der Cai-

funktionalisierten Nanodiamanten 29 und 30. Damit konnte die Interaktion der Man-
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nosederivate auf der Diamantoberflache mit den aktiven Taschen der Bakterien auf
dem bereits bekannten Weg nachgewiesen werden. Es wird deutlich, dass die Funk-
tionalisierung von Nanodiamant mit Sacchariden Uber Isothiocyanate eine vielver-
sprechende Madglichkeit ist, um aktive Zentren von Bakterien anzusprechen und da-

bei auf bereits vorhandene Anbindungsmechanismen der Natur zurtickzugreifen.

In zukUnftigen Studien sollen die tber Isothiocyanate funktionalisierten Nanodiaman-
ten 28, 29 und 30 mit anderen, mannosefunktionalisierten Nanodiamanten verglichen
werden. Diese wurden uber Peptidbindungen und Diels-Alder-Reaktionen mit Man-
nose funktionalisiert und zeigten ebenfalls eine Affinitat zu E.Coli Bakterien.[1°7a Ein
direkter Vergleich soll zeigen, ob die verschiedenen Anbindungsmadglichkeiten die
Affinitat zu Bakterien beeinflussen. Somit kann eine Verbesserung des bisherigen
Systems durch die Wahl der Anbindungsmaoglichkeit erreicht werden und die Er-

kenntnisse flr die Entwicklung zukinftiger Linkersysteme genutzt werden.

4.2 Proteinfunktionalisierter Nanodiamant

Proteine sind eine der wichtigsten Stoffklassen fir Lebewesen und nehmen in unse-
rem Korper zahlreiche Funktionen ein. Aus diesem Grund sind sie fur die Forschung
in verschiedenen Fachrichtungen von Interesse. Eines der am besten untersuchten
Proteine ist das sogenannte grun fluoreszierende Protein (GFP), welches erstmals
aus der Qualle Aequorea victoria gewonnen wurde. Inzwischen sind weitere, ahnli-
che grun fluoreszierenden Proteine bekannt, weshalb der Name GFP oft fur die ge-
samte Proteingruppe verwendet wird.!118 Die vielfaltigen Verwendungsmaglichkeiten
der Proteine als Reportergen zur Untersuchung von verschiedenen biologischen Ef-
fekten fihrte 2008 zur Verleihung des Nobelpreises in Chemie an O. Shimomura,
M. Chalfie und R. Tsien. Durch Genmanipulation kdénnen unterschiedliche GFP-
exprimierende Zellen hergestellt werden, die keine Toxizitéat besitzen und gleichzeitig

als Biomarker fungieren.*1°l

Eines dieser Systeme sind GluR1-GFP transfektierende Neuronen (glutamate memb-
rane receptor), welche eingesetzt werden, um neuronale Transporte zu untersu-
chen.[*?%] Dies ist von Interesse, da unregelmaRiger oder fehlerhafter Transport in
Neuronen in Verbindung mit verschieden psychischen Krankheiten wie zum Beispiel

Alzheimer stehen.[*? Um dynamische Studien solcher Transporte durchzufiihren,
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sind hoch-fluoreszierende Markierungen der Proteine innerhalb der Neuronen not-
wendig. Durch fluoreszierende Nanodiamanten ware dies mdglich (siehe Kapitel
2.4.2), weshalb eine Immobilisierung dieser Partikel an den entsprechenden Zellen
vorgenommen werden soll. Da dieser Zelltyp als GFP-exprimierender Mutant bereits
in der Literatur bekannt ist, kann der fluoreszierende Nanodiamant mit GFP binden-
den Proteinen funktionalisiert werden. Diese GFP-bindenden Proteine weisen, wie
der Name schon sagt, eine starke Affinitat zu GFP auf, wodurch der Nanodiamant an

GluR1-GFP hinden kann und diese somit fluoreszent markiert werden.

4.2.1 Anbindung von Proteinen tber Amidbindungen

Wie bereits in Kapitel 2.3 beschrieben, liegen je nach Herstellungsmethode verschie-
dene funktionelle Gruppen auf der Diamantoberflache vor, wodurch eine Homogeni-
sierung notwendig wird. Das Vorgehen erfolgte dabei in Anlehnung an die Arbeiten

von Y. Liang.[?2

(0]

HO R

2 800 °C 550 °C o
0 150 min 4h

H —— _—
o) o i. Vak. OH
o OH
3 6 4

Abb. 19: Homogenisierung des unbehandelten Nanodiamanten 3.

Sowohl der fluoreszierende HPHT-Nanodiamant mit NV-Zentren, welcher von
H.-C. Chang (IAMS, Taiwan) zur Verflugung gestellt wurde, sowie der verwendete
nicht-fluoreszierende HPHT-Nanodiamant, wurden im Vakuum fur 150 Minuten auf
800°C erhitzt, um alle Oberflachengruppen zu entfernen und eine vollstéandige Gra-
phithille zu generieren. Da die Lumineszenz der NV Zentren durch die Graphithille
abgeschirmt wird, wurde diese durch Luftoxidation fur 4 Stunden bei 550°C entfernt.
Dadurch wird die Graphitschicht verbrannt, wodurch die Fluoreszenz wieder ansteigt.
Des Weiteren entsteht durch dieses Verfahren eine grof3e Anzahl an Carboxylgrup-

pen, welche fur weitere Funktionalisierungen eingesetzt werden kénnen.
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Abb. 20: DRIFT-IR Spektren (links) und ATR-KBr Spektren (rechts) des unbehandelten, kom-
merziellen HPHT-Nanodiamanten 3a, des graphitisierten HPHT-Nanodiamanten 6a und des luft-
oxidierten HPHT-Nanodiamanten 4a.

Im DRIFT-IR-Spektrum des  unbehandelten, kommerziell  erhaltlichen
HPHT-Nanodiamanten 3a zeigt sich deutlich die Anwesenheit von graphitischen
Strukturen welche durch die aromatischen Schwingung bei 619 cm ! nachgewiesen
werden (siehe Abb. 20). Nach der thermischen Behandlung im Vakuum sinkt die OH-
Bande von adsorbiertem Wasser bei 1447 cm, was auf hydrophobere Partikel hin-
weist. AuBerdem verringert sich die C=0-Bande bei 1810 cm deutlich und ver-
schwindet fast vollstandig. Dabei bleibt, wie zu erwarten, die aromatische Schwin-
gung bei 619 cm erhalten. Nach der Oxidation des Nanodiamanten durch Erhitzen
an der Luft, verschwindet die aromatische Bande vollstandig und eine deutliche C=0-
Bande ist erkennbar. Ebenfalls zeigt sich bei 2851 cm™ die charakteristische OH-
Valenzschwingung von Carbonsauren, wodurch die Ausbildung einer Vielzahl dieser
Gruppen auf der Oberflache bestatigt wird.

o AmylInitrit
1N HCI
@—Q + H2N—©—COOH - @ O COOH
OH
H,0
4 31 13 32

Abb. 21: Anbindung von 4-Aminobenzoesaure (31) an den Nanodiamanten 4.
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Auf Grund der inerten Oberflache von Nanodiamant sind normalerweise harsche Re-
aktionsbedingungen fir eine direkte Funktionalisierung nétig. Des Weiteren zeigten
frihere Studien bei der direkten Funktionalisierung der Oberflache unerwiinschte
Wechselwirkungen zwischen der Diamantoberflache und dem angebundenen Sub-
strat. Darum wurde zunachst ein in situ generiertes Diazoniumsalz eingesetzt, um
den Diamantpartikel mit einer leichter zuganglichen Carboxylgruppe zu funktionalisie-
ren. Die Versuche wurden hierbei in Anlehnung an die Arbeiten von P. Betz durchge-
fuhrt.197a Durch IR-Messungen lasst sich kein deutlicher Unterschied erkennen (sie-
he Abb. 23). Thermogravimetrische Analysen bestatigen jedoch die Anbindung.
Wahrend beim Ausgangsdiamanten 4 kein Masseverlust bei relevanten Temperatu-
ren auftritt, zeigt der mit Linker funktionalisierte Diamant 32 einen deutlichen Masse-
verlust, aus welchem eine Oberflachenbelegung von 0.27 mmol/g berechnet werden

kann.

Die Carbonsaure des Diamanten 32 wurde eingesetzt, um die gewtinschten Proteine
anzubinden. Bei diesen Proteinen handelte es sich um den GFP-Binders (33, GFPB)
oder den mit dem Farbstoff Atto 488 funktionalisierten GFP-Booster (48) der Firma
ChromoTek. Zur Aktivierung der Carbonsaure wurden EDC und NHS verwendet,

welche gangige Kupplungsreagenzien in der Proteinchemie sind.[123]

EDC, NHS 0
: coon + nn QG —2M, (@

32 33 34

Abb. 22: Funktionalisierung des Nanodiamanten 32 mit GFP-Binder (33, GFPB) durch die Aus-
bildung einer Amidbindung.

Der Erfolg der Anbindung zeigt sich im Zetapotential der Proben. Das Zetapotential
des Diamanten erhoht sich nach der Anbindung des GFPB 33 von -32.8 mV
auf -26.2 mV; bei der Anbindung des farbstoffhaltigen GPF-Boosters hingegen zeigt
sich eine Verringerung auf -49.5 mV, welche auf den Farbstoff zurlckzuflhren ist
(siehe dazu auch Kapitel 4.3.6). Auch im IR-Spektrum kann die erfolgreiche Funktio-

nalisierung bestatigt werden.
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Abb. 23: DRIFT-IR Spektren (links) und ATR-KBr Spektren (rechts) des luftoxidierten HPHT-
Nanodiamanten 4a, des mit Carbonsaurelinker funktionalisierten HPHT-Nanodiamanten 32a, des
GFPB-funktionalisierten HPHT-Nanodiamanten 34a und des GFP-Booster-funktionalisierten
HPHT-Nanodiamanten 36a.

Im DRIFT-IR-Spektrum zeigt sich deutlich die Anwesenheit der Amid |-Bande bei
1650 cm™ und der Amid II-Bande bei 1521 cm. Diese ist jedoch bei der Anbindung
des GFPB 33 deutlich starker ausgepragt (siehe Abb. 23). Des Weiteren lasst sich
durch Elementaranalyse die Anwesenheit der Proteine auf der Oberflache bestétigen.
So steigt zum einen der Stickstoffgehalt der Proben, welcher aus den vorhandenen
Amid-Bindungen der Proteine bzw. deren Aminosauren resultiert. Zum anderen kann
in geringen Mengen Schwefel in den Proben nachgewiesen werden, welcher aus
dem Cystein der Proteine stammt. Die genaue Anzahl der Cysteine, sowie die exakte
Molmasse des GFPB 33, ist nicht bekannt, da die Struktur durch ChromTek urheber-
rechtlich geschitzt ist. Dadurch sind Berechnungen zur Oberflachenbelegung tber

den Schwefelgehalt der Probe nicht méglich.

Der GFPB-funktionalisierte Nanodiamant 34a soll eingesetzt werden, um an Neuro-
nen zu binden und diese durch Fluoreszenzmikroskopie zu verfolgen. Dazu muss die
Synthese erneut mit fluoreszentem Nanodiamant durchgefihrt werden. Ziel ist dabei,
nur eine geringe Anzahl an GFPB-Proteinen an die Diamantoberflache anzubinden,
um einen Cluster aus mehreren Neuronen zu verhindern. Ein System aus mehreren
Neuronen um einen Nanopartikel herum ware deutlich gro3er als das natirliche Sys-
tem und wirde die Messungen verfalschen. Grund dafir ist, dass die Grof3e des Sys-
tems Auswirkungen auf die Geschwindigkeit hat und somit die dynamischen Studien
beeinflusst. Die Menge an GFPB 33 an der Diamantoberflache lasst sich einfach

durch die eingesetzte Menge des Proteins bei der Anbindung beeinflussen. Da die
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genaue Struktur des GFPB 33 unbekannt ist, ist es jedoch problematisch die genaue
Anzahl an angebundenen Proteinen auf der Diamantoberflache zu bestimmen. Au-
Berdem erschwert eine geringe Oberflachenbelegung mit Protein die Messungen
durch Elementaranalyse oder TGA. Berechnungen aus diesen Messungen wirden
zudem keine genaue Anzahl pro Diamantpartikel, sondern lediglich die Menge an

Proteinen in einer bestimmten Masse an Diamantmaterial wiedergeben (mmol/g).

Dies war der Grund fur die Anbindung des GFP-Boosters 35 an den Nanodiaman-
ten 32. Dieser enthalt neben dem GFPB-Protein ebenfalls den intensiven Fluores-
zenzfarbstoff Atto488 im Verhaltnis 1:1, welcher durch starke Bestrahlung zerstort
werden kann. Dadurch wird die direkte Messung der vorhandenen Proteinen maoglich.
Die Synthese des mit GFP-Booster 35 funktionalisierten Nanodiamanten 36 erfolgte

analog der zuvor beschriebenen Vorschrift (siehe Abb. 22).

1660 cm™ 1531 cm’
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Abb. 24:. DRIFT-IR-Spektren des GFP-Booster-funktionalisierten Nanodiamanten 36 unter Ver-
wendung von verschiedenen Konzentrationen GFP-Booster 35 pro mg Nanodiamant 32.

Im DRIFT-IR-Spektrum lasst sich ein Anstieg der Signalstarke der Amid I- und II-
Bande bei 1660 cm™ und 1531 cm™ beobachten, welche direkt abhéangig von der

eingesetzten Menge an GFP-Booster 35 bei der Reaktion ist (Abb. 24).

An diesem funktionalisierten Nanodiamantsystem 36 wurde am Institute Optique in
Frankreich (ENS Cachan) die Anzahl der Biomolekile durch Photobleaching-
Experimente durch N. Fizsman und K. Perronet nachgewiesen. Dabei wird ein ein-
zelner Diamant im Fluoreszenzspektrometer fokussiert und durch starke Laserbe-

strahlung die Atto488 Fluoreszenzfarbstoffe der Proteine schrittweise zerstort. Durch
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gleichzeitige Messung der Fluoreszenz lasst sich die Anzahl der Farbstoffmolekile
bestimmen, woraus sich die Menge der gebundenen Proteine ableiten lasst. Erste
Messungen ergaben eine Oberflachenbelegung von ungefahr 50 Proteinen pro Na-

nodiamant, was fir die angestrebten Versuche zu hoch war.
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Abb. 25: Photobleaching Experimente (spin coated) von reinem GFP-Booster 35 (links) und dem
GFP-Booster-funktionalisierten Nanodiamanten 36 (rechts) von K. Perronet und F. Treussart.
Jede Stufe entspricht einem Farbstoff-Molekil, welches durch Bestrahlung zerstért wird. Das
Hintergrundrauschen wurde in vorhergehenden Messungen einer Intensitat von 230 (a.u.) zuge-
ordnet.

Wie bereits erwahnt, ist die Anzahl von Proteinen auf der Oberflache leicht durch die
Menge von eingesetztem Edukt beeinflussbar. Durch das Anpassen der Menge
konnte eine Oberflachenbelegung von 3 bis 4 Proteinen pro Nanodiamant erreicht
werden. Dabei wurden 5 pg Protein pro mg Nanodiamant 32 eingesetzt, da bei ge-

ringeren Mengen keine Anbindung beobachtet wurde.

Da die geringe Oberflachenbelegung wie gewinscht vorlag, wurde fluoreszierender,
luftoxidierter Nanodiamant 37 auf die gleiche Weise mit GFPB 33 funktionalisiert
(siehe Abb. 21 und Abb. 22). An diesem fluoreszierenden, GFPB-funktionalisierten
Nanodiamanten 34b wurden biologische Tests von M. Simonneau (ENP, Frankreich)
durchgefuhrt. In vitro Zelltests zeigten dabei das Binden von GFP-haltigen Proteinen

an die Diamantenoberflache, wie durch Fluoreszenzspektroskopie bestétigt wurde.
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ND + eGFP

nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer

NB FND
GFP-GluRZ. ;U.

ND + eGFP + zwei zusatzliche 500 mM
NaCl Waschzyklen

Kontrast (DIC) + GFP + FND

Nanodiarmantéin unspezifisch an eGFP gebljnden

Abb. 26: Anbindung des fluoreszierenden, GFPB-funktionalisierten Nanodiamanten 34b an GFP-
exprimierende Neuronen, aufgenommen von M. Simmoneau et al. (links) und unspezifische Affi-
nitat des Nanodiamanten 34b, aufgenommen von ChromoTek (rechts).

Weitere Tests, welche von ChromoTek durchgefuhrt wurden, zeigten nicht nur das
Anbinden von GFP-Proteinen an den Nanodiamanten 34b, sondern auch das unspe-
zifische Anbinden anderer Proteine. Des Weiteren konnte bei den synthetisierten
Nanopartikeln eine Agglomeration in physiologischem Medium beobachtet werden.
Auf Grund dieser Beobachtungen wurde der Nanodiamant mit zwei verschiedenen
Ldsungen behandelt, welche dafir bekannt sind, unspezifische Bindungen zu mini-
mieren, indem sie die Oberflache abschirmen. Diese Ldsungen, der sogenannte
Chemiblocker und die protein free blocking solution, wurden von ChromoTek bereit-
gestellt. Das Ruhren und anschlieRende Waschen der Nanodiamanten in diesen L6-
sungen fuhrt zu Adsorption von stabilisierenden Proteinen an der Oberflache der Na-
nopartikel. AnschlieRende Pull-Down Experimente von ChromoTek zeigten jedoch
keine zufriedenstellenden Ergebnisse und es trat weiterhin die unspezifische Bin-
dung von Proteinen auf. Um dieses Problem zu umgehen und weitere Anbindungs-
maoglichkeiten zu erforschen, wurden nach dem Wiedergewinnen des fluoreszieren-

den Nanodiamanten 37 andere Funktionalisierungsmoglichkeiten untersucht.
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4.2.2 Recycling von fluoreszentem Nanodiamant

Bei dem verwendeten Nanodiamanten 37 handelte es sich um fluoreszenten Dia-
manten, welcher durch lange Bestrahlung aufwandig hergestellt wurde. Aus diesem
Grund wurde eine Wiedergewinnung des Materials angestrebt, da der funktionalisier-

te Nanodiamant 34b fur biologische Tests ungeeignet war.

Durch Luftoxidation bei hohen Temperaturen kdonnen verschiedene Funktionalisie-
rungen der Diamantoberflache entfernt werden. Diese Methode wurde bereits in der
Literatur eingesetzt.3%:34-3% Vorhergehende TGA-Messungen zeigten einen groRen
Masseverlust des nicht-fluoreszenten Nanodiamanten 34a bei Temperaturen Uber
400°C. Es wurde daher eine Temperatur von 550°C gewahlt um sicherzustellen,
dass die komplette Oberflache der Partikel oxidiert wird. Der Nanodiamant 34b wur-
de so lange erhitzt bis im IR-Spektrum keine Verdnderung mehr auftrat und das
Spektrum dem Ausgangsdiamanten 4b glich. Dies war nach 30-minttigem Oxidieren

an Luft bei 550 °C der Fall.
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Abb. 27: DRIFT-IR-Spektren des a) fluoreszenten, GFPB-funktionalisierten Nanodiamanten 34b
und des b) recycelten Nanodiamanten 38.

Im IR-Spektrum wird das Verschwinden der schwachen Amide I-Bande bei 1663 cm™
und der schwachen Amide Il-Bande bei 1532 cm™ des GFPB beobachtet (siehe Abb.
27). Des Weiteren verringert sich der CH-Peak bei 2960 cm, welcher durch das

aromatische Linkermolekil entsteht. Ebenso tritt bei ~1700 cm™ der fur oxidierte Na-
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nodiamanten typische CO-Peak auf. Das Zetapotential verdeutlicht ebenfalls den
Erfolg des Recyclingprozesses, da es von -34.0 mV auf -42.0 mV absinkt und damit

dem Potential des Nanodiamanten 37 vor der Synthese entspricht.

4.2.3 Anbindung von Proteinen tber Click-Chemie

Auf Grund der in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Probleme wurde eine neue Anbin-
dungsmethode der Proteine an den Nanodiamanten gesucht, bei der keine Amidbin-
dung ausgebildet wird. Eine Mdglichkeit ist die Immobilisierung durch eine Triazol-
bindung, welche bereits in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurde. Diese
sogenannte Huisgen-Reaktion, in einer kupferkatalysierten Variante nach Sharpless
et al., kann genutzt werden um verschiedene bioaktive Substanzen anzubinden.[124]
Wahrend alkin- oder azidfunktionalisierte Nanodiamantpartikel bereits in der Literatur
bekannt sind, ist die Funktionalisierung von GFP-Binder mit Azid oder Alkin deutlich
schwieriger. Diese funktionellen Gruppen miissen bereits bei der Proteinsynthese
eingeplant werden.!*?%! Ein entsprechend funktionalisierter GFP-Binder wurde von der
Firma ChromoTek synthetisiert und zur Verfiigung gestellt.

Pphg, NaN3
H2N > H2N
OH N

DMF, CCl, 3

39 40

Abb. 28: Synthese des azidhaltigen Linkermolekiils 40.

Die Synthese des organischen Linkers, welche schon von T. Meinhardt durchgefiihrt
wurde, erfolgte in Anlehnung an eine von Reddy et al. entwickelte Methode.[07b.126]
Dabei wird ein Alkohol in einer einstufigen Synthese nach Aktivierung durch Triphe-
nylphosphin in ein Azid umgewandelt. Das Linkermolekil 40 kann durch Amylnitrit 13
in situ ein Diazoniumsalz generieren, welches mit der Nanodiamantoberflache rea-

giert (siehe Kapitel 2.3).
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Abb. 29: Synthese des azidfunktionalisierten Nanodiamanten 41.

Als Ausgangsdiamant wurde dabei ebenfalls der luftoxidierte HPHT Nanodiamant 4
eingesetzt. Nach Beenden der Anbindung lasst sich eine Veranderung des Zetapo-
tentials der Probe feststellen, welches von -53.7 mV auf -41.9 mV ansteigt. Da bei
der Reaktion Azide anstatt Carbonsauren auf der Oberflache vorliegen, war dieses

Ergebnis zu erwarten. Im IR-Spektrum I&sst sich die Funktionalisierung nachweisen.
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Abb. 30: DRIFT-IR-Spektren (links) und ATR-KBr Spektren (rechts) des luftoxidierten HPHT Na-
nodiamanten 4, des azidfunktionlisierten Nanodiamanten 41 und des durch Click-Chemie, GFPB-
funktionalisierten Nanodiamanten 43.

Im DRIFT-IR-Spektrum ist eine starke Bande bei 2104 cm erkennbar, welche dem
Azid des Linkermolekiils 40 zugeordnet werden kann (siehe Abb. 30). Der azidfunkti-
onalisierte Nanodiamant 41 wurde im Weiteren in einer kupferkatalysierten Click-
Reaktion mit dem alkinfunktionalisiertem GFPB 42 umgesetzt. Dabei wird ein 1,2,3-
Triazol aus dem Azid des Nanodiamanten 41 und dem Alkin des Proteins gebildet
und diese somit kovalent verkntpft. Meist wird bei dieser Reaktion Natriumascorbat
eingesetzt, welches den zu Kupfer(ll) oxidierten Katalysator reduziert und somit er-
neut aktiviert. Jedoch kann Natriumascorbat als Reduktionsmittel ebenfalls Disulfid-
bricken angreifen und dadurch cysteinhaltige Proteine beschadigen. Aus diesem
Grund wurde TBTA (Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyll]amin) anstatt Natriu-
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mascorbat eingesetzt, da dieses ebenfalls eine Oxidation des Kupfer(l) verhindert,

jedoch fiur Proteine unproblematisch ist.[127]

TBTA, Cul
WO, + =@ - ~ D
N N
. H,0 NEN

41 42 43

Abb. 31: Anbindung von GFP-Binder 42 an den Nanodiamanten 41 durch eine kupferkatalysierte
Azid-Alkin-Kupplung.

Im DRIFT-IR-Spektrum sinkt die Intensitat des Azid-Peaks bei 2104 cm™ deutlich. Da
jedoch nur eine geringe Menge an GFPB 42 eingesetzt wurde, ist der Azid-Peak im-
mer noch zu erkennen. Ebenfalls werden die typischen Amidbanden bei 1642 cm*
(Amid 1) und 1515 cm (Amid IlI) sichtbar (siehe Abb. 30). Auch im Zetapotential zeigt
sich die erfolgreiche Anbindung. Dabei fuhrt die Immobilisierung, wie schon in vorhe-

rigen Reaktionen, zu einer Erh6hung des Zetapotentials von -41.9 mV auf -30.0 mV.

Zwar ist die Teilchengro3e des Nanodiamanten 43 mit einem 50% Wert von 58 nm
(bestimmt durch DLS) zufriedenstellend, jedoch wies die Dispersion in Wasser eine
deutlich geringere kolloidale Stabilitat auf, als der Uber Amidbricken GFPB-
funktionalisierte Nanodiamant 34. Da die Stabilitdt in wassrigen Medien fir die
Durchfuhrung von biologischen Tests von entscheidender Bedeutung ist, wurde nach
einem Weg gesucht, diese zu verbessern.

4.2.4 Anbindung von Proteinen tUber HaloTag

Zur Verknupfung zweier Molekule oder von Molekilen mit einer festen Phase wird in
der Proteinchemie haufig der sogenannte HaloTag eingesetzt.l?81 Dabei reagiert das
HaloTag-Enzym mit einem primé&ren Halogen, wodurch eine kovalente Bindung aus-
bildet wird. Dabei zeichnen sich HaloTag-Anbindungen durch ihre hohe Stabilitat aus,
wodurch sie eine interessante Moglichkeit der Funktionalisierung von Nanopartikeln
darstellen.[*2?] Zwar wurde dieses Verfahren an Nanodiamant noch nicht durchgefiihrt,
jedoch sind Veroffentlichungen bekannt, in welchen der HaloTag zur Funktionalisie-

rung von Gold- oder anderen Nanopartikeln eingesetzt wurde.!*3% Ein Vorteil dieser
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Vorgehensweise besteht darin, dass die zu verknipfenden Substanzen lediglich zu-
sammen in einem L&semittel gerihrt werden mussen, wodurch mdgliche Beschadi-
gungen von Proteinen durch aggressive Reaktionsbedingungen vermieden werden.
Des Weiteren entstehen keine Nebenprodukte, welche aufwandig abgetrennt werden
mussen. Besonders im Vergleich zu den vorherigen, kupferkatalysierten Anbindun-
gen, in welcher TBTA eingesetzt werden musste, um eine Reduktion des Proteins zu

verhindern, stellt dies eine deutliche Verbesserung dar (siehe Abb. 31).

Um die kolloidale Stabilitat des GFP-HaloTag-funktionalisierten Nanodiamantsystems
in wassrigen Medien zu verbessern, wurde zudem ein Diethylenglykolderivat als Lin-
kermolekil zur Erhéhung der Stabilitat der Nanopartikel eingesetzt.['31 In der Litera-
tur wird zudem die Verringerung von unspezifischen Proteininteraktionen durch die
Funktionalisierung mit Polyethylenglykolderivaten beschrieben.[*32 Zur Anbindung
dieses Linkers an den Nanodiamanten wurde ebenfalls die kupferkatalysierte Click-
Reaktion gewahlt, da diese bereits in vorherigen Systemen zu guten Ergebnissen
fuhrte (siehe Abb. 29).

NaH
O Cl
HO/\/O\/\O/\/Cl + /Br m’- ///\O/\/ ~ N0 TN
44 45 46 (83%)

Abb. 32: Synthese des Glykolderivates 46, welches als Linker zur Anbindung Uber den HaloTag
eingesetzt wird.

Als  Linker zur Anbindung Uber den HaloTag wurde 3-(2-(2-(2-
Chloroethoxy)ethoxy)ethoxy)prop-1-in (46) gewdahlt. Dieses Molekil besitzt zum ei-
nen ein Alkin zur Bildung eines 1,2,3-Triazols mit dem azidfunktionalisierten Nanodi-
amanten 41, zum anderen einen primaren Chlorsubstituenten, welcher mit dem Ha-
loTag eine kovalente Bindung eingehen kann. Des Weiteren sollte das
Polyethylenglykol-Geriist zu einer Stabilisierung der Partikel in wéassriger Losung fuh-
ren. Das gewiinschte Linkermolekul 46 ist bereits in der Literatur bekannt und wurde

auf die dort beschriebene Weise synthetisiert (siehe Abb. 32).[133]
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Abb. 33: Anbindung des Glykolderivates 46 an den azidfunktionalisierten Nanodiamanten 41
sowie Immobilisierung von GFP-Binder 48 mit Hilfe des HaloTag.

Die erfolgreiche Anbindung des glykolhaltigen Linkers 46 an den azidfunktionalisier-
ten Nanodiamanten lasst sich gut im IR-Spektrum beobachten, da die starke

Azidschwingung des Ausgangsdiamanten 41 nicht mehr zu sehen ist (siehe Abb. 34).
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Abb. 34: DRIFT-IR Spektren (links) und ATR-KBr Spektren (rechts) des azidfunktionalisierten
Nanodiamanten 41, des mit Glykolderivat 46 funktionalisierten Nanodiamanten 47 und des uber
HaloTag GPFB-funktionalisierten Nanodiamanten 49.

Das Zetapotential sinkt nach der Anbindung des Glykolderivates 46 an den Nanodi-
amanten 41 leicht und ein deutlicher Unterschied der Teilchengrof3e ist feststellbar.

Diese verringert sich um mehr als die Halfte, und auch die kolloidale Stabilitat des
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Nanodiamanten 47 in Wasser ist deutlich hoéher, als die des azidfunktionalisierten
Nanodiamanten 41 (siehe Tabelle 2 und Abb. 35).

Tabelle 2: TeilchengréRen und Zetapotential der verschiedenen Nanodiamanten zur Funktionali-
sierung durch den HaloTag in wassrigem Medium.

Zetapotential 10 % < 50 % < 90 % <

(pH=7) [mV] [nm] [nm] [nm]
Azidfunktionalisierter ND 41 -41.9 53 90 205
Mit Glykollinker-funk. ND 47 -54.7 12 20 46
GFP-funk. ND (HaloTag) 49 -47.4 25 32 59

a) b)

Abb. 35: Nanodiamantproben in Wasser direkt nach der Synthese (links) und nach 2 Monaten
ohne erneute Behandlung mit Ultraschall (rechts). Beide Proben weisen eine hohe kolloidale Sta-
bilitat auf. Gezeigt sind a) der mit Glykollinker funktionalisierte Nanodiamant 47 und b) der Uber
HaloTag mit GFPB funktionalisierte Nanodiamant 49.

Die Anbindung des Proteins an den mit Glykolderivat funktionalisierten Nanodiaman-
ten 47 erfolgt durch einfaches Rihren in Wasser. Dabei katalysiert die aktive Tasche
des HaloTags die kovalente Verknipfung unter Eliminierung von Chlorid. Um den
GFP-Binder fur diese Reaktion einzusetzen, wurde der HaloTag bereits bei der Pro-

teinsynthese von ChromoTek eingeflhrt.

Wie auch bei den vorherigen Anbindungen des GFP-Binders sind im DRIFT-IR-
Spektrum des HaloTag-funktionalisierten Nanodiamanten 49 die typischen Amidban-
den bei 1670 cm™ (Amid 1) und 1526 cm™ (Amid 1) zu sehen (siehe Abb. 34). Auch
das Zetapotential steigt analog von -54.7 mV auf -47.4 mV an. Der nur mit dem Gly-
kol-Linker funktionalisierte Nanodiamant 47 zeigt, wie auch der mit HaloTag und
GFPB-funktionalisierte Nanodiamant 49, eine sehr hohe kolloidale Stabilitat in Was-
ser. Dies spiegelt sich ebenfalls in der TeilchengroRe wieder, welche trotz Anbindung
des Proteins nur leicht ansteigt (siehe Tabelle 2 und Abb. 35). Der Nanodiamant 49

weist eine deutlich héhere Anzahl an Primarteilchen als die vorherigen Proben auf
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und ist somit am besten flr biologische Untersuchungen geeignet. Deswegen wurde
die erfolgreiche Funktionalisierung durch den HaloTag mit fluoreszentem Nanodia-

manten 37 erneut durchgefihrt.

Erste Affinitatstests des fluoreszenten, Uber HaloTag GFPB-funktionalisierten Nano-
diamanten 49b (siehe Abb. 33) wurden von S. Haziza und F. Treussart (Laboratoire
Aimé Cotton) sowie N. Barbier und K. Perronet (Laboratoire Charles Fabry) durchge-
fuhrt. Dazu wurden der funktionalisierte Nanodiamant 49b, sowie der unfunktionali-
sierte Nanodiamant 37 als Blindprobe in wassriger GFP-Losung gerthrt. Nach
spin coating auf einen Nexterion Schott-Trager, wurden die Proben durch Fluores-
zenzmikroskopie mit einem 532 nm Laser (Anregung der NV-Zentren von Nanodia-

mant), sowie mit einem 488 nm Laser (Anregung des GFP) untersucht.

merged

| )

Abb. 36: Fluoreszenzbilder der durchgefihrten Affinitatstest. Gezeigt sind a) der GFPB-
funktionalisierte Nanodiamant 49b bei Anregung der NV -Zentren mit 532 nm, b) dieselbe Stelle
bei Anregung von GFP mit 488 nm und c) die Uberlagerten Fluoreszenzbilder von a) und b). Im
Vergleich d) der unfunktionalisierte, fluoreszente Nanodiamant 37 bei Anregung der NV--Zentren
mit 532 nm, e) dieselbe Stelle bei Anregung von GFP mit 488 nm und f) die Uberlagerten Fluo-
reszenzbilder von d) und e).

In den durchgefihrten Tests zeigt sich deutlich, dass der unfunktionalisierte Nanodi-
amant 37 keine Affinitat zu GFP aufweist. Dies wird durch die zufallige Verteilung der
GFP-Proteine und des Nanodiamanten 37 ersichtlich. Zur Verdeutlichung dieser Er-
gebnisse wurden die beiden Bilder tberlagert, wodurch die Verteilung klar zu erken-
nen ist (siehe Abb. 36). Wie zu erwarten, zeigt der GFPB-funktionalisierte Nanodia-
mant 49b eine starke Affinitdt zu GFP. So ist in den Fluoreszenzbildern kein freies
GFP mehr vorhanden, sondern jedes GFP an einem Nanopartikel gebunden. Zur
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weiteren Bewertung der Affinitat wurden die Daten nach Wilcoxon und Van Steensel

ausgewertet (siehe Abb. 37).

Colocalization Analysis
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Abb. 37: Statistische Auswertung der Affinitatstests des unfunktionalisierten Nanodiamanten 37,
sowie des GFPB-funktionalisierten Nanodiamanten 49b nach Wilcoxon und Van Steensel.

Auch die statistische Auswertung bestatigt die Affinitdt des GFP zu dem synthetisier-
ten Nanodiamant 49b. Darin zeigt sich eine statistische Signifikanz beztiglich der Co-
lokalisation des GFP und des funktionalisierten Nanodiamanten 49b nach beiden
Auswertungsmethoden.

Um weitere Informationen Uber die Wechselwirkung zu erhalten, wurden auf3erdem
kinetische Tests durchgefuhrt. Daflir wurde biotinfunktionalisierter GFP-Binder nach
dem gleichen Prinzip tber HaloTag an den Nanodiamanten 47 gebunden (siehe Abb.
33). Die Proben wurden zu ChromoTek gesendet, um den Kp-Wert durch Bio-Layer
Interferometrie zu bestimmen. Dabei konnten keine Ergebnisse erzielt werden, ob-
wohl ahnliche Messungen in der Literatur bereits an Goldnanopartikeln durchgefiihrt
wurden.[*34 Es ist unklar, ob diese Methode fiir Nanodiamanten tiberhaupt geeignet
ist, da Nanodiamant starker als Goldnanopartikel zur Agglomeration neigt, was die

Messungen deutlich erschwert.

Da die ersten Affinitatstests gute Ergebnisse lieferten, wurden in vitro Tests an ver-
schiedene Zellkulturen geplant und von F. Treussart (Laboratoire Aimé Cotton)
durchgeftuhrt. Dabei wurden sowohl Zellen mit intrazellularer, als auch Zellen mit ext-

razellularer Expression des GFP Membranproteins eingesetzt.
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Abb 38: Mikroskopie Bilder der in vitro Affinitatstests des tber HaloTag GFPB-funktionalisierten
Nanodiamanten 49b und Zellen mit a) intrazellularer Expression und b) extrazellularer GFP Ex-
pression.

Die durchgefiihrten in vitro Tests mit intrazellular GFP exprimierenden Zellen (pGFP-
MAG) und extrazellular GFP exprimierenden Zellen (pMAG-GFP) zeigten keine Affi-
nitdt des untersuchten GFPB-funktionalisierten Nanodiamanten 49b. Bei beiden Ver-
suchen waren die Diamanten gleichmal3ig Uber den Trager verteilt, ungeachtet der
vorhandenen Zellen (siehe Abb 38).

Um die Stabilitat und Affinitat der verschiedenen Nanodiamantproben zu tberprufen,
wurde von ChromoTek ein enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) durchge-
fuhrt. Dabei wurden zwei verschiedene Proteinlésungen als Medium eingesetzt: eine

Standardlésung von ChromoTek und eine kommerziell erhaltliche Proteinlésung.
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Abb. 39: ELISA zur Bestimmung der Affinitdét zu GFP, durchgefiihrt von ChromoTek. Gezeigt
sind a) der oxidierte Nanodiamant 4, b) der tber Click-Kupplung GFPB-funktionalisierte Nanodi-
amant 43, c) der mit Glykol funktionalisierte Nanodiamant 47a, d) der Uber HaloTag GFPB-
funktionalisierte Nanodiamant 49a, sowie €) die Kontrollldsung. Die Messungen wurden sowohl in
einem speziellen Zellmedium von ChromoTek (oben), also auch in einem kommerziellen Zellme-
dium durchgefuhrt (unten).

Die ELISA-Experimente von ChromoTek mit firmeneigenem Standardmedium zeig-
ten eine hohere Affinitat der GFPB-funktionalisierten Nanodiamanten 43 und 49a ge-
genuber den unfunktionalisierten Proben, welche nur eine leicht hdhere Affinitat als
die Kontrolllosung aufwiesen (siehe Abb. 39). Dabei besitzt der tiber HaloTag GFPB-
funktionalisierte Nanodiamant 49a eine hohere Affinitdt, als der tber die Click-
Kupplung funktionalisiere Nanodiamant 43. Diese Beobachtungen treffen ebenfalls
auf die ELISA Messungen mit kommerziell erhaltlichem Zellmedium zu, jedoch zeigt
sich dort eine deutlich hohere Affinitdt der GFPB-funktionalisierten
Nanodiamanten 43 und 49a. Wahrend die Diamantenproben ohne GFP-Binder die
gleiche Intensitat der Farbereagenzien aufweisen, erhoht sich die Farbintensitat der

funktionalisierten Proben um circa das Doppelte.

Es lasst sich abschlieBend sagen, dass die Verwendung eines glykolahnlichen Lin-
kers, sowie die Anbindung von GFPB Uber HaloTag, zu sehr stabilen Nanodiamant-
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kolloiden fuihrt, welche die gewtinschte Affinitdt zu GFP aufzeigen. Jedoch ist die Af-

finitat stark von der Zusammensetzung des Zellmedium abhéangig.

4.2.5 Anbindung von Proteinen tUber SnapTag

Neben dem im vorherigen Kapitel verwendeten HaloTag sind in der Biochemie weite-
re Methoden zur kovalenten Verknupfung von Proteinen bekannt, welche zur Funkti-
onalisierung von Nanodiamant eingesetzt werden konnen. Eine davon ist die bereits
2003 von Johnsson et al. entwickelte Verknlpfung unter der Verwendung des von
ihnen benannten SnapTags.'3® Dieser wird oftmals zur Verlinkung zweier Proteine,
oder aber von Proteinen mit anderen organischen Molekiilen eingesetzt.[3¢ Zur
Funktionalisierung von Nanodiamanten wurde diese Vorgehensweise bislang nicht

eingesetzt.

N
H
NN SNAP
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HNT NN

Abb. 40: Verknlpfung eines mit Guanin funktionalisierten, organischen Molekiils mit einem Pro-
tein Gber SnapTag.
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Dabei handelt es sich um eine kinstliche Version des bei der Reparatur der DNA im
menschlichen Koérper anwesenden Enzyms O-6-Alkylguaninalkyltransferase, das so-
genannte AGT-Enzym. Dieses Enzym wandelt methyliertes O-6-Methylguanin, wel-
ches Mutationen erzeugen kann, zum urspringlichen Guanin um. Die kiunstliche Ver-
sion, sowie das AGT-Enzym selbst, konnen mit O-6-Benzylguanin unter Ausbildung
eines Thioethers reagieren, wodurch eine kovalente Bindung entsteht und Guanin
frei wird (siehe Abb. 40).
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Abb. 41: Das in der Literatur bekannte alkinmodifizierte O-6-Benzylguaninderivat 51, welches an
den Nanodiamanten 41 gebunden werden soll.

In der Literatur ist die Synthese des alkinmodifizierten O-6-Benzyl-guaninderivates 51
bereits bekannt und somit kann dieses uber die kupferkatalysierte Click-Kupplung an
den azidfunktionalisierten Nanodiamanten 41 angebunden werden (siehe Kapitel
4.2.3 und Kapitel 4.2.4).1137]
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Abb. 42: Synthese des Purinsalzes 54.

Die dreistufige Synthese des alkinmodifizierten O-6-Benzylguaninderivates 51 wurde
nach einer Vorschrift von Song et al. durchgefiihrt.['371 Dabei wird im ersten Schritt
aus 6-Chlorguanin (52) das Purinsalz (54) hergestellt. Dieses Salz ist auf Grund der
gunstigeren Abgangsgruppe elektrophiler und somit deutlich reaktiver (siehe Abb.
42).
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Abb. 43: Synthese des zur Anbindung verwendeten Alkins 56.

Der zweite Teil des Linkermolekuls besteht aus dem Alkin 56, welches spater in einer
kupferkatalysierten Click-Kupplung zur Anbindung an den Nanodiamanten eingesetzt
werden soll. Bei dieser Sn2-Reaktion entsteht als Nebenprodukt das Dialkin 57, wel-
ches flr die weitere Synthese nicht bendtigt und durch Saulenchromatographie ab-
getrennt wird. Das Hauptprodukt 56 wird im letzten Schritt zur Synthese des Linker-

molekuls 51 mit dem zuvor hergestellten Purinsalz 54 weiter umgesetzt.
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Abb. 44: Synthese des Linkermolekiils 51.

Das Linkersystem 51 wurde durch die Kupplung des Alkin 56, welches im Uber-
schuss eingesetzt wurde, an das aktivierte Guaninderivat 54 hergestellt. Die Anbin-
dung des Linkermolekils 51 erfolgte wie bereits in den vorherigen Versuchen Uber
eine kupferkatalysierte Click-Kupplung (siehe Kapitel 4.2.3 und Kapitel 4.2.4). Daftr

wurde ebenfalls der azidfunktionalisierte Nanodiamant 41 eingesetzt.
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Abb. 45: Synthese des mit Guaninderivat funktionalisierten Nanodiamanten 58 zur Reaktion mit
dem SnapTag.
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Abb. 46: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des azidfunktionalisierten
Nanodiamanten 41, des organischen Linkermolekils 51 und des mit Guanin funktionalisierten
Nanodiamanten 58.

Im IR-Spektrum verringert der Azid-Peak bei 2104 cm seine Intensitat deutlich und

verschiedene Peaks des organischen Linkersystems werden erkennbar. Vor allem

die Abwesenheit der intensiven Azidbande im Produktdiamanten 58, spricht fir eine

erfolgreiche und effektive Anbindung. Dadurch ist das Nanodiamantsystem 58 fr

weitere Funktionalisierung mit bioaktiven Substanzen bereit.

Diese erfolgte Uber einfaches Rihren des funktionalisierten Nanodiamanten 58 und

des Biomolekils in Wasser. Wichtig ist dabei zunachst die Funktionalisierung des
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Biomolekils mit dem sogenannten SnapTag, der ein Protein mit einer reaktiven Thi-
olgruppe enthélt. Dabei dient das Guanin des zuvor synthetisierten Linkermolekuls

als Abgangsgruppe (siehe Abb. 40).

Da die Testreaktion erfolgreich war, wurde auf die gleiche Weise guaninfunktionali-
sierter, fluoreszierender Nanodiamant 58b hergestellt und fir biologische Tests an

G. Giannone (Neurocampus Bordeaux, Frankreich) weitergegeben.

4.2.6 Biologische Tests von Nanodiamanten mit Integrin

Die hier gezeigten Zelltests des Glykollinkers und des GFPB-funktionalisierten, fluo-
reszierenden Nanodiamant 49b sowie des guaninfunktionalisierten, fluoreszierenden
Nanodiamanten 58b wurden von G. Giannone (Neurocampus Bordeaux, Frankreich)
durchgefiihrt (zur Synthese siehe Kapitel 4.2.4 und Kapitel 4.2.5). Dazu wurden
mouse embryonic fibroblasts (MEF; embryonale Maus-Fibroblasten) mit Integrin Be-
ta3-K80-GFP (fur den GFPB-funktionalisierten Nanodiamanten 49b) und Integrin Be-
ta3-K80-Snap (fur den guaninfunktionalisierten Nanodiamanten 58b) eingesetzt. Da-
bei befindet sich das GFP- und SnapTag-Protein auf der extrazellularen Doméne des
Integrins. Ziel ist eine Anlagerung der Nanopartikel an die Integrine der Fibroblasten,
wodurch eine Internalisierung stattfinden sollte.[38 Durch Fluoreszenzmikroskopie
kann der Aufenthaltsort der Nanodiamanten bestimmt und somit Uberprift werden,

ob sich diese im Inneren der Zellen ansammeln.

Zu diesem Zweck wurden die Zellen 15 Minuten lang mit 150 ul einer Nanodiamant-
dispersion (10 pl/ml Ringerldsung) auf einem Objekttrager inkubiert und viermal mit
einer PBS-Pufferldsung gewaschen. Anschlie3end wurden die Zellen mit total inter-
nal reflection fluorescence microscopy (TIRFM; interne Totalreflexionsfluoreszenz-

mikroskopie, exc. A = 561 nm) untersucht.
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Abb. 47: TIRFM-Bilder des a) GFPB-funktionalisierten, fluoreszierenden Nanodiamanten 49b
und b) das GFP-Bild derselben Region, des c¢) guaninfunktionalisierten, fluoreszierenden Nanodi-
amanten 58b und d) das Paxillin GFP-Bild derselben Region.

Die Versuche zeigen, sowohl fur den GFPB-funktionalisierten, fluoreszierenden Na-
nodiamanten 49b, also auch fir den guaninfunktionalisierten, fluoreszierende Nano-
diamanten 58b, dass Nanopartikel in der perinuclearen Region auftreten. Dies ver-
deutlicht die Internalisierung der Nanodiamanten in den durchgefihrten Zelltests.
Weitere Tests zeigten jedoch, dass diese Internalisierung nicht spezifisch ist, denn
sie trat ebenfalls bei Zellen auf, welche weder GFP oder SnapTag in der extrazellula-
ren Domane des Integrins aufwiesen. Somit wurde zwar die gewlnschte Internalisie-
rung der Nanodiamanten 49b und 58b erreicht, jedoch scheint dies nicht auf die
Oberflachenfunktionalisierung zurtckzufiihren zu sein. Vermutlich werden die Nano-
partikel von den Zellen so schnell aufgenommen, dass die Wechselwirkung der funk-
tionalisierten Oberflache der Nanodiamanten mit GFP oder dem SnapTag irrelevant

ist.
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4.3 Orthogonal funktionalisierter Nanodiamant

Wie bereits in Kapitel 2.4 beschrieben, bietet die Verwendung von Linkermolekdlen
bei der Anbindung von bioaktiven Substanzen viele Vorteile. Zahlreiche Studien be-
schaftigen sich mit dem VerknlUpfen bioaktiver Molekile mit der Oberflache von Na-
nopartikeln, sowie mit der Anbindung mehrerer Molekille an denselben Partikel.
Dadurch kann nicht nur ein Wirkstoff, sondern zum Beispiel ein targeting Molekul
ebenfalls angebunden werden, welches zur Anreicherung der Partikel in den ge-
wiinschten Regionen im Korper fuhrt.[782139] Die orthogonale Funktionalisierung eines
Nanodiamanten wurde in unserer Gruppe bereits von Meinhardt et al. untersucht und
durchgefiihrt.[*?l Dabei wurden zwei verschiedene Linkermolekile gleichzeitig mit
der Diamantoberflache zur Reaktion gebracht. Es ist jedoch zu beachten, dass diese
Linker unterschiedlich reaktiv sind und dadurch im ungunstigsten Fall nur eines der
Molekile angebunden wird, da nur begrenzter Raum auf der Partikeloberflache ver-
fugbar ist. Des Weiteren kann bei dieser Art der Funktionalisierung keine Aussage
Uber die Anzahl der funktionellen Gruppen auf der Oberflache getroffen werden, da
mit Hilfe von Thermogravimetrie nur die Gesamtzahl der Oberflachenbelegung

messbar ist und nicht die spezifischen Gruppen oder deren Verhaltnis zueinander.

Diese Probleme lassen sich vermeiden, wenn das angebundene Linkermolekul be-
reits beide der gewlnschten funktionellen Gruppen enthélt und diese in einem defi-
nierten Verhaltnis vorliegen. Die Synthese eines solchen Linkermolekils wurde in
dieser Arbeit durchgefuhrt und wird im Weiteren beschrieben. Als funktionelle Grup-
pen wurden dabei eine Amin- und Azidgruppe gewahlt, da diese eine einfache Wei-
terfunktionalisierung ermdglichen. So kdnnen Azide in einer 1,3-dipolaren Cycloaddi-
tion, der sogenannten Huisgen-Reaktion, in einer kupferkatalysierten Variante nach
Sharpless et al. mit einer breiten Anzahl an bioaktiven Molekilen umgesetzt wer-
den.[124.140] \/oraussetzung ist dabei lediglich das Vorhandensein einer Alkingruppe
im gewinschten Molekil. Die Amingruppe dagegen kann mit einer Carboxylgruppe
eine Amidbindung ausbilden und bietet viele Mdglichkeiten der Funktionalisierung, da
Carboxylgruppen zum Beispiel in vielen Proteinen von Natur aus vorkommen.# Ein
weiterer Vorteil dieser Gruppen besteht darin, dass Aminogruppen durch den Kaiser-
test bestimmbar sind. Dadurch steht ein weiterer, quantitativer Nachweis der Ober-

flachenbeladung zur Verfligung.[1€l
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Abb. 48: Die Zielstruktur des orthogonal funktionalisierten Linkermolekiils 60.

Als Zielstruktur wurde das geschutzte Anilinderivat 60 gewahlt, welches die zwei ge-
wunschten funktionellen Gruppen enthalt. Zum einen ist eine Azidgruppe vorhanden,
zum anderen eine Aminogruppe in geschitzter Form. Die Schutzgruppe ist notwen-
dig, da ein weiteres, aromatisches Amin in der Verbindung 60 zur Anbindung an den
Nanodiamanten Uber ein Diazoniumsalz eingesetzt wird (siehe Kapitel 2.3). Ein wei-
terer Grund fur die Wahl des Systems ist die starre Struktur, die Wechselwirkungen
zwischen dem bioaktiven Wirkstoff und der Oberflache verringert. Retrosyntetisch

lasst sich das Zielmolekil 60 in drei Teile zerlegen.

J'I\ Br |
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H
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Abb. 49: Die durch Retrosynthese erhaltenen Bausteine zur Synthese des Zielmolekiils 60.

Die im Zielmolekul 60 vorhandene Aminogruppe ist bereits in der geschitzten Form
im Alkinderivat 61 enthalten, wahrend der Alkohol des Alkinderivats 63 erst spater in
ein Azid Uberfuhrt werden muss. Grund dafir ist, dass die beiden Seitenketten 61
und 63 Uber die sogenannte Sonogashira-Reaktion, eine metallkatalysierten Kreuz-
kupplung, angebunden werden.['42 Da Azidgruppen im Gegensatz zu Hydroxylgrup-
pen bei dieser Reaktion stéren, wird diese erst nach der Verkniipfung der drei Bau-

steine eingefuhrt. An das Dihalogenid 62 kann auf Grund der deutlich héheren
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Reaktivitdt des lods gegenluber dem Brom in einer Sonogashira-Reaktion selektiv
zunachst die Seitenkette 61, dann die Seitenkette 63 angebunden werden. Die aro-
matische Aminogruppe des Dihalogenids 62 wird durch eine Boc-Schutzgruppe funk-
tionalisiert, wodurch spater eine selektive Entschitzung in Gegenwart der Amino-
gruppe der Seitenkette in 61 moglich ist. Die Synthese der einzelnen Bausteine wird

im folgenden Kapitel beschrieben.

4.3.1 Synthese der Linker-Bausteine

Die Synthese der Seitenketten 61 und 63 erfolgte analog zueinander tber die Anbin-
dung von Trimethylsilylacetylen 64 als geschitztes Alkin. Daftr wurde eine Sono-
gashira-Reaktion an einem Bromderivat durchgefuhrt. Die Synthese der Seitenket-
te 63 aus dem kommerziell erhaltlichen 4-Bromphenylmethanol (65) wurde bereits in

der Literatur beschrieben und analog zur Vorschrift durchgefiihrt.[14]

Pd(NCPh),Cl, OH
OH - F P(tBu)s, Cul
+ Si > Z
Br | ‘;

DIPA Sli

65 64 66 (75%)

Abb. 50: Synthese von 4-((Trimethylsilyl)ethinyl)benzylalkohol (66) durch eine Sonogashira-
Reaktion.

Die C-C-Verknupfung durch die palladiumkatalysierte Kreuzkupplung lieferte das ge-
wunschte Produkt 66 in akzeptablen Ausbeuten von 75%. Dabei diente die Hilfsbase
Diisopropylamin direkt als Losungsmittel der Reaktion. Bei der Aufreinigung musste
darauf geachtet werden, dass der eingesetzte Kupferkatalysator komplett entfernt
wurde, da das Produkt im folgenden Reaktionsschritt entschiitzt werden sollte. Dabei
konnen Reste von Kupfer zu einer Glaser-Kupplung von zwei terminalen Alkinen fuh-
ren.l* Aus diesem Grund wurde das Reaktionsgemisch mit einer 0,1m EDTA-
Losung gewaschen, um das Kupfer abzutrennen. AnschlieRend wurde die Entschutz-

ung des Alkins nach einer Literaturvorschrift mit TBAF durchgeftihrt.[143]
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Abb. 51: Entschitzung des Alkins 66 mit TBAF.

Die Entschutzungsreaktion verlief analog zur Literaturvorschrift mit sehr guten Aus-
beuten von 98%. Damit war die Synthese der Seitenkette 63 abgeschlossen. Fir die
zweite Seitenkette 61 wurde ein analoger Syntheseweg gewahlt. Dabei musste je-
doch die vorhandene Aminogruppe zunachst geschitzt werden, da diese zu uner-
winschten Nebenreaktionen bei Sonogashira-Reaktionen fuhren kann und sich so-
mit die Ausbeute verringert. Da die Schutzgruppe im spateren Verlauf der Synthese
bendtigt wird, stellt dies keinen Mehraufwand dar. Die Synthese erfolgte in Anleh-

nung an Literatur bekannte Vorschriften.[14%]

O
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Abb. 52: Synthese des mit TFA geschiitzten Aminderivats 69.

Das kommerziell erhaltliche Hydrochlorid 67 wurde zun&chst in Dichlormethan unter
Zugabe einer Base geruhrt, um die Aminogruppe freizusetzen. Anschlie3end wurde
Trifluoressigsaureanhydrid (68) langsam zugegeben, wodurch sich innerhalb weniger
Minuten das gewlnschte Produkt 69 in guten Ausbeuten von 88% bildete. Es folgte

eine Sonogashira-Reaktion zur Anbindung des geschitzten Alkins.
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Abb. 53: Synthese des geschiitzten Amins 70 durch eine Sonogashira-Reaktion.

Die durchgefiihrte Reaktion erfolgte in Anlehnung an die Bedingungen der zuvor
durchgefuihrten Sonogashira-Reaktion und nach Literatur-bekannter Vorschrift.[14l
Dadurch konnte das Produkt 70 in guten Ausbeuten von 90% isoliert werden. Die
folgende Entschutzung wurde ebenfalls nach den zuvor beschriebenen Bedingungen

unter Verwendung von TBAF durchgefihrt.

0
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Abb. 54: Entschiitzung des Alkins 70 von durch TBAF.

Die Ausbeute der Reaktion mit 77% war deutlich geringer als in der vorherigen Ent-
schitzung, welche das Produkt in 98%iger Ausbeute lieferte. Grund daflr ist das
Ausbilden von braunen Verunreinigungen, welche auf eine Zersetzung oder aber un-
gewollte Nebenreaktion hinweisen. Diese Verunreinigungen konnten zwar mittels
Saulenchromatographie vom farblosen Produkt 61 getrennt werden, flhrten aber zu

einer Verringerung der Ausbeute.

Nach Herstellung der beiden Seitenketten 61 und 63 folgte die Synthese des dritten
Bausteins, des Dihalogenids 62, an welches die beiden Seitenketten spater ange-

bunden wurden.
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Abb. 55: Bromierung von 4-Nitroanilin (71) mit Hilfe von NBS (72).

Die Synthese des Dihalogenids 62 erfolgte ausgehend von 4-Nitroanilin (71), wel-
ches in Anlehnung an eine Vorschrift von Zhu et. al. mit N-Bromsuccinimid (72) bro-
miert wurde.'*”1 Durch den meta-dirigierenden Effekt der Nitrogruppe und dem or-
tho/para-dirigierenden Effekt des Amins, wobei die para-Position jedoch blockiert ist,
entsteht selektiv das gewlnschte 2-Brom-4-nitroanilin (73) in einer Ausbeute von
94%. Dabei miussen aquimolare Mengen an NBS (72) eingesetzt werden, um eine
Mehrfachbromierung zu verhindern. Dies ist relevant, da sich die mehrfach bromier-
ten Nebenprodukte nur schwer vom Hauptprodukt 73 abtrennen lassen und somit die

folgende lodierung stéren konnen.

NH, NH,
Br. |2, HglOg Br |
H,S0, AcOH
NO, NO,
73 74 (85%)

Abb. 56: lodierung von 2-Brom-4-nitroanilin (73) mit lod und Periodsaure.

Die lodierung wurde in Anlehnung an die Literatur unter sauren Bedingungen mit lod
und Periodsaure durchgefihrt.[148l Dabei greift der Aromat als Nukleophil in einer
elektrophilen, aromatischen Substitution eine aktiven Is*-Spezies an, welche durch
die Oxidation von lod durch Periodsaure erzeugt wird. Auf Grund des desaktivierten
Aromaten und der gunstigen Positionierung der Nitro- und Aminogruppe wurde hier

keine Mehrfachiodierung beobachtet.
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Abb. 57: Entfernung der aromatischen Aminogruppe aus 2-Brom-6-iod-4-nitroanilin (74).

Da die aromatische Aminogruppe nach der Einfihrung der Halogene nicht mehr be-
notigt wird, wurde diese durch den Einsatz von Amyinitrit entfernt. Eine analoge Re-
aktion fur das Dibromderivat ist in der Literatur bereits bekannt.!'4?l Dabei wird in situ
ein Diazoniumsalz generiert, welches nach Abspaltung von Stickstoff und saurer

Aufarbeitung das gewlnschte Produkt 75 lieferte.

Br | Br | 50020 Br |
\©/ SnCl, \©/ NaCl, NaHCO, \Q/
_— -
EtOH/THF CHCl4

NO, NH, NHBoc

75 76 62
(75% Uber 2 Stufen)

Abb. 58: Reduktion und Schiitzung des Dihalogenids 75.

Die Reduktion und anschlieende Schiitzung der Nitroverbindung 75 erfolgte anhand
der analogen Literaturvorschrift zur Herstellung des Dibromids.!*5% Darin wurde in
einer zweistufigen Reaktion zunéchst die aromatische Nitrogruppe zur Aminogruppe
reduziert und ohne weitere Aufarbeitung direkt durch Di-tert-butyldicarbonat (Diboc)
geschutzt. Die hier durchgeflhrte Synthese des geschutzten Dihalogenids 62 lieferte
in Anlehnung an diese Literaturvorschrift Gber 2 Stufen das gewinschte Produkt in

einer Ausbeute von 75%.
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4.3.2 Aufbau des Linkers und Einfihrung der funktionellen Gruppen

Im weiteren Syntheseverlauf wurden die synthetisierten Bausteine 61, 62 und 63 mit-
einander verbunden. Daflr wurden ebenfalls Sonogashira-Reaktionen eingesetzt,

wobei die Bedingungen den vorherigen Reaktionen glichen (siehe Kapitel 4.3.1).

Br

BocHN O
Br \\
BocHNQ * Pd(PPh)Cly, Cul _ \\
DIPA O

I
HO

HO
62 63 77 (79%)

Abb. 59: Anbindung der Seitenkette 63 an das geschiitzte Dihalogenid 62.

Dabei wurden stéchiometrische Mengen des Alkoholderivates 63 eingesetzt, um le-
diglich eine Sonogashira-Reaktion am reaktiveren lod durchzufiihren. Die Reaktion
verlief ohne Probleme und das entsprechende Diol trat als Nebenprodukt nicht auf.
Das Produkt 77 konnte in einer Ausbeute von 79% isoliert werden. Die zweite Sei-

tenkette 61 wurde in einer weiteren Sonogashira-Reaktion angebunden.
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Abb. 60: Anbindung der zweiten Seitenkette 61 an das Bromderivat 77.

Erste Versuche zur Anbindungen der zweiten Seitenkette 61 zeigten, dass die Reak-
tion deutlich langsamer ablief als die vorherigen Sonogashira-Reaktion und somit
eine hohere Reaktionsdauer nétig war. Dies ist vermutlich auf die sterisch an-
spruchsvolleren Edukte, sowie auf das weniger reaktive Brom zurtckzufiihren. Des
Weiteren wurde beobachtet, dass trotz Entgasens des Reaktionsgemisches eine
deutliche Menge des homo-gekoppelten Glaser-Produkts entstand. Dadurch wurde
das Alkin 61 der Reaktionslésung entzogen, was zu einer unvollstandigen Reaktion
fiihrte. Der Einsatz eines Uberschusses des Alkins 61 fiihrte zu einer vollstandigen
Umsetzung von 77 und das Hauptprodukt 78 konnte in einer Ausbeute von 88% iso-

liert werden.

Wie bereits in Kapitel 4.3 beschrieben soll anschlieRend die Azidgruppe eingefihrt
werden. Dies kann durch eine Sn-Reaktion unter Eliminierung der Hydroxylgruppe
stattfinden, weshalb diese aktiviert werden muss. Dazu wurde Mesylchlorid einge-

setzt, um ein Mesylat als gute Abgangsgruppe zu bilden.
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Abb. 61: Einfihrung der Azidgruppe ausgehend vom Alkoholderivat 78.

Die Aktivierungsreaktion durch Mesylchlorid fiihrte nicht zum gewiinschten Mesylde-
rivat, sondern stattdessen zum chlorierten Nebenprodukt. Dieses kommt durch den
Angriff der in der Reaktion freiwerdenden Chlorid-lonen an der aktivierten Hydro-
xylgruppe zustande. Auch durch die Zugabe einer grol3eren Menge an Triethylamin,
welches die entstehende Salzsdure abféngt, konnte dies nicht verhindert werden.
Ahnliche Reaktionen sind in der Literatur bereits bekannt und das Chlorderivat konn-
te in einer Ausbeute von 59% isoliert werden.!'51 Weitere Untersuchungen ergaben,
dass im Rohprodukt auch das gewiinschte Mesylderivat enthalten ist, welches sich
jedoch im Laufe der Aufarbeitung, insbesondere durch die durchgefiihrte Saulen-
chromatographie zersetzt. Es wurde deshalb keine weitere Aufarbeitung durchgefiihrt
und das Rohprodukt direkt weiter zum Azidderivat 79 umgesetzt. Dies ist méglich, da
sowohl das Chlorderivat, als auch das Mesylderivat, in einer Sn-Reaktion in das Azid
Uberfuhrt werden kénnen. Dadurch konnte das gewiinschte Azid 79 in einer Ausbeu-

te von 83% ausgehende von 78 Uber zwei Stufen gewonnen werden.

Um die Linkersynthese zu vervollstandigen, wurde als letzter Schritt die Boc-
Schutzgruppe des aromatischen Amins entfernt, sodass der Linker 60 an Nanodia-
mant angebunden werden kann. Daflr wurden Entschitzungsmethoden mit TBAF,
lod und Trifluoressigsaure getestet, wobei letzteres zu den besten Ergebnissen fuhr-

te.
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Abb. 62: Entschiitzung des aromatischen Amins des Linkermolekiils 79.

Die Entschitzung unter Verwendung von TFA verlief in einer Ausbeute von 84%. Die
verbleibende TFA-Schutzgruppe wurde ebenfalls in einem weiteren Reaktionsschritt
zu Testzwecken entfernt. Diese Reaktion soll im spéateren Verlauf erst nach der An-
bindung des Linkers 79 auf der Diamantenoberflache stattfinden. Dadurch wird eine

selektive Anbindung des Linkers 79 an den Diamanten gewahrleistet.
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Abb. 63: Testreaktion zur Entfernung der TFA-Schutzgruppe des Zielmolekiils 60.
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Zur Entschitzung wurde eine 5%ige, methanolische Natronlauge eingesetzt,
wodurch 80 in einer Ausbeute von 84% erhalten wurde. Die Testreaktion war somit
erfolgreich und der synthetisierte Linker 60 wurde an den Nanodiamanten angebun-
den.

4.3.3 Anbindung des Linkermolekils 60 an Nanodiamant

Zur Anbindung des Linkermolekiils 60 an die Diamantenoberflache wurde Amyl-
nitrit (13) eingesetzt um in situ ein Diazoniumsalz auszubilden (siehe Kapitel 2.3). Als
Startmaterial wurde hierzu gemahlener Detonationsdiamant eingesetzt, welcher von

S. Schweeberg zur Verfugung gestellt wurde.

F3C FaC,
=0 =0
HN HN

22 60 13 81

Abb. 64: Anbindung des orthogonal funktionalisierten Linkers 60 an den Nanodiamanten 22.

Der Erfolg der Reaktion lasst sich durch verschiedene Analysemethoden bestatigen.
TGA-Messungen zeigen einen deutlichem Masseverlust des funktionalisierten Nano-
diamanten 81, woraus eine Oberflachenbeladung von 0.18 mmol/g berechnet wer-
den kann. Auch im DRIFT-IR-Spektrum des Nanodiamanten 81 lassen sich die ent-
sprechenden Banden des orthogonal funktionalisierten Linkermolekils 60 wieder-

finden.
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Abb. 65: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-Spektrum (rechts) des organischen Linkers 60,
des gemahlenen Nanodiamanten 22 und des funktionalisierten Nanodiamanten 81.

Nach der Reaktion sind der Azid-Peak bei 2102 cm, sowie der Alkin-Peak bei
2210 cm* des orthogonal funktionalisierten Linkers 60 deutlich zu erkennen. Des
Weiteren zeigt sich eine Bande bei 1170 cm, welche der CF-Schwingung der TFA-
Schutzgruppe zugeordnet werden kann. Diese TFA-Schutzgruppe wird im néchsten
Reaktionsschritt entfernt, um eine weitere Funktionalisierung des Nanopartikels zu

ermdglichen. Dabei wurden die Reaktionsbedingungen der Testreaktion Ubernom-

men (siehe Abb. 63).
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Abb. 66: Entfernung der TFA-Schutzgruppe des orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 81.
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Auch bei dieser Reaktion wird der Erfolg durch verschiedene Analysenmethoden
deutlich. So sind die typischen Banden der TFA-Schutzgruppe, die Carbonylbande
bei 1714 cm™, sowie die CF-Schwingung bei 1171 cm™, im IR-Spektrum nicht mehr
zu beobachten.

2098 cm” 1714 cm” 1171 cm”

A

W/

A

N 81

2102cm” 1714cm™ 1174 cm”

v/

Absorption [a.u.]
Absorption [a.u.]

T T T
30I00 20I00 10I00 4000 3000 2000 1000

Wellenzahl [em™] Wellenzahl [cm™]

Abb. 67: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des geschutzten, funktiona-
lisierten Nanodiamanten 81 und des Nanodiamanten 82 mit freier Aminogruppe.

Durch TGA-Messungen wurde eine Oberflachenbelegung des Nanodiamanten 82
von 0.17 mmol/g ermittelt, womit diese derer des Ausgangsdiamanten 81 gleicht. Um
die freie Aminogruppe auf der Oberflache nachzuweisen, wurde ein Kaisertest
durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl beim Ausgangsdiamanten 81, als auch beim
entschitzten Diamanten 82, Aminogruppen gefunden. Weitere Messungen des or-
ganischen Linkers 60 ergaben, dass dieses Molekil selbst einen positiven Kaisertest
erzeugt, obwohl laut Analysen keine primaren Amine vorhanden sind. Definiert man
jedoch den Ausgangsdiamanten 81 als Nullpunkt, da dieser keine primaren Amine
besitzen sollte, ergibt sich bei der quantitativen Analyse durch den Kaisertest eine
Oberflachenbelegung mit Aminen von 0.22 mmol/g fir den entschiitzten Nanodia-
manten 82. In Anbetracht des stérenden Effektes des Grundgerists des Linkers 60,
stimmt dieser Wert gut mit der durch TGA Messungen gefundenen Werte lberein.
Der erhaltene Nanodiamant 82 steht somit flr die orthogonale Anbindung verschie-

dener Funktionseinheiten zur Verfiigung.
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4.3.4 Biokompatibilitatstest des Nanodiamanten 82

Um die Biokompatibilitat des synthetisierten, orthogonal funktionalisierten Nanodia-
manten 82 zu uberprifen, wurden Biotests an Bakterien durchgefiihrt. Diese Mes-
sungen wurden von M. Ortiz-Soto (Universitat Wuarzburg, Arbeitsgruppe Seibel)
durchgefiihrt. Dazu wurde das Wachstum von TOP10 E. coli Bakterien untersucht.
Diese wurden vom Zellmedium getrennt und mit PBS (Phosphate Buffered Saline)
gewaschen. AnschlieRend wurden 15ul einer 1mg/ml LOosung des
Nanodiamanten 82 zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde
erneut Zellmedium zugegeben und durch Messung der optischen Dichte das Wachs-

tum der Zellen beobachtet.
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Abb. 68: Bakterienwachstum (E. coli) einer mit Nanodiamant 82 inkubierten Probe (rot) sowie
einer Blindprobe (blau). Die Intensitat und somit die Bakterienanzahl wurde mit einem Photome-
ter bei 270 nm gemessen.

Es zeigt sich deutlich die typische Wachstumskurve, welche zu Beginn exponentiell
verlauft und sich dann einem Plateau annahert. Grund dafir ist, dass die fur das
Wachstum wichtige Substanzen aus dem Zellmedium verbraucht sind und somit kein
weiteres Wachstum mehr stattfinden kann. Die Wachstumskurve der E. coli Bakte-
rien gleicht dabei der Blindprobe, der kein Nanodiamant zugesetzt wurde. Dies zeigt
deutlich, dass der Nanodiamant 82 keinen negativen Einfluss auf das Wachstum der

Bakterien hat, sowie keine Toxizitat gegen diesen Bakterientyp aufweist.
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4.3.5 Synthese eines organischen Vergleichsmolekils

Neben dem orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 82 wurde eine orthogonal
funktionalisierte Referenz 83 synthetisiert. Diese soll als Vergleichsmolekil dienen,
um zusatzliche Informationen nach der Anbindung von Substraten an das orthogonal
funktionalisierte System zu gewinnen. Dabei erfolgte der Syntheseweg analog zur

Synthese des organischen Linkermolekils 80.

e ™

S =

83

Abb. 69: Das orthogonal funktionalisierbare Vergleichsmolekul 83.

Bei der Synthese des Vergleichsmolekil 83 wurde 1-Brom-2-iodbenzol (84) als
Startsubstanz gewahlt. Dadurch liegt im Zielmolekil 83 kein aromatisches Amin mehr
vor. Grund fir diese Anderung ist, dass nach der Anbindung an den Nanodiamanten
ausgehend von einem Diazoniumion keine Aminogruppe mehr vorliegt. Der Linker ist
somit im orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 82 tber eine C-C- und C-O-C-
Bindung mit den Partikel verknipft, weshalb der Austausch der aromatischen Amino-

gruppe gegen Wasserstoff ein deutlich besseres Vergleichsmolekil darstellt.
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Abb. 70: Synthese des geschiitzten organischen Linkers 86 durch zwei Sonogashira-Reaktionen.

Die Synthese des Grundgeristes erfolgte ausgehend von 1-Brom-2-iodbenzol (84)
erneut Uber zwei Sonogashira-Reaktionen. Die Synthese der beiden Seitenketten 61
und 63 wurde bereits in Kapitel 4.3.1 beschrieben und diese konnten ohne weitere
Modifikation im Syntheseweg verwendet werden. Anschliel3end wird die vorhandene
Hydroxylgruppe in ein Azid Uberfuhrt, das spater Uber kupferkatalysierte Click-

Reaktionen weiter funktionalisiert werden kann.
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Abb. 71: Einfihrung der Azidgruppe ausgehend vom Alkoholderivat 86.

Die Uberfiihrung der Alkoholgruppe des Molekiils 86 in ein Azid erfolge uber eine
zweistufige Reaktion. Zunachst wurde die Hydroxylgruppe durch die Verwendung
von Mesylchlorid aktiviert und anschlieBend direkt mit Natriumazid in einer Sn2-
Reaktion umgesetzt. Die TFA-Schutzgruppe wurde durch den Einsatz von 5%iger,
methanolischer Natronlauge entfernt, da diese Methode in vergangenen Versuchen

gute Ergebnisse erzielte (siehe Kapitel 4.3.2 und 4.3.3).
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Abb. 72: Entfernung der TFA-Schutzgruppe des Azidderivates 86.

Die Synthese des Vergleichsmolekils 83 erfolgte ohne grol3e Probleme analog zur
Synthese des zuvor hergestellten Linkermolekiils 79. Damit wurden alle nétigen Vor-
stufen synthetisiert, um die Funktion des Linkers zu testen. Dazu musste im néchsten
Schritt eine passende Testsubstanz fur die Anbindung an das Amin, sowie an das
Azid, gewahlt werden.

4.3.6 Funktionalisierung von 82 mit Farbstoffen

Um den orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 82 zu testen und die weiteren
Funktionalisierungsmaglichkeiten zu Uberprifen, wurden zwei verschiedene Farbstof-
fe angebunden. Es wurde dazu 6-Carboxyfluorescin (88, FAM) und Tetramethylrho-
damin (89 ,TAMRA) ausgewahlt, da diese als Standardfarbstoffe zur Markierung in
biologischen Systemen verwendet werden. Diese kdnnen mit aktiven Gruppen kom-
merziell erworben und direkt mit dem synthetisierten Nanodiamanten 82 umgesetzt

werden.

Zunachst wurden die Farbstoffe jedoch an das hergestellte Vergleichsmolekil 83
angebunden, um die Funktionalitét zu testen. Dies ist notwendig, um die erfolgreiche

Verknupfung Uber kovalente Bindungen nachzuweisen, da angebundene Molekile
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Uber Amidbindungen im IR-Spektrum nur schwer von adsorbierten Molekllen unter-
schieden werden kénnen. Bei der Verknipfung von Molekiilen am Azid des Linker-
molekuls Uber Click-Chemie, ist der Erfolg leicht im IR-Spektrum durch das Abneh-
men der intensiven Azidbande zu erkennen. Jedoch soll hier nachgewiesen werden,
dass durch die Reaktionsbedingungen der kupferkatalysierten Click-Reaktion, die
Uber Amidbindung immobilisierten Molekule nicht wieder abgespalten werden.
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Abb. 73: Anbindung des FAM-Farbstoffes 88 an den organischen Linker 83.

Die Anbindung des FAM-Farbstoffes 88 verlief ohne Probleme, jedoch war die Auf-
reinigung problematisch. Zwar konnte das stark fluoreszierende Produkt 90 mit Was-
ser aus der Reaktionslésung ausgefallt werden, jedoch waren noch geringe Verun-
reinigungen vorhanden. Erneutes Losen und Ausféllen in verschiedenen Ldsemitteln
ergaben keine Verbesserung. Ebenso wurden zur Aufreinigung Tests zur Umkristalli-
sation sowie zur Saulenchromatographie durchgeftuihrt, jedoch konnte bei verschie-
denen Methoden und Bedingungen nach dem Beenden kein Produkt mehr isoliert

werden.

Dennoch zeigen sich im NMR-Spektrum die erfolgreiche Anbindung und die Entste-
hung des Produktes 90. Ebenso ist im Massenspektrum ein deutlicher Peak bei

721 m/z zu finden, welches dem gewiinschten Produkt entspricht.

75



Hauptteil

FAM FAM
NH NH

[
®
N (0] N
/ g > /
/ = Cul /
) Na-Ascorbat
) + O cof  ———= )

DMF
AN A\
O TS &
‘ , N ?N
N3 N
90 89 91

Abb. 74: Anbindung des TAMRA-Farbstoffes 89 an den organischen Linker 91.

Die Reaktionsbedingungen der Click-Reaktion zur Anbindung des TAMRA-
Farbstoffes 89 an das organische Linkermolekil 91 wurden den friiheren Versuchen
angepasst (siehe 4.2.3) und fuihrten zur gewiinschten Ausbildung des 1,2,3-Triazols.
Dabei traten jedoch die Probleme der vorherigen Anbindung des FAM-Farbstoffes 88
erneut auf. So lagen leichte Verunreinigungen vor, welche nicht vollstandig entfernt
werden konnten. Ebenfalls hatten Versuche zur Umkristallisation oder S&ulenchro-

matographie keinen Erfolg.

Dennoch konnte das Produkt 91 synthetisiert werden, wie NMR-Messungen bestati-
gen. Darin sind deutlich die Schwingung der sekundéaren Amine bei 10.19 und
10.21 ppm der Peptidbindung zu erkennen. Auch im Massenspektrum l&sst sich ein-

deutig der Produkt-Peak von 1188 m/z nachweisen.

Die durchgefuhrten Versuche zeigen, dass die Anbindung von zwei verschiedenen
Molekilen an den orthogonal funktionalisierten organischen Linker 83 durch eine
kovalente Anbindung prinzipiell moéglich ist. Aus diesem Grund wurden die Anbin-

dungsversuche auf das Nanodiamantsystem 82 Ubertragen.
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82 89 92

Abb. 75: Anbindung des TAMRA-Farbstoffes 89 an den Nanodiamanten 82.

Die Anbindung des TAMRA-Farbstoffes 89 erfolgte Uber eine kupferkatalysierte
Click-Kupplung.[*?4140l Dazu wurde der alkinfunktionalisierte Farbstoff 89 unter Luft-
ausschluss mit dem orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 82 in Anwesenheit
von Cu(® geriihrt. Natriumascorbat dient dabei als Reduktionsmittel, um oxidierte

Kupferionen in die aktive Spezies zurlickzufihren.
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Abb. 76: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des orthogonal funktionali-
sierten Nanodiamanten 82 und des mit TAMRA funktionalisierten Nanodiamanten 92.

Die erfolgreiche Anbindung lasst sich durch das DRIFT-IR-Spektrum des Nanodia-
manten 92 bestatigen. Darin verringert sich die Azidbande bei 2100 cm™ und die

Carbonylbande des Farbstoffes wird bei 1658 cm sichtbar. Ebenso tritt die Amid II-
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Bande bei 1595 cm™ auf, welches fir die Funktionalisierung mit Farbstoff spricht.

Ebenso verandert sich nach der Anbindung das Zetapotential der Probe deutlich.

Dieses verschiebt sich von +32.7 mV auf +14.1 mV und bestétigt somit ebenfalls die

erfolgreiche Funktionalisierung.
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Abb: 77: Lumineszenzspektren des a) TAMRA-Farbstoffes 89 und b) des mit TAMRA-Farbstoff
funktionalisierten Nanodiamanten 92.

Es wurden ebenfalls Lumineszenzmessungen der Probe von L. Kudriashova (Uni-

versitat Wurzburg, Arbeitsgruppe Dyakonov) durchgefihrt. Im UV/Vis-Spektrum des

Nanodiamanten 92 lasst sich die erfolgreiche Anbindung durch eine Absorption bei

557 nm erkennen. Auch im Fluoreszenzspektrum lasst sich deutlich der Farbstoff auf

der Diamantenoberflache nachweisen, in welchem sowohl bei dem reinen TAMRA-

Farbstoff 89, als auch bei dem Nanodiamanten 92 ein Emissionsmaximum bei

581 nm beobachtet wird (Anregung bei 520 nm).
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Abb. 78: Anbindung des FAM-Farbstoffes 88 an den Nanodiamanten 82.

Die Anbindung des FAM-Farbstoffes 88 an den orthogonal funktionalisierten Nanodi-

amanten 82 wurde durch die Ausbildung einer Amidbindung erreicht. Dazu wurde ein

mit Carbonsaure funktionalisierter Farbstoff eingesetzt, welcher bereits durch einen

NHS-Ester aktiviert wurde. Die Anbindung konnte so durch einfaches Ruhren in ei-

nem geeigneten Losungsmittel stattfinden.
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Abb. 79: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des orthogonal funktionali-
sierten Nanodiamanten 82 und des mit FAM funktionalisierten Nanodiamanten 93.

79



Hauptteil

Im IR-Spektrum wird nach der Anbindung deutlich die Carbonylbande des Farbstof-
fes bei 1660 cm™ sichtbar. Ebenso tritt erneut die Amid llI-Bande bei 1598 cm* auf
und das Zetapotential verschiebt sich leicht von +32.7 mV auf +35.8 mV. Im UV/Vis-
Spektrum tritt nach der Funktionalisierung ein Absorptionsmaximum bei 523 nm auf,

welche dem FAM-Farbstoff 88 zugeordnet werden kann.
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Abb. 80: Lumineszenzspektren des a) FAM-Farbstoffes 88 und b) des mit FAM-Farbstoff funktio-
nalisierten Nanodiamanten 93.

Die Fluoreszenzspektren des FAM-Farbstoffs 88 und des Nanodiamanten 93 wurden
bei pH=8 aufgenommen, da der kommerzielle Farbstoff 88 als geschlossene Spiro-
verbindung vorlag, welche eine deutlich geringere Emission als die offene Spezies
aufweist.l521 Sowohl der reine FAM-Farbstoff 88, als auch der FAM-funktionalisierte

Nanodiamant 93 weisen eine Emission bei 516 nm auf (Anregung bei 450 nm).
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Abb. 81: Getrocknetes Nanodiamantpulver des a) orthogonal funktionalisierten
Nanodiamanten 82, b) des FAM-funktionalisierten Nanodiamanten 93 und c) des TAMRA-
funktionalisierten Nanodiamanten 92.
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Da die Anbindung der zwei einzelnen Farbstoffe an den Nanodiamanten 82 jeweils
erfolgreich verlief, wurden beide Farbstoffe an denselben Nanodiamanten 82 ange-
bunden. Als Ausgangsmaterial diente dazu der FAM-funktionalisierte Nanodiamant
88, an welchen der TAMRA-Farbstoff 89 angebunden wurde.
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Abb. 82: Anbindung des TAMRA-Farbstoffes 89 an den FAM-funktionalisierten Nano-
diamanten 93.

Wie bereits bei der Synthese des TAMRA-funktionalisierten Nanodiamanten 92, sinkt
auch hier das Zetapotential nach der Anbindung. Dieses féllt von +35.8 mV auf
+21.7 mV auf Grund der tertidren Amine des Farbstoffes. Auch im IR-Spektrum zeigt

sich eine Funktionalisierung des Diamantpartikels.
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Abb. 83: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des FAM-funktionalisierten
Nanodiamanten 93 und des mit beiden Farbstoffen (FAM und TAMRA) funktionalisierten Nanodi-
amanten 94,

Die Azidbande im DRIFT-IR-Spektrum des mit beiden Farbstoffen funktionalisierten
Nanodiamanten 94 bei 2100 cm nimmt deutlich ab. Ebenso wird die Amid lI-Bande
bei 1595 cm? starker sichtbar. Im UV/Vis-Spektrum sind, wie zu erwarten, beide
Banden bei 523 nm und 557 nm sichtbar. Ebenso kdnnen die Farbstoffe durch Fluo-

reszenzspektroskopie nachgewiesen werden.
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Abb. 84: Lumineszenzspektren des mit beiden Farbstoffen funktionalisierten Nanodiamanten 94.
a) des FAM-Farbstoffes 88 und b) des TAMRA-Farbstoffes 89.

Durch Veranderung der Anregungswellenlange kénnen beide Farbstoffe unabhangig

voneinander angeregt werden. So wird bei 470 nm hauptsachlich der FAM-
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Farbstoff 88, bei 550 nm der TAMRA-Farbstoff 89 angeregt. Somit lasst sich die An-
bindung beider Farbstoffe nachweisen, wodurch auch die Funktionalitat des Nanodi-

amantsystems bestatigt wird.

4.3.7 Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)

Bereits im Jahr 1922 beobachteten G. Cario und J. Franck eine strahlungsfreie Ener-
gietbertragung zwischen zwei Molekulen nach der Anregung durch Licht, konnten
diese jedoch nicht vollstandig erklaren.l’>8l Erst 1946 wurde diese strahlungsfreie
Energietbertragung umfassend von T. Foérster beschrieben und Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) genannt.l'> Seitdem wurde FRET, welcher auf der
Dipol-Dipol-Wechselwirkung zweier Fluorophore beruht, fir verschiedene Anwen-
dungen optimiert. Besonderes Interesse zeigte die Biomedizin an FRET, da es eine
neue Methode zur Aufklarung von Strukturen und Wechselwirkungen von Proteinen
darstellt. Dies wird durch die stetig steigende Anzahl an Veréffentlichungen in diesem
Feld deutlich,*®% welche sich mit der Messung von Abstanden zwischen
Proteinen,['%6 dem Nachverfolgen von Proteinen in biologischen Ablaufen57 und

deren Bildgebung,™%8 sowie mit Proteinfaltungen beschaftigen.[159

a Spectral overlap C
No FRET FRET
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Abb. 85: Ubersicht der Bedingungen, welche erfiillt sein miissen, um einen Energieiibertrag

durch FRET zu ermdglichen: a) spektrale Uberschneidung der Emission des Donors und der
Anregung des Akzeptors, b) raumlicher Abstand und c) raumliche Orientierung.6°l
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Es mussen mehrere Bedingungen erflillt sein, damit FRET auftritt. Grundvorausset-
zung ist, dass die verwendeten Fluorophore ein zueinander passendes Anregungs-
und Emissionsmaximum besitzen. Dabei muss eine spektrale Uberschneidung der
Emission des Donors und der Anregung des Akzeptors vorhanden sein, um einen
Energietransfer zu ermdglichen. Des Weiteren ist die rAumliche Orientierung der Flu-
orophore zueinander von Bedeutung. So ist ein Energielbertrag nur bei einem Ab-
stand von kleiner als 10 nm zwischen den Fluorophoren mdglich. Grund dafir ist,
dass FRET auf einer Dipol-Dipol-Wechselwirkung beruht, weshalb der Energieliber-
trag mit der 6ten Potenz des Abstandes abnimmt. Neben dem Abstand ist jedoch
auch die Lage der Fluorophore bzw. deren Dipolmomente von Bedeutung. So ist der
Energielbertrag bei einer parallelen Schwingungsebene am gréf3ten und bei einem
Winkel von ca. 90° nicht mehr maglich (siehe Abb. 85).[160-161]

Energie Transfer

iL'z. (FRET) N 'rr;r/
Exitatio\ o Emission
N /////////r”"_“_“u\\\\\\\\\ tli,o

TAMRA

94

Abb. 86: Theoretisch mdglicher Forster-Resonanzelektronentransfer des synthetisierten Nanodi-
amantsystems 94.

In Kapitel 4.3.6 wurden zwei verschiedene Farbstoffe an Nanodiamant angebunden,
um die Funktion des orthogonal funktionalisierten Systems 82 zu testen. Dabei wur-
den die Diamantpartikel erfolgreich mit dem FAM-Farbstoff 88 und dem TAMRA-
Farbstoff 89 funktionalisiert. Bei diesen Farbstoffen tberlagern sich die Emissions-
kurve von FAM 88 und die Absorptionskurve des TAMRA 89 (siehe Abb. 84). Damit
ist ein Energietransfer vom FAM auf TAMRA durch FRET mdglich.'52, Durch diese

FRET-Messungen des Nanodiamanten 94 kdnnte die Stabilitdt der Anbindung in bio-
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logischen Systemen untersucht werden. Des Weiteren kdnnte das System zur Analy-
se bei Release-Experimenten eingesetzt werden, da bei der Abspaltung von ange-

bundenen Fluorophoren die Intensitat des Energielibertragung abnimmt.

Zur Untersuchung von FRET kann neben der direkten Messung der Emission nach
Anregung durch Licht der Farbstoffe ebenfalls das Fluoreszent-Abklingverhalten der
Farbstoffe (decay) nach der Anregung gemessen werden. Dabei wird die Relaxati-
onszeit des gemessenen Systems bestimmt, welche Aussage Uber den Ablauf des
Energietbertrags gibt. Dazu wird zunachst das Abklingverhalten des ausschlief3lich
mit TAMRA-funktionalisierten Nanodiamanten 92 und des ausschlief3lich mit FAM-
funktionalisierten Nanodiamanten 93 separat gemessen. Diese dienen als Grundwer-
te der einzelnen Farbstoffe, bei denen kein FRET auftritt. Wichtig ist dabei, dass die-
se Werte bereits an den Nanodiamantsystemen gemessen werden, da die Anbin-

dung an den Partikeln die Relaxationszeiten der Farbstoffe beeinflussen kann.

Im néachsten Schritt werden die Relaxationszeiten des mit beiden Farbstoffen funktio-
nalisierten Nanodiamanten 94 gemessen. Tritt dort keine Anderung der Relaxations-
zeit im Vergleich zu den einzelnen Diamantsystemen auf, kann FRET ausgeschlos-
sen werden. Tritt ein Energielibertrag vom FAM-Farbstoffes 88 zum TAMRA-
Farbstoff 89 auf, &ndern sich die Relaxationszeiten der beiden Farbstoffe. Dabei wird
die Relaxationszeit des FAM-Farbstoffes 88 kirzer, da ein intramolekularer Energie-
Ubertrag durch FRET schneller als die eigentliche Emission ablauft. Die Relaxations-
zeit des TAMRA-Farbstoffes 89 wird dagegen langer, da dieser durch FRET zusatzli-

che Energie aufnimmt, diese durch Emission abgibt.[162]

Da das komplette Diamantsystem im Folgenden durch Fluoreszenzmessungen un-
tersucht werden soll, wurde zunachst der unfunktionalisierte Nanodiamant 22 ver-
messen. Grund daftr ist, dass Nanodiamant selbst fluoreszente Fehlstellen wie NV-
Zentren beinhalten kann, welche die geplanten FRET-Messungen beeinflussen. Da
es sich bei dem in Kapitel 4.3.6 verwendeten Nanodiamanten um unbestrahlten, ge-
mahlenen Detonationsdiamanten handelt, sollte dieser tGber wenig Fluoreszenz ver-

fugen.
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Abb. 87: Emissionsmessung des gemahlenen Detonationsnanodiamanten 22.

Die Emissionsmessungen wurden von D. Poprygin (Universitat Wirzburg, Arbeits-
gruppe Dyakonov) durchgefiihrt und zeigen das typische Fluoreszenzspektrum von
Nanodiamant (siehe Abb. 87). Sind NV-Zentren im Nanodiamant vorhanden, tritt je
nach Ladung bei 575 nm (NV°) und 637 nm (NV-) eine Bande auf, welche aus der
jeweiligen ZPL (zero phonon line) sowie deren Phononenseitenbanden bestehen. 163l
Wahrend bei 575 nm keine Bande von NV°-Zentren auftritt, zeigt sich eine schwache
Bande bei 637 nm der NV--Zentren. Die geringe Anzahl an Fehlstellen und die dar-
aus resultierende schwache Intensitat der Fluoreszenz war zu erwarten, da Detona-
tionsnanodiamant auf Grund der Systeme keine fehlerfreie Gitterstruktur aufweist
(siehe Kapitel 2.1.3). Da die Messungen den Erwartungen entsprachen, wurde die
verschiedenen funktionalisierten Nanodiamanten durch Fluoreszenzspektroskopie

untersucht.

Die Messungen der Farbstoffe und ihrer Relaxationszeiten wurden von
L. Kudriashova (Universitat Wirzburg, Arbeitsgruppe Dyakonov) durchgefihrt. Die
Diamantproben wurden dazu in Wasser dispergiert und vermessen. Dabei ergaben
sich keine reproduzierbaren Ergebnisse, sowie keine linearen Relaxationszeiten.
Dies spricht dafir, dass kein reines System der Farbstoffe, sondern mehrere fluores-
zierende Systeme vorliegen, wofir es zwei Grinde gibt. Zum einen sind die beiden
Farbstoffe FAM (88) und TAMRA (89) Spiroverbindungen, welche sich 6ffnen und
schlielen kdnnen (siehe Abb. 88). Dabei ist die offene Carbonsaure-Form deutlich
stabiler als die geschlossene Spiro-Lacton-Form, weshalb beide Farbstoffe fast voll-

standig in dieser Form vorliegen.[64
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Abb. 88: Das Offnen und SchlieRen einer Spiroverbindung anhand des Farbstoffes TAMRA (89).
Die offenen Carbonsaure-Form ist dabei die stabilere Form der Tautomere.

Zum anderen ist die Fluoreszenz von Fluorescein- und Rhodamin-Farbstoffen stark
vom pH-Wert abhéngig. Bei einem Wert von ca. pH =7 (je nach Funktionalisierung
des Farbstoffes) wird der Farbstoff protoniert und dessen Fluoreszenz deutlich ver-
ringert. Bei vollstandiger Protonierung weil3en die Farbstoffe andere Fluoreszenzma-
xima im Vergleich zur deprotonierten Form auf. Dieser Vorgang wurde in der Literatur
bereits weitgehend untersucht, wobei die hier verwendeten Fluorescein- und Rho-
damin-Farbstoffe bei pH = 8 bis 9 die héchste Floreszenz und ein scharfes Absorpti-

ons- und Emissionsmaximum aufweisen (siehe Abb. 89).[52
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Abb. 89: Die pH-abhangigen Absorptionsspektren (oben) und Emissionsspektren (unten) von
Fluorescein.[152

Nach der Zugabe von Séaure oder Base wurde ein eindeutiges Maximum der Fluo-
reszenz beobachtet, jedoch wiesen die wassrigen Dispersionen aller drei Nanodia-
mantproben (92, 93, 94) nach Anderung des pH-Wertes eine geringe kolloidale Sta-
bilitat auf. Somit waren die Messungen der Relaxationszeiten, welches lange
Messzeiten bendétigt, nicht moglich. Um die Probleme zu umgehen, wurden die Pro-
ben in verschiedenen Losemitteln dispergiert und vermessen. Dabei zeigte eine alka-
lische Methanol-Losung (KOH, pH = 8) gute Messergebnisse und bildete eine stabile
Dispersion. Die Diamantproben wurden dabei stark verdinnt gemessen, um die

Wechselwirkung verschiedener Nanodiamantpartikel untereinander zu vermeiden.
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Abb. 90: a) Emissionsspektrum des FAM-funktionalisierten Nanodiamanten 93 (griin), des
TAMRA-funktionalisierten Nanodiamanten 92 (gelb) und des mit beiden Farbstoffen
funktionalisierten Nanodiamanten 94 (rot); b) Relaxationsmessung des TAMRA-Farbstoffes des
TAMRA-funktionalisierten Nanodiamanten 92 (gelb) und des mit beiden Farbstoffen
funktionalisierten Nanodiamanten 94 (rot). Die Anregung erfolgte bei 505 nm, die Detektion der
Relaxationszeiten bei 580 nm.

Die Relaxationszeiten des TAMRA-Farbstoffes 89 zeigen, dass diese deutlich langer
sind, wenn beide Farbstoffe an die Diamantoberflache angebunden sind. Die Anwe-
senheit des FAM-Farbstoffes 88 erhtht die Relaxationszeit des TAMRA-Farbstoffes

von 2.55 ns auf 2.95 ns, wodurch das Auftreten von FRET bestatigt wird.
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Abb. 91: Decay des FAM-Farbstoffes des FAM-funktionalisierten Nanodiamanten 93 (rot) und
des mit beiden Farbstoffen funktionalisierten Nanodiamanten 94 (blau). Die Anregung erfolgte bei
505 nm, die Detektion der Relaxationszeiten bei 525 nm.
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Uberraschenderweise bestatigen die Relaxationszeiten des FAM-Farbstoffes 88 der
beiden Nanodiamantproben 93 und 94 den Energietibertrag durch FRET nicht. Dabei
wird die gleiche Relaxationszeit beobachtet, unabhangig von der Anbindung des
TAMRA-Farbstoffes 89. Da sich die Relaxationszeit des FAM-Farbstoffes 88 nicht
verringert, kann kein Energietubertrag auf das TAMRA-Molekil nachgewiesen wer-
den. Der Grund fur diese widersprichlichen Ergebnisse konnte auch durch weitere
Messungen nicht gefunden werden. Um zusétzliche Informationen zu erhalten, ob
das Anbinden der Farbstoffe an den Nanodiamanten 93 zu diesem Effekt fuhrt, wur-
de ebenfalls das mit beiden Farbstoffen funktionalisierte, organische Vergleichsmole-
kul 91 gemessen. Dabei traten jedoch die gleichen Ergebnisse wie in den vorherigen
Messungen auf. Dies weist darauf hin, dass das Problem auf die Farbstoffe oder das
synthetisierte Linkersystem zurtckzufiihren ist und nicht auf ungewinschte Interakti-

on der Farbstoffe mit dem Nanodiamanten.

4.3.8 Funktionalisierung mit CO-Releasing Molecules

Lange Zeit war nicht bekannt, dass simple, niedermolekulare Verbindungen eine
grol3e physiologische Bedeutung im menschlichen Kdrper spielen. Kleinen Molekilen
wie Stickstoffmonoxid (NO), Kohlenstoffmonoxid (CO), Schwefelwasserstoff (H2S)
und Cyanwasserstoff (HCN) wurde neben ihrer Toxizitat wenig biologische Bedeu-
tung zugewiesen. Dies &nderte sich mit der Erkenntnis, dass niedermolekularen Ver-
bindungen wichtige Botenstoffe im Korper sind.[*%%] Die Relevanz dieser Entdeckung
wird durch die Verleihung des Nobelpreises fir Physiologie und Medizin 1998 in die-

sem Gebiet deutlich.[16]

Da sich die toxischen Gase jedoch nur schwer verabreichen lassen, wurden Systeme
gesucht, welche eine kontrollierte Gasabgabe ermdglichen. Dabei hat sich der Ein-
satz von Metallkomplexen bewdahrt, welche bei der Bestrahlung mit Licht das ge-
winschte Gas freisetzen. Handelt es sich dabei um CO, spricht man von sogenann-
ten CO-releasing molecules (CORM; CO freisetzende Molekiile).l'61 Da CO selbst
zelltoxisch wirkt, werden CORMs in der Krebsforschung eingesetzt.l'%8 Hierzu ist es
notwendig, dass sich die CORMs in den betroffenen Zellen anreichern bevor das
Gas freigesetzt wird. Deshalb ist gleichzeitig ein targeting Molekil im Wirkstoffsystem

notwendig, welches den Transport zum Zielort gewahrleistet.[16
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Der orthogonal funktionalisierte Nanodiamant 82 soll hier eingesetzt werden, da an
diesen sowohl die Anbindung eines CORMSs, als auch die Anbindung eines targeting
Molekil moglich ist. Durch das targeting Molekil kénnen sich die Partikel in Tumor-
gewebe ansammeln und dort durch lokale Bestrahlung spezifisch CO freigesetzt
werden. Dadurch findet kein Tumorwachstum mehr statt oder die Tumorzellen ster-
ben ab.l'’0 Des Weiteren kann die Verwendung von fluoreszentem Nanodiamant

gleichzeitig zur Bildgebung dienen.

Es existieren bereits eine grof3e Anzahl von CORMs, welche verschiedene Funktio-
nalisierungen mit chemischen Gruppen aufweisen. Der hier verwendete alkinfunktio-
nalisierte Mangankomplex 95 wurde von L. Waag-Hiersch (Universitat Wurzburg,
Arbeitsgruppe Schatzschneider) zur Verfligung gestellt.[}’1] Da das CORM 95 in vor-
herigen Versuchen an Silica- oder Nanodiamantpartikel tiber Click-Chemie angebun-
den wurde, erfolgte die Anbindung an den orthogonal funktionalisierten Nanodiaman-

ten 82 ebenfalls auf diese Weise.[172
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Abb. 92: Anbindung des CORMSs 95 an den orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 82.
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Zur Anbindung des CORMs Uber die kupferkatalysierte Click-Reaktion wurden die-
selben Bedingungen gewahlt, welche bereits in friheren Versuchen eingesetzt wur-
den (siehe Kapitel 4.2.3 und 4.3.6). Dabei wurde unter Lichtausschluss gearbeitet,
um die Freisetzung von CO zu verhindern. Nach der Reaktion zeigt sich eine Veran-
derung des Zetapotentials von +32.7 mV zu +27.5 mV und in TGA-Messungen zeigt
sich ein héherer Masseverlust als im Ausgangsdiamant 82, aus welchem eine Ober-
flachenbelegung von 0.12 mmolg? berechnet wird. Im DRIFT-IR-Spektrum lasst sich

die Anbindung des CORM deutlich beobachten.
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Abb. 93: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des orthogonal funktionali-
sierten Nanodiamanten 82 und des mit CORM funktionalisierten Nanodiamanten 96.

Die charakteristischen und sehr starken Schwingungen des CO des Komplexes sind
gut zu erkennen. Genauer handelt es sich dabei zum einen um die symmetrische
Streckschwingung bei 2049 cm™ und zum anderen um die asymmetrische Streck-
schwingung bei 1961 cm™. Uberraschenderweise treten die starken Schwingungen
des PFe-Gegenions bei 846 cm™ und 560 cm™ nicht mehr auf. Es ist nicht klar, ob ein
lonenaustausch mit den in der Reaktion verwendeten Kupfer(l)-iodid stattfindet oder

die Ladung des Komplexes durch den Nanodiamanten ausgeglichen oder stabilisiert

wird.
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Abb. 94: IR-Spektren des mit CORM funktionalisierten Nanodiamanten 96 nach der Bestrahlung
mit einer Quecksilberdampflampe (400W).

Um die Freisetzung von CO der funktionalisierten Nanodiamanten 96 zu testen, wur-
de eine Dispersion in Wasser mit einer Konzentration von 1 mg/ml mit einer 400W
Quecksilberdampflampe bestrahlt. Dabei zeigt sich im IR-Spektrum eine Verringe-
rung der CO-Banden bei 2049 cm™ und 1961 cm. Um genauere Informationen tber
die Dauer der Abspaltung des Kohlenstoffmonoxids zu erhalten, wurden Tests mit
einem speziellen CO-Sensor durchgefthrt. Dafir wurde eine UV-Lampe mit Filter
eingesetzt, welche eine Wellenlange von 365 nm (4W) ausstrahlt. Diese Wellenlange
ist besonders fur den CO-release geeignet und durch die definierte Wellenlange wird
die Reproduktion der Versuche gewahrleistet. Bestrahlt wurde eine Dispersion des
CORM funktionalisierten Nanodiamanten 96 in Wasser mit einer Konzentration von
1 mg/ml unter Ruhren. Dadurch konnte die Freisetzung von CO in ppm gemessen

werden.
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Abb. 95: Freisetzung von CO des mit CORM funktionalisierten Nanodiamanten 96 (blau) bei der
Bestrahlung mit eine UV-Lampe (365 nm) und ohne Bestrahlung (orange).

Bei der Bestrahlung des CORM-funktionalisierten Nanodiamanten 96 zeigt sich wie
erwartet ein starker Anstieg der CO-Menge zu Beginn der Messungen, welcher in
einem Plateau mundet. Dieses Plateau wird nach einer Bestrahlungsdauer von
23 Minuten erreicht und entspricht einem Gehalt von 90 ppm CO in der Messkammer.
Unter Berlcksichtigung der GrolRe der Messkammer, lasst sich dadurch einen Ge-
samtgehalt von 155.39 nmol CO berechnen. Dabei ist zu beachten, dass sich CO
ebenfalls in dem verwendeten Losemittel der Nanodiamantdispersion (Wasser) be-
findet und auch an der Nanodiamantoberflache adsorbiert werden kann. Der berech-
nete Wert kann somit nur als Schatzung der Gesamtmenge von CO angesehen wer-
den, welche niedriger ausfallt als der reale CO-Gehalt. Ohne Bestrahlung zeigte sich
keine Freisetzung von CO, da das Nanodiamantsystem nicht aktiviert wurde. Der
Test zeigt die Funktion des CORM auf der Nanodiamantoberflache und es konnten
wichtige Informationen tber den zeitlichen Ablauf der Freisetzung gesammelt werden.

Damit ist das System flr erste biologische Tests einsetzbar.

Wie bereits erwahnt, soll fir den Einsatz des CORM-Nanodiamanten 96 in der Tu-
mortherapie zunachst noch ein geeignetes targeting-Molekil angebunden werden.
Dabei bietet sich der in Kapitel 4.2 verwendete GFP-Binder 33 an, da in der Krebs-
forschung bereits GFP-exprimierende Tumorzellen fiir Modellversuche etabliert wur-
den.l'”3l Ein weiterer Vorteil beim Einsatz des GFPB der Firma ChromoTek besteht
darin, dass bereits in der vorherigen Versuchen Erfahrungen zur Anbindung gesam-

melt wurden.
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Abb. 96: Anbindung von des GFPB-Proteins 33 an den orthogonal funktionalisierten Nanodia-
manten 82 durch den Crosslinker 97.

Da sowohl der GFPB 33, also auch der orthogonal funktionalisierte Nanodiamant 82
eine Aminogruppe besitzen, wurde ein sogenannter Crosslinker eingesetzt. Dieser
besteht aus einer aliphatischen Kette, welche an beiden Enden eine durch NHS akti-
vierte Carbonsaure besitzt. Um eine Verknupfung der Diamantpartikel untereinander
zu vermeiden, wurden diese als Dispersion langsam zu einem groRen Uberschuss
des Crosslinkers 97 zugetropft. Nach Ruhren fir 18 h wurde der Uberschuss des
Crosslinkers, sowie das bei der Reaktion entstehenden Nebenprodukte durch Wa-
schen entfernt. AnschlielRend wurde das zu verknipfende Protein 33 zugegeben und
nach 18 h Ruhren alle Ubrigen aktivierten Carboxylgruppen des Crosslinkers 97 mit
Glycin (98) abgesattigt. Dabei orientierte sich die Vorschrift an der gangigen Vorge-
hensweisen der Firma ThermoFisher, welche den Crosslinker kommerziell

vertreibt.[174]
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Abb. 97: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des a) orthogonal funktio-
nalisierten Nanodiamanten 82, b) des mit GFPB 33 Uber Crosslinker funktionalisierten Nanodia-
manten 99.

Im DRIFT-IR-Spektrum zeigen sich nach der Reaktion die typischen Amidbanden bei
1660 cm™ (Amid 1) und 1531 cm™ (Amid II). Diese sind, wie in der vorherigen Reakti-
on, bei Anbindung des GFPB 33 an Nanodiamant nur schwach ausgepragt. Jedoch
ist durch TGA-Messungen ein deutlich hoherer Massenverlust im Vergleich zum
Ausgangsdiamanten 82 feststellbar. Des Weiteren steigt wie in bisherigen Anbin-
dungsversuchen das Zetapotential durch das Protein 33 von +32.7 mV auf +38.7 mV

an (siehe Kapitel 4.2).

Fur die Herstellung des mit GFPB 33 und mit CORM funktionalisierten Nanodiaman-
ten 100 wurde der CORM-funktionalisierte Nanodiamant 96 als Ausgangssubstanz
gewahlt. Dadurch wird gewahrleistet, dass die in der kupferkatalysierten Click-
Reaktion verwendeten Substanzen, das GFPB-Protein beschadigen (siehe dazu Ka-
pitel 4.2.3).
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Abb. 98: Anbindung des GFPB-Proteins 33 an den CORM-funktionalisierten Nanodiamanten 96
durch den Crosslinker 97.
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Abb. 99: DRIFT-IR-Spektrum (links) und ATR-KBr-Spektrum (rechts) des a) CORM-
funktionalisierten Nanodiamanten 96 und b) des mit GFPB und CORM funktionalisierten Nanodi-
amanten 100.
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Zetapotentialmessungen zeigen nach der Anbindung des GFPB-Proteins 33 einen
Anstieg von +27.5 mV auf +36.2 mV. Des Weiteren zeigt sich in TGA-Messungen ein

deutlich hoherer Masseverlust von ~19%.

Im DRIFT-IR-Spektrum treten die bereits in vorherigen Reaktionen beobachteten
Banden auf. Dabei sind die beiden Amidbanden bei 1660 cm™ und 1531 cm™ nur
sehr schwach ausgepragt. Grund daftir ist, dass diese Banden mit schwacher Inten-
sitat von bereits vorhandenen Banden der CORM-funktionalisierten Nanodiaman-
ten 96 Uberlagert werden. Stark sichtbar dagegen sind die typischen CO-Banden des
Metallkomplexes 95. Es fand also keine Abspaltung des CORM oder aber des CO
des Komplexes statt. Der mit CORM und GFPB-funktionalisierte Nanodiamant 100 ist

damit flr erste biologische Tests einsetzbar.

Erste Zelltests wurden von H. Dongre (Haukeland University Hospital Bergen; Nor-
wegen, Arbeitsgruppe D. E. Costea) durchgefihrt. Als Testzellen wurden die beiden
Ziellinien UK1 und 5PT gewahlt, welche beide hauptséchlich in Kopf-Hals-
Karzinomen vorkommen.['7% Dazu wurden beide Zelltypen gemischt und mit dem

Nanodiamanten 100 inkubiert.

Zunachst wurde die Funktionalitat des CORM-Komplexes des Nanodiamanten 100
Uberpruft. Dazu wurden die Zellen fur 15 min mit einer Lampe der Wellenlange
365 nm bestrahlt und anschlieBend durch einen Flow Cytometer (Fortessa) die An-

zahl an lebenden Zellen festgestellt.

Tabelle 3: Anzahl der lebenden UK1- und 5PT-Zellen nach Inkubation mit dem
Nanodiamanten 100 und Bestrahlung fur 15 min mit einer 365 nm Lampe.

Konzentration
Control (0) 0.002 0.02 0.2

ND 100 [mg/ml]
Lebende Zellen [%] 88 82 75 35

Wie in Tabelle 3 zu sehen ist, fihrt die Bestrahlung der mit Nanodiamant 100 inku-
bierten Proben, wie bereits in vorherigen Messungen bestatigt, zur Freisetzung von
CO und somit zur Abtdtung von Zellen. Des Weiteren wird die Konzentrationsabhan-
gigkeit deutlich. So ist eine Menge von 0.2 mg/ml Nanodiamant nétig, um eine aus-

reichende Quantitédt an CO zu generieren, sodass ein Grol3teil der Krebszellen ab-
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stirbt. Damit ist die Funktion des CORM auf der Nanodiamantoberflache auch in Zel-

len nachgewiesen.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich jedoch noch keine Aussage uber die Effektivitat
des GFP-targeting treffen. Dazu sind weitere Tests an Zelllinien nétig, welche in der
Lage sind GFP zu exprimieren. Entsprechende Messungen sind bereits geplant und

sollen zukuinftig durchgefihrt werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Anwendungsgebiete von Nanodiamant sind wegen seiner physikalischen und
chemischen Eigenschaften sehr vielfaltig. So werden sie auf Grund ihrer hohen Bio-
kompatibilitat auch in der Biologie und Medizin eingesetzt. Im Rahmen dieser Dok-
torarbeit wurden neue Anbindungsmdglichkeiten an Nanodiamant untersucht, welche

in biologischen Systemen eingesetzt werden kénnen.
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Abb. 100: Funktionalisierung des Nanodiamanten 24 mit den Mannosederivaten 17, 18 und 19,
sowie deren Entschiitzung. a) CH2Cl, DIPEA; b) MeOH, NaOMe.

I=

Es wurde Nanodiamant mit drei verschiedenen Mannosederivaten funktionalisiert,
um ihre Affinitat zu Bakterien zu Uberprufen (siehe Abb. 100). Dazu wurde eine neu-
artige Anbindungsmethode verwendet, bei welcher ein Isothiocyanat des Saccharids
mit der am Diamantpartikel vorhandenen Aminogruppe reagiert. Dadurch bildet sich

ein Thioharnstoff und somit eine kovalente Anbindung an die Partikel.
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Abb. 101: Konzentrationsabhangige Adhasion der Bakterien zum aminfunktionalisierten Nanodi-
amanten 24, sowie zu den mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 28, 29 und 30.

Die Affinitat zu E. Coli Bakterien wurde durch ein Sandwich-Essay an der Universitat
Kiel von C. Fessele getestet (siehe Abb. 101). Dabei zeigten alle saccharidfunktiona-
lisierten Nanodiamanten eine Interaktion mit den Bakterien, wobei wie zu erwarten

der mannosefunktionalisierte Nanodiamant 30 die starkste Affinitat zu E. Coli aufwies.

Es wurden nicht nur Saccharide an Nanopartikel gebunden, um biologische Versu-
che durchzufiihren, sondern aul3erdem Diamantsysteme hergestellt, welche in der
Lage sind, Proteine anzubinden. Dabei wurden zun&chst bekannte Methoden zur
Funktionalisierung verwendet (siehe Abb. 102). Zum einen wurde die Anbindung an
einen carboxylierten Nanodiamanten tUber Amidbindung durchgeftihrt, zum anderen
die kupferkatalysierte Click-Reaktion eingesetzt, um alkinfunktionalisierte Biomolekui-

le anzubinden.

Es wurden auch neue Anbindungsmethoden an Nanodiamant untersucht. Dabei

wurde der sogenannte HaloTag und SnapTag eingesetzt. Diese speziellen Proteine
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werden in der Biochemie verwendet, um verschiedene Biomolekile miteinander zu
verkniipfen.[128a.136b] Bejde Anbindungsmoglichkeiten wurden noch nicht eingesetzt,

um Nanodiamant mit bioaktiven Substanzen zu funktionalisieren.
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Abb. 102: Mdgliche Anbindung von Substanzen an den synthetisierten Nanodiamanten 32 durch
eine Amidbindung, an den Nanodiamanten 41 durch eine kupferkatalysierte Click-Reaktion, an
den Nanodiamanten 47 durch den HaloTag und an den Nanodiamanten 58 durch den SnapTag.
Die biologisch aktive Substanz ist durch NB (nano body) abgekirzt.

Besonders der glykolfunktionalisierte Nanodiamant 47, sowie der daraus hergestellte,

Uber HaloTag funktionalisierte Nanodiamant 49, fielen dabei wegen ihrer hohen kol-
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loidalen Stabilitat in Wasser auf. Selbst nach 2 Monaten konnte keine Agglomeration

und Absetzen der Diamantpartikel beobachtet werden (siehe Abb. 103).

U.

Abb. 103: Nanodiamantproben in Wasser direkt nach der Synthese (links) und nach 2 Monaten
ohne erneute Behandlung mit Ultraschall (rechts). Gezeigt sind a) der mit Glykollinker funktionali-
sierte Nanodiamant 47 und b) der Giber HaloTag mit GFPB funktionalisierte Nanodiamant 49.

a)

Der Uber HaloTag mit GFP-Binder funktionalisierte Nanodiamant 49 zeigte in biologi-
schen Tests die gewlnschte Affinitat zu GFP, wie durch Fluoreszenzmessungen be-
statigt werden konnte (siehe Abb. 104). Diese Messungen fanden jedoch in Wasser
statt. Weiterfihrende Tests zeigten, dass das verwendete Zellmedium einen starken
Einfluss auf die Selektivitdt der Anbindung hat. Da diese Probleme ebenfalls bei an-
deren, mit GFPB funktionalisierten Nanodiamanten auftraten, scheint die Wahl des
Zellmediums ein entscheidendes Kriterium zur Verwendung von Nanodiamant in bio-
logischen Systemen zu sein. Weitere Forschungen sind hier nétig, um das am besten
geeignete Zellmedium fur die synthetisierten Proben zu finden.

merged

| )

Abb. 104: Fluoreszenzbilder der durchgefihrten Affinitétstest. Gezeigt sind a) der GFPB-
funktionalisierte Nanodiamant 49b bei Anregung der NV--Zentren mit 532 nm, b) dieselbe Stelle
bei Anregung von GFP mit 488 nm und c) die Uberlagerten Fluoreszenzbilder von a) und b). Im
Vergleich d) der unfunktionalisierte, fluoreszente Nanodiamant 37 bei Anregung der NV-Zentren
mit 532 nm, e) dieselbe Stelle bei Anregung von GFP mit 488 nm und f) die Uberlagerten Fluo-
reszenzbilder von d) und e).
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Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein organischer, orthogonal funktionali-
sierter Linker 60 synthetisiert. Als funktionelle Gruppen wurden dabei eine Amin- und
eine Azidgruppe gewahlt, da daran andere Substanzen in einfachen Reaktionsschrit-
ten anbindbar sind. So kdnnen Azide mit Alkinen in einer kupferkatalysierten Click-
Reaktion zu einem Triazol, die Amingruppe mit einer Carboxylgruppe zur einer

Amidbindungen umgesetzt werden.
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Abb. 105: Synthese des orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 82.

Der organische Linker 60 wurde Uber ein in situ gebildetes Diazoniumsalz an Nano-
diamant angebunden. Um die Funktion des orthogonal funktionalisierten Nanodia-

manten 82 zu testen, wurden an diesen zwei Farbstoffe angebunden. Dazu wurden
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die in der Biochemie gangigen Fluoreszenzfarbstoffe FAM 88 und TAMRA 89 ver-

wendet.

O-C)

94

Abb. 106: Der mit FAM und TAMRA funktionalisierte Nanodiamant 94.

Nach der Anbindung zeigen sich fur den Nanodiamanten 94 die typische Fluores-
zenz der beiden Farbstoffe, was die erfolgreiche Funktionalisierung bestétigt. Des
Weiteren wurde ein organisches Vergleichsmolekil synthetisiert und mit den Farb-
stoffen funktionalisiert. Dadurch konnte die kovalente Anbindung an das Linkermole-
kil bestatigt werden. Ebenfalls konnte so die Adsorption der Farbstoffe an den Na-
nodiamanten 94 ausgeschlossen werden. Auf Grund der guten Ergebnisse wurde

der orthogonal funktionalisierte Nanodiamant fir biologische Anwendungen funktio-

nalisiert.
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Abb. 107: Der mit GFP-Binder 33 und CORM funktionalisierte Nanodiamant 100.
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Um den Nanodiamanten 100 zur Behandlung von Tumoren zu nutzen, wurde dieser
mit einem CO releasing molecule (CORM) als Wirkstoff und ein GFP-Binder als tar-
geting Substanz funktionalisiert. Erste Tests zeigen deutlich, dass an Nanodiamant
angebundene CORM-Komplexe in der Lage sind, Kohlenstoffmonoxid bei Bestrah-
lung freizusetzen. Auch in biologischen Tests zeigte sich, dass durch die Freisetzung

von CO gezielt Zellen abgetotet werden.

Zusammenfassend wurden neue Methoden zur Funktionalisierung von Nanodiamant
erforscht. Des Weiteren wurde ein orthogonal funktionalisierter Nanodiamant synthe-
tisiert, welcher die Anbindung von zwei verschiedenen bioaktiven Molekilen ermdg-
licht. Prinzipiell lassen sich an alle in dieser Arbeit hergestellten Systeme eine breite
Anzahl an Substanzen anbinden, solange diese die entsprechende Funktionalisie-
rung besitzen. Daraus ergeben sich zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten auf dem
Feld der Biomedizin.
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6. Summary and Outlook

Because of its unique physical and chemical properties, nanodiamond can be used in
a variety of scientific fields, such as in medical and biological research. In this thesis,
new ways to covalently bind substances to the nanodiamond surface have been ex-

plored, which also can be used in biological systems.
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Abb. 108: Functionalization of nanodiamond 24 with the mannose derivatives 17, 18, 19 and their
deprotection. a) CH2Cl,, DIPEA; b) MeOH, NaOMe.

Different mannose derivatives have been linked to the nanodiamond to test their af-
finity to bacteria (see Abb. 108). A new method of functionalization has been used, in
which an isothiocyanate of a saccharide reacts with an amine group of the nanodia-

mond to form a thiourea group and therefore covalently bind them together.
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Abb. 109: Adhesion of bacteria on the amine functionalized nanodiamond 24, and the mannose
functionalized nanodiamonds 28, 29 and 30 depending on different concentrations.

The affinity of the nanodiamond samples to the E. Coli bacteria was tested by
C. Fessele (University Kiel, Germany) using a sandwich essay (see Abb. 109). All
three saccharide functionalized nanodiamonds show interaction with the bacteria. As
expected, the mannose functionalized nanodiamond 30 showed the highest affinity to
E. Coli.

Apart from this, nanodiamond systems’ ability to bind proteins have been researched.
In the beginning, two standard methods were used (see Abb. 110). First, the coupling
to a carboxylated nanodiamond through the formation of an amide bond. Second, the

copper catalyzed Click reaction, which can bind an alkyne functionalized biomolecule.

New methods to bind substances to the nanodiamond surface have also been estab-
lished, using the so-called HaloTag and SnapTag. These specific proteins are con-
ventional methods in biochemistry for linking two different biomolecules toge-
ther.11282136b] Both ways, however, have not been used before to functionalize

nanodiamond.
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Abb. 110: Reactions performed to link a substance to the synthesized nanodiamond 32 via am-
ide bond, to the nanodiamond 41 via copper catalyzed Click reaction, to the nanodiamond 47 via
HaloTag and to the nanodiamond 58 via SnapTag.

The glycol functionalized nanodiamond 47, and also the HaloTag functionalized
nanodiamond 49, showed a high colloidal stability in water. Even after 2 months, no

agglomeration or sedimentation of the particles had been observed (see Abb. 111).
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a) b)

) l .

=/ ~—r

Abb. 111: Nanodiamond samples in water after the synthesis (left) and after 2 months without
redispersion. The a) glycol functionalized nanodiamond 47 and b) the via HaloTag with GFP-
Binder functionalized nanodiamond 49 are shown.

In biological tests, the nanodiamond functionalized with GFP-Binder via HaloTag (49)
showed the expected affinity to GFP, which was proven by fluorescence microscopy.
The measurements were performed in water and further tests showed a high influ-
ence of the used cell media on the selectivity of the samples. Since these problems
also occurred for the GFP-Binder functionalized nanodiamonds via amide bond and
via Click reaction respectively, the selection of the cell media seems to be crucial.
Further investigations are needed to find the most compatible cell media for the bio-

logical test with nanodiamonds.

merged

Abb. 112: Fluorescence microscopy pictures of the affinity tests. Shown are a) GFP-Binder func-
tionalized nanodiamond 49b with excited NV~ centers at 532 nm, b) the same location with excit-
ed GFP at 488 nm, and c) the merged fluorescence microscopy pictures of a) and b). In compari-
son d) the fluorescent nanodiamond 37 with excited NV- centers at 532 nm, e) GFP excited at
488 nm, and f) the merged pictures of d) and e).

Finally, an orthogonally functionalized linker 60 was synthesized. As functional
groups, an azide group and an amine group have been chosen, as they both are able

to bind other substances through simple chemical reactions. Azide groups can be
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used in copper catalyzed Click reactions to form triazoles with alkynes, whereas

amine groups can form amide bond with carboxylic groups.
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Abb. 113: Synthesis of the orthogonally functionalized nanodiamond 82.

The organic linker molecule 60 was bound to the nanodiamond surface using an
in situ generated diazonium compound. To test the orthogonally functionalized
nanodiamond 82, two dyes where attached to it. For this, the two fluorescent dyes
FAM 88 and TAMRA 89 had been chosen, as they are commonly used in biochemis-
try.
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94

Abb. 114: The nanodiamond 94 which was functionalized with FAM and TAMRA.

After the functionalization, the nanodiamond 94 shows the typical fluorescence of the
two dyes. Also, an organic linker as comparison has been synthesized and function-
alized with the two dyes. This shows that covalent binding to the linker molecules is
possible. Furthermore, it demonstrates that the fluorescence of the functionalized
nanodiamond 94 has not been caused by the adsorption of the dyes. Due to these
good results, the orthogonally functionalized nanodiamond 94 was further functional-

ized in order to perform biological tests.
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Abb. 115: The with GFP-Binder and CORM functionalized nanodiamond 100.

Since the nanodiamond 100 is intended for use in tumor treatment, a CO releasing
molecule (CORM) as active substance and a GFP-Binder as targeting substance
were attached to it. The first tests showed the release of CO from the functionalized

nanodiamond, when irradiated with light. Also, further biological tests showed that
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this release can kill cancer cells. However, more tests involving the targeting of the

system need to be carried out.

In summary, new methods to functionalize nanodiamond have been researched. Fur-
thermore, an orthogonally functionalized nanodiamond was synthesized, which al-
lows the immobilization of two different biomolecules. Basically, all systems devel-
oped in this thesis have the potential to bind a broad variety of substances as long as
they contain the required functionalities. This is an exciting prospect for the biomedi-
cal field as exemplified through initial applications of the nanodiamond compounds.
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7. Experimenteller Teil

7.1 Chemikalien und Gerate

Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden kommerziell erworben und soweit nicht anders

angegeben ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Nanodiamant

Detonationsdiamant (wet synthesis, Batch-Nummer: ND-0048) der Firma Gansu
Lingyun Corp. (China)
HPHT-Diamant (SYP, d <50 nm) der Firma Van-Moppes & Sons (Schweiz)

Losungsmittel

Die Losungsmittel wurden vor der Verwendung destilliert. Absolutierte (abs.) L6-
sungsmittel wurden nach Standardmethoden getrocknet, destilliert und sofort einge-

setzt.

Schutzgas
Als Schutzgas wurde Stickstoff 99.999 % der Firma Linde verwendet.

Vakuumpumpen

Vacuubrand Membranpumpen verschiedener Typen

Leybold Olpumpen verschiedener Typen

Zentrifuge
Hettich EBA 21 Typ 1004

Ultrazentrifuge

Thermo Scientific Sorall MTX 150

Rotoren: S100-AT4 Festwinkelrotor
S52-ST Schwingrotor
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Ultraschallbad
Bandelin Sonorex Digitec Typ DT52 (max. 80 W, 35 kHz)

Rohrenofen
Carbonite STF 16/450

Dinnschichtchromatographie
Merck DC-Alufolien Kieselgel 60 F2sa

Die Substanzen wurden durch Fluoreszenzléschung bei Einstrahlung von UV-Licht

der Wellenlange von 265 nm visualisiert.

Saulenchromatographie

Kieselgel, Korngréf3e: 0.04-0.063 mm der Firma Merck
Saulenchromatographie wurde auf Saulen mit unterschiedlichen Durchmessern und
Langen durchgefiihrt. Die Losungsmittelgemische sind in Volumenverhaltnissen (v/v)

angegeben.

Elementaranalyse

Elementar Vario Micro

Thermogravimetrische Analyse
Perkin Elmer STA6000

Die Messung erfolgte im Stickstoffstrom bei einer Heizrate von 10 °C mint auf 900°C.

PartikelgroRe
Malvern Zetasizer Nano ZS (DLS, 173° backscatter-Detektion)

Zetapotentialbestimmung

Malvern Zetasizer Nano ZS mit MPT-2 Autotitrator

Schmelzpunktbestimmung

Reichert Kofler-Heiztisch
Die Werte der gemessenen Schmelzpunkte sind nicht korrigiert.
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CO Sensor
X-am 5000 CO Sensor der Firma Draeger (Lubeck)

Fluoreszenz- und Abklingzeit-Messungen

Fluorescence Spectrometer FLS980-s (Edinburgh Instruments)

Xenon Lampe Xel und pulsed green laser EPL-510 (wavelength 505.2 nm, pulse

width 105 ps, laser repetition rate 10 MHz)

Massenspektroskopie
Elektronenstol3-lonisation (EIl): MAT Incos 500, MAT 90 der Firma Finnigan;

Elektronenspray-lonisation (ESI): microTOF-Focus-Gerat der Firma Bruker Daltonik;
Matrix-Assistierte Laser-Desorption-lonisierung mit Flugzeitanalyse (MALDI-TOF):

autoflex Il der Firma Bruker Daltonik

UV/Vis-Spektroskopie
Kontron Instruments UIKON 943

Die Spektren wurden in den angegebenen Losemitteln aufgenommen.

FT-Infrarotspektroskopie
Jasco FT/IR-430 mit ATR-Aufsatz oder Vakuumzelle (KBr-Pressling)
Thermo Scientific NICOLET iS5 mit DRIFT-Aufsatz

Die KBr-Presslinge wurden unter Vakuum fir 2 h bei 120 °C getrocknet. Die Banden-

lage ist in cm angegeben. Die Intensititen und Absorptionen wurden durch
s = strong, m = medium, w = weak und br = broad gekennzeichnet. Die Auswertung

erfolgte mit der entsprechenden Literatur.[176]

Kernresonanzspektroskopie
Bruker AVANCE 400 FT-NMR (*H: 400 MHz, *3C:100 MHz)
Die Spektren bei 250 MHz wurden bei RT aufgenommen, die Aufnahme der

400 MHz-Spektren erfolgte bei einer Temperatur von 27 °C. Die chemischen Ver-
schiebungen & wurden in ppm und die Kopplungen in Hz angegeben. Als interner
Standard dienten die Resonanzsignale der Restprotonen des verwendeten deuterier-
ten Losungsmittels [*H-NMR: 8(CDClz) = 7.26, 5(ds-DMSO) = 2.50 ppm;
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13C-NMR: d(CDClz) = 77.16, 06(ds-DMSO) = 39.52 ppm]. Die Signalmultiplizitaten
wurden mit s = singulett, d = dublett, t = triplett, g = quartett und m = multiplett ange-
geben. Die Spektren wurden nach 1. Ordnung mit Hilfe entsprechender Literatur in-

terpretiert.[1760]

7.2 Allgemeine Arbeitsmethoden

Reinigung von Nanodiamant

Nach erfolgter Umsetzung wurde der Nanodiamant in ZentrifugengefalRe Uberfihrt
und durch Zentrifugation von der Reaktionsldsung getrennt. Dabei wurden fir die
Zentrifuge Gefal3e mit einem Fassungsvermégen von 1.5 ml mit jeweils ca. 10 mg
Nanodiamant, fur die Ultrazentrifuge 4 ml Gefal3e mit je ca. 20 mg Nanodiamant ge-
fullt. Nach Abtrennen des Nanodiamanten wurde dieser in dem gewulnschten L6-
sungsmittel dispergiert und erneut zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen.

Im Folgenden wird dieser Vorgang nur noch als ,Waschen® bezeichnet.

Kaisertest

Der Kaisertest zum Nachweis von primaren Aminen wurde nach der Literaturvor-
schrift von G. Jarre durchgefiihrt.*Yl Dazu wurde zunachst durch verschiedene Kon-
zentrationen Benzylamin eine Eichgerade erstellt. AnschlieRend wurden die Nanodi-

amantproben gemessen und ihre Amin-Konzentration anhand der Gerade bestimmt.

Zur Messung wurden 3-5mg Nanodiamant in 1 ml H20 (fir die Eichgerade 1 ml
Benzylamin) mit 1 ml Essigsaure/Kaliumacetat-Pufferlosung (pH =5.5) dispergiert.
AnschlieRend wurde 1 ml einer KCN/Pyridin-Lésung, aus 0.2 ml einer 0.03 M
KCN-Losung in 9.8 ml Pyridin, und 1 ml einer 80 %igen ethanolischen Phenol-
Losung zugegeben. Das Gemisch wurde bis zum Sieden erhitzt und 1 ml einer
5 %igen Ninhydrinldsung in Ethanol hinzugetropft. Nach 10 min refluxieren wurde
das Gemisch 30 min lang bei RT gerthrt und schlie3lich mit 5 ml 60 %igem Ethanol
ersetzt. Der Nanodiamant wurde abzentrifugiert und das Absorptionsmaximum bei ca.
570 nm durch UV/Vis-Spektroskopie bestimmt.
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7.3 Saccharidfunktionalisierter Nanodiamant

Synthese von 4-Cyanobenzoldiazoniumtetrafluoroborat (21)[114.177]

2 3
© & 1 4 >
FaB N2—< >7CN
21

Eine Suspension von 2.37 g 4-Aminobenzonitril (20, 20.1 mmol) in 16 ml Tetrafluoro-
borsaure (25%ige L6sung) wurde auf 0 °C gekuhlt und eine Lésung aus 1.41 g Natri-
umnitrit (20.5 mmol) in 4 ml Wasser langsam zu getropft. Das Reaktionsgemisch
wurde 30 min bei RT gerdhrt, erneut auf O °C gekuihlt und der ausfallende Feststoff
abfiltriert. Dieser wurde mit kaltem Diethylether gewaschen, um das Produkt 21 als

farbloses Pulver zu erhalten.

Ausbeute: 3.27 g (15.1 mmol, 75%).

Smp: 114 °C.

FT-IR (ATR): 0 = 3119 (m, v(C-Har)), 2289 (m, v(C=N)), 1588 (m, v(C-Car)), 1416 (m,
v(N-N)), 1035 (s, v(C-N)), 974 (m), 841 (s, 8(C-Har) cm™.

'H NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 8.86-8.83 (m, 3J+*J = 8.9 Hz, 2H, H-2), 8.48-8.44
(m, 3J+4J = 8.9 Hz, 2H, H-3) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 134.8 (Ct, C-3), 133.0 (Cy, C-2), 121.7 (Cq, C-1),
121.0 (Cq, C-4), 116.3 (Cq, C-5) ppm.

EA: gem.: C 38.93; H 1.94; N 18.95; ber. fur C7H4BF4N3: C 38.76; H 1.86; N 19.37 %.

MS (MALDI): m/z (%) = 130.04 (ber. fir C7H4Ns*); gem: 130.01.
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Synthese von nitrilfunktionalisiertem Nanodiamant 23113

CN

23

Es wurden 217 mg 4-Cyanobenzoldiazoniumtetrafluoroborat (21, 1.00 mmol) zu einer
Dispersion von 200 mg gemahlenem Nanodiamant 22 in 8.5 ml Wasser gegeben und
das Reaktionsgemisch 75 min mit dem Ultraschallhorn bei RT behandelt. Der Nano-
diamant wurde durch Zentrifugation von der Lésung getrennt und mit Wasser gewa-
schen bis der Uberstand neutral war. AnschlieRend wurde dreimal mit Aceton, drei-
mal mit THF und dreimal mit Wasser gewaschen. Die Probe wurde in Wasser
gelagert und ein Teil davon fur weitere Analytik bei 70 °C getrocknet. Es wurde ein

graues Pulver erhalten.

Rickgewinnung: 179 mg.

FT-IR (ATR, KBr): § = 3427 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Ha)), 2229 (m, V(C=N)),
1717 (s, v(C=0)), 1629 (m), 845 (w, v(C-Har)) cmL.

EA: C 87.24; H 1.44; N 2.55 %,.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 38 nm, 50% < 57 nm, 90% < 117 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +36.1 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.12 mmol g* [Am (147-445°C) 1.19 %;
Fragment: C7H4N (102 g mol?).
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Synthese von aminfunktionalisiertem Nanodiamant 24[113]

@ Q NH

24

2

Es wurden 160 mg nitrilfunktionalisierter Nanodiamant 23 unter Schutzgas in 30 ml
trockenem THF dispergiert und 15 ml einer 1M Boran-Tetrahydrofuran-Losung (in
THF) zugegeben. Nach Ruhren fur 72 h bei RT wurden 5 ml einer 2m HCI-L6sung zu
getropft. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von der Lésung getrennt und
mit Wasser gewaschen bis der Uberstand neutral war. AnschlieRend wurde dreimal
mit Aceton und dreimal mit einem Aceton-Wasser-Gemisch (1:1) gewaschen. Die
Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fur weitere Analytik bei 70 °C

getrocknet. Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 161 mg.

FT-IR (ATR, KBr): § = 3430 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Har)), 1713 (s, v(C=0)),
1630 (M), 864 (W, v(C-Har)) cm™.

EA: C 87.80; H 1.56; N 2.20 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 22 nm, 50% < 34 nm, 90% < 61 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +47.7 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.09 mmol g [Am (139-435°C) 0.91 %)];
Fragment: C7HsN (106 g mol?).
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Allgemeine Vorschrift zur Anbindung der Mannosederivate 17, 18 und 19 an

Nanodiamant

Der aminfunktionalisierte Nanodiamant wurde unter Schutzgas in 40 ml trockenem
Dichlormethan dispergiert und das mit Isothiocyanat funktionalisierte Mannosederivat
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C abgekuhlt, 3 ml DIPEA zugege-
ben und bei RT fir 90 h gerthrt. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von
der Lésung getrennt und mit Wasser gewaschen bis der Uberstand neutral war. An-
schlieRend wurde dreimal mit Aceton, dreimal mit Wasser und dreimal mit Methanol
gewaschen. Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fir weitere Ana-
lytik bei 70 °C getrocknet.

Synthese des mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 25

120 mg aminfunktionalisierter Nanodiamant 24; 60 mg Mannosederivat 17

(200 umol). Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 109 mg.

FT-IR (ATR, KBr): 0 = 3428 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Har)), 1712 (s, v(C=0)),
1631 (m), 1458 (m), 1236 (m, v(C=S)), 865 (w, v(C-Har)) cm™.

EA: C88.41;H 1.17; N 2.54; S 0.18 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 25 nm, 50% < 41 nm, 90% < 154 nm.

Zeta-Potential (pH=7): +49.0 mV.
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Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.06 mmol g* [Am (127-428°C) 3.23 %;
Fragment: C22H27N209S (468 g mol?).

Synthese des mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 26177

RO 0o S

RISC%Y\HJLH O @

26, R=0Ac

101 mg aminfunktionalisierter Nanodiamant 24; 40 mg Mannosederivat 18

(100 pmol). Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Riuckgewinnung: 83 mg.

FT-IR (ATR, KBr): 0 = 3425 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Har)), 1715 (s, v(C=0)),
1642 (m), 1459 (m), 1237 (m, v(C=S)), 864 (w, v(C-Har)) cm™.

EA: C 88.08; H 1.64; N 2.28; S 0.24 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 25 nm, 50% < 31 nm, 90% < 201 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +49.8 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.08 mmol g [Am (133-437°C) 3.81 %)];
Fragment: C22H27N20¢S (496 g mol ™).
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Svynthese des mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 27

OR

OR
RO o
RO
0
1O
NJ\N

27, R=0Ac

-

120 mg aminfunktionalisierter Nanodiamant 24; 60 mg Mannosederivat 19

(100 pmol). Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 101 mg.

FT-IR (ATR, KBr): 0 = 3423 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Har)), 1731 (s, v(C=0)),
1631 (m), 1459 (m), 1234 (m, v(C=S)), 866 (w, v(C-Har)) cm™.

EA: C87.84; H 1.70; N 2.21; S 0.29 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 26 nm, 50% < 44 nm, 90% < 198 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +46.8 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.09 mmol g [Am (139-438C) 5.11 %];
Fragment: C2sH31N2010S (588 g mol?).
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Allgemeine Vorschrift zur Entschiitzung der Hydroxylgruppen der mannose-

funktionalisierten Nanodiamanten 25, 26 und 27

Der mannosefunktionalisierte Nanodiamant wurde in 30 ml Methanol dispergiert und
auf 0 °C abgekuhlt. Es wurden 5 mg Natriummethanolat (93.0 umol) zugegeben und
bei RT fur 18 h gerihrt. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von der Lésung
getrennt und mit Wasser gewaschen bis der Uberstand neutral war. AnschlieBend
wurde dreimal mit Aceton und dreimal mit einem Aceton-Wasser-Gemisch (1:1) ge-
waschen. Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fur weitere Analytik
bei 70 °C getrocknet.

Entschiitzung des mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 28

HNJLN
OH H
S
HO
OCH,
28

90 mg mannosefunktionalisierter Nanodiamant 25; Es wurde ein graues Pulver erhal-

ten.

Rickgewinnung: 80 mg.

FT-IR (ATR, KBr): © = 3432 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Har)), 1709 (m, v(C=0)),
1631 (m), 1459 (m), 1241 (m, v(C=S)), 863 (w, v(C-Har)) cm™.

EA: C88.75; H 1.20; N 2.52; S 0.13 %.
PartikelgrofZe (H20): 10% < 30 nm, 50% < 44 nm, 90% < 194 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +44.5 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.07 mmol g* [Am (139-437°C) 3.37 %;
Fragment: C1sH21N20sS (341 g mol?).
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Entschiitzung des mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 2911771

HO o S
HC)W\EJ‘I\ﬁ O
HO oK
*
29

66 mg mannosefunktionalisierter Nanodiamant 26; Es wurde ein graues Pulver erhal-

ten.

Ruckgewinnung: 63 mg.

FT-IR (ATR, KBr): & = 3424 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Har)), 1708 (m, v(C=0)),
1631 (m), 1457 (m), 1243 (m, v(C=S)), 864 (w, v(C-Har)) cm™™.

EA: C85.70; H 1.62; N 2.48; S 0.17 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 38 nm, 50% < 61 nm, 90% < 155 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +46.8 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.06 mmol g [Am (128-429°C) 2.00 %;
Fragment: C14H10N20sS (327 g mol?).
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Entschiitzung des mannosefunktionalisierten Nanodiamanten 30

30

90 mg mannosefunktionalisierter Nanodiamant 27; Es wurde ein graues Pulver erhal-

ten.

Ruckgewinnung: 84 mg.

FT-IR (ATR, KBr): © = 3423 (br. w, v(O-H)), 2925 (w, v(C-Har)), 1702 (m, v(C=0)),
1631 (m), 1459 (m), 1212 (m, v(C=S)), 865 (w, v(C-Har)) cm™.

EA: C88.91; H1.61; N 2.32; S 0.17 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 31 nm, 50% < 44 nm, 90% < 160 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +41.6 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.09 mmol g [Am (140-430°C) 3.86 %)];
Fragment: C20H23N206S (419 g mol ).
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7.4 Proteinfunktionalisierter Nanodiamant

Analytik des kommerziellen HPHT-Nanodiamanten 3

FT-IR (DRIFT): § = 3294 (br. w, v(O-H)), 1810 (s, v(C=0)), 1751 (w, v(O-H)), 1646
(W), 1446 (s, v(O-H)), 1153 (br, s), 965 (M), 619 (W, V(C-Har)), 523 (W, V(C-Har)), 473

(w) cm-2,

FT-IR (ATR, KBr): & = 3487 (br. w, v(O-H)), 2919 (w), 1793 (s, v(C=0)), 1637 (s),
1465 (w, v(O-H)), 1101 (br, s), 808 (m v(C-Har)) cm™.

EA: C 83.03; H 1.08; N 0.88 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 15 nm, 50% < 22 nm, 90% < 37 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -63.2 mV.

Oberflachenbelegung: kein Masseverlust im relevanten Bereich durch TGA nach-

weisbar.

Synthese von graphitisiertem HPHT-Nanodiamant 6[122]

6

Es wurden 297 mg kommerzieller HPHT-Nanodiamant 3 in einer Keramikschale in

einem Quarzrohr platziert und 150 min bei einem Druck von 1.8-10-3 bar i. Vak. aus-
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geheizt. Dabei wurde eine Temperatur von 800 °C mit einer Heizrate von ca.

80 °C/min eingestellt. Es wurde ein schwarzes Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 162 mg.

FT-IR (DRIFT): § = 3245 (br. w, v(O-H)), 2927 (w, v(C-Har)), 2862 (w, v(C-H)), 1810
(w, v(C=0)), 1751 (w), 1653 (m), 1447 (m), 1104 (br, s), 963 (M), 619 (W, V(C-Har)),
540 (w, v(C-Har)), 475 (w) cm™.

FT-IR (ATR, KBr): § = 3548 (br. w, v(O-H)), 2923 (w, v(C-Har)), 1633 (m), 1543 (m),
1035 (br, s), 800 (W), 684 (W, V(C-Har)), 574 (W, v(C-Har)) cmL.

EA: C93.14; H0.77; N 0.43 %.
PartikelgrofZe (H20): 10% < 27 nm, 50% < 35 nm, 90% < 136 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -30.3 mV.

Oberflachenbelegung: kein Masseverlust im relevanten Bereich durch TGA nach-

weisbar.
Synthese von luftoxidiertem HPHT-Nanodiamanten 4[122]

@<
OH

4

In einem Muffelofen wurden 140 mg graphitisierter Nanodiamant 6 fur 4 h bei 550 °C

ausgeheizt. Es wurde ein hellgraues Pulver erhalten.

Rickgewinnung: 71 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3479 (br. w, v(O-H)), 1808 (s, v(C=0)), 1626 (w), 1383 (w, v(O-
H)), 1143 (br, s), 817 (w), 619 (w, v(C-Har)), 482 (m) cm™™.

FT-IR (DRIFT): © = 3512 (br. w, v(O-H)), 2927 (w), 1795 (m, v(C=0)), 1631 (s), 1452
(m), 1257 (w, v(O-H)), 1070 (br, s), 802 (w) cm™.
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EA: C 78.01; H 0.91; N 0.23 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% <18 nm, 50% < 32 nm, 90% < 109 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -36.6 mV.

Oberflachenbelegung: kein Masseverlust im relevanten Bereich durch TGA nach-

weisbar.

Allgemeine Vorschrift zur Synthese von carbonsaurefunktionalisiertem Nano-

diamant 321072

@ O COOH

32

Es wurde luftoxidierter Nanodiamant in 1IN Salzsaure im Ultraschallbad dispergiert.
Nach Erhitzen auf 80 °C wurde zunachst 4-Aminobenzoeséaure (31), dann Isopentyl-
nitrit (13) zugegeben. Es wurde 24 h bei 80 °C geruhrt und der Nanodiamant durch
Zentrifugation von der Losung getrennt. Es wurde viermal mit Aceton, dreimal mit
Wasser und erneut dreimal mit Aceton gewaschen. Die Probe wurde in Wasser gela-

gert und ein Teil davon fir weitere Analytik getrocknet.

Synthese von carbonsédurefunktionalisiertem HPHT-Nanodiamant 32a

55mg luftoxidierter Nanodiamant 4; 10ml 1N Salzsaure; 150mg 4-
Aminobenzoesaure (31, 311 ymol); 250 ul Isopentylnitrit (13, 218 mg, 1.86 mmol).

Ruckgewinnung: 52 mg.

FT-IR (DRIFT): ¥ = 3467 (br. w, v(O-H)), 2961 (w, v(C-Har)), 2875 (w, v(C-H)), 1795
(s, v(C=0)), 1627 (w), 1461 (w), 1395 (w), 1305 (w), 1136 (w), 812 (w), 581 (w, v(C-
Har)), 480 (m) cm™.
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FT-IR (ATR, KBr): § = 3492 (br. w, v(O-H)), 2927 (w, v(C-Ha)), 2852 (w, v(C-H)),
1793 (s, v(C=0)), 1631 (W), 1463 (W), 1361 (w), 1253 (w), 1105 (w), 802 (m), 444 (W)

cm.

EA: C86.34; H0.76; N 0.22 %.

Partikelgrof3e (H20): 10% < 13 nm, 50% < 21 nm, 90% < 48 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -32.8 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.13 mmol g* [Am (153-447°C) 1.56 %];
Fragment: C7Hs02 (121 g mol?).

Synthese von fluoreszentem, mit Carbonsdure funktionalisiertemm HPHT-Nano-
diamant 32b

10 mg fluoreszierender, luftoxidierter Nanodiamant 37; 5 ml 1N Salzsaure; 30 mg 4-

Aminobenzoeséure (31, 63.0 ymol); 150 pl Isopentylnitrit (13, 131 mg, 1.12 mmol).

Ruckgewinnung: 10 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3357 (br. w, v(O-H)), 2958 (w, v(C-Ha)), 2924 (w, v(C-H)),
2874(w, v(C-H)), 1779 (s, v(C=0)), 1630 (w), 1463 (W), 1381 (w), 1284 (w), 1152 (w),
1112 (w), 479 (m) cm™.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 44 nm, 50% < 67 nm, 90% < 121 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -43.7 mV.

Allgemeine Vorschrift zur Synthese von Uber Amidbindung mit GFP-

Binder/GFP-Booster funktionalisiertem Nanodiamant 34 und 36

O >

34/36
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Es wurde mit Carbonsaure funktionalisierter Nanodiamant 32 in Wasser dispergiert.
Es wurde zunéachst EDC-HCI und NHS, dann GFP-Binder 33 zugegeben. Nach Rih-
ren bei RT fur 18 h wurde der Nanodiamant durch Zentrifugation von der Lésung ge-
trennt. Es wurde fanfmal mit Wasser gewaschen und ein Teil der Probe fur weitere

Analytik getrocknet.

Synthese von Uber Amidbindung mit GFP-Binder funktionalisiertem HPHT-Nano-

diamant 34a

35 mg carbonsaurefunktionalisierter Nanodiamant 32a; 10 ml Wasser; 96 mg EDC-
HCI (500 pmol); 58 mg NHS (500 pmol); 1 ml GFP-Binder (33, 1.4 g/l in Wasser).

Ruckgewinnung: 29 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3368 (br. w, v(O-H)), 2964 (w, v(C-Har)), 1788 (s, v(C=0)), 1658
(s), 1517 (w), 1459 (w), 1311 (w), 1126 (w), 804 (w), 477 (m) cm™.

FT-IR (ATR, KBr): & = 3525 (br. w, v(O-H)), 2937 (w, v(C-Har)), 1778 (s, v(C=0)),
1637 (s), 1544 (w), 1459 (w), 1080 (w), 813 (w), 540 (w), 463 (m) cm-L.

EA: C 82.02; H0.79; N 1.08; S 0.13 %.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 37 nm, 50% < 65 nm, 90% < 259 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -26.2 mV.

Oberflachenbelegung: (TGA): [Am (160-452°C) 3.70 %]; wegen unbekannter Struk-
tur keine Berechnung maoglich.

Synthese von fluoreszentem, Uber Amidbindung mit GFP-Binder funktionalisiertem
HPHT-Nanodiamant 34b

10 mg carbonsaurefunktionalisierter Nanodiamant 32a; 10 ml Wasser; 24 mg EDC-
HCI (125 pmol); 15 mg NHS (129 pmol); 250 pl GFP-Binder (33, 1.4 g/l in Wasser).
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Ruckgewinnung: 9 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3368 (br. w, v(O-H)), 2964 (w, v(C-Har)), 1788 (s, v(C=0)), 1658
(s), 1517 (w), 1459 (w), 1311 (w), 1126 (w), 804 (w), 477 (m) cm™™.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 70 nm, 50% < 121 nm, 90% < 259 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -34.7 mV.

Svynthese von dber Amidbindung mit GFP-Booster funktionalisiertem HPHT-Nano-

diamant 36

10 mg carbonsaurefunktionalisierter Nanodiamant 32a; 5 ml Wasser; 16 mg EDC-
HCI (83 pmol); 10 mg NHS (86 pmol); 200 ul GFP-Booster (500 pg/ml in Wasser).

Ruckgewinnung: 10 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3410 (br. w, v(O-H)), 2960 (w, v(C-Har)), 1788 (s, v(C=0)), 1632
(s), 1467 (w), 1310 (w), 1117 (w), 816 (w), 480 (m) cm™.

FT-IR (ATR, KBr): & = 3505 (br. w, v(O-H)), 2947 (w, v(C-Har)), 1797 (s, v(C=0)),
1631 (s), 1467 (w), 1355 (w), 1110 (w), 808 (w), 467 (w) cm.

EA: C 86.02; H 0.79; N 0.69 %, Schwefel gefunden, jedoch auf Grund der geringen

Menge innerhalb des Fehlers des Messgeréates.
PartikelgrofRe (H20): 10% < 36 nm, 50% < 65 nm, 90% < 162 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -49.5 mV.

Recycling von fluoreszentem, mit GFP-Binder funktionalisiertem Nanodia-

manten 34b

Es wurden 6 mg fluoreszenter, mit GFP-Binder funktionalisiertem Nanodiamanten
34b in einem Keramiktiegel platziert und 30 min bei 550 °C oxidiert. Es wurde ein

graues Pulver erhalten.
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Ruckgewinnung: 5 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3624 (w), 3415 (br. w, v(O-H)), 1789 (s, v(C=0)), 1633 (s), 1455
(w), 1298 (w), 1121 (w), 976 (w), 478 (m) cm-L.

Partikelgrof3e (H20): 10% < 38 nm, 50% < 70 nm, 90% < 158 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -42.1 mV.

Synthese von 1-Amino-4-(2-azidoethyl)benzol (40)[1070.178]

40

Es wurden 1.54 g 2-(4-Aminophenyl)ethanol (39, 11.2 mmol), 2.88 g Triphenylphos-
phin (11.0 mmol) und 844 mg Natriumazid (13.0 mmol) in 32 ml DMF und 8 ml Tet-
rachlormethan gelodst und 4 h bei 90 °C gerihrt. AnschlieRend wurden 30 ml Wasser
zugegeben und weitere 20 min bei RT gerthrt. Das Reaktionsgemisch wurde viermal
mit je 50 ml Et2O extrahiert und die vereinigten organischen Phasen dreimal mit je
30 ml Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen Uber Natriumsulfat wurde das LO-
sungsmittel i. Vak. entfernt und das Ol durch Saulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat: Triethylamin 8:4:1). Das Produkt lag als orangenes

Ol vor.

Ausbeute: 1.28 g (7.89 mmol, 74%).
Rf: 0.32 (Cyclohexan:Ethylacetat: Triethylamin 4:1:0.1).

FT-IR (ATR): O = 3442 (br. w, v(N-H)), 3359 (br. w, v(N-H)), 3219 (br. w, v(N-H)),
3018 (br. w, v(N-H)), 2870 (w), 2090 (s, v(Ns)), 1622 (s), 1516 (s), 1439 (w), 1346 (w),
1271 (s), 1180 (m), 1124 (w), 902 (w), 819 (s, 6(C-Har)), 627 (s) cm™.

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.00 (m, 2 H, H-3), 6.64 (m, 2 H, H-2), 3.61 (s, 2 H,
NH2), 3.43 (t, 3] = 7.3 Hz, 2 H; H-6), 2.79 (t, 3J = 7.3 Hz, 2 H; H-5) ppm.
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13C NMR (100 MHz, CDCla): & = 145.0 (Cq, C-1),129.7 (Ci, C-2), 128.2 (Cq, C-4),
115.6 (Ct, C-3), 53.0 (Cs, C-5), 34.7 (Cs, C-6) ppm.

Allgemeine Vorschrift zur Synthese von azidfunktionalisiertem Nanodiaman-
ten 41

 aUaN.

41

Es wurde luftoxidierter Nanodiamant in Wasser 15 min im Ultraschallbad dispergiert.
Nach Erhitzen auf 80 °C wurde zunachst 1-Amino-4-(2-azidoethyl)benzol (40), dann
Isopentylnitrit (13) zugegeben. Es wurde 24 h bei 80 °C gerthrt und der Nanodia-
mant durch Zentrifugation von der Lésung getrennt. Es wurde viermal mit Aceton,
dreimal mit Wasser und erneut dreimal mit Aceton gewaschen. Die Probe wurde in

Wasser gelagert und ein Teil davon fiir weitere Analytik getrocknet.

Svynthese von azidfunktionalisiertemm HPHT-Nanodiamanten 41a

85 mg luftoxidierter Nanodiamant 4; 10ml Wasser; 120mg 1-Amino-4-(2-
azidoethyl)benzol (40, 740 pmol); 300 pl Isopentylnitrit (13, 262 mg, 2.23 mmol).

Ruckgewinnung: 83 mg.

FT-IR (DRIFT): § = 3209 (br. w, v(O-H)), 2964 (w, v(C-Har)), 2862 (w, v(C-H)), 2104
(s, V(N3)), 1790 (s, v(C=0)), 1626 (w), 1502 (m), 1313 (w), 829 (W, v(C-Har)), 480

(w) cm-2,

FT-IR (ATR, KBr): § = 3518 (br. w, v(O-H)), 2931 (w, v(C-Ha)), 2873 (w, v(C-H)),
2119 (s, V(N3)), 1776 (s, v(C=0)), 1622 (s), 1461 (w), 1317 (w), 806 (w, v(C-

Har)) cm?,
Partikelgrof3e (H20): 10% < 53 nm, 50% < 90 nm, 90% < 205 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -41.9 mV.
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Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.12 mmol g [Am (130-425°C) 1.79 %)];
Fragment: CsHsN3 (146 g mol™).

Svynthese von fluoreszentem, azidfunktionalisiertem HPHT-Nanodiamanten 41b

6 mg fluoreszierender, luftoxidierter Nanodiamant 37; 4 ml Wasser; 15 mg 1-Amino-
4-(2-azidoethyl)benzol (40, 93 umol); 100 ul Isopentylnitrit (13, 87 mg; 743 pmol).

Ruckgewinnung: 5 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3631 (w), 3294 (br. w, v(O-H)), 2959 (W, v(C-Har)), 2927 (w, v(C-
H)), 2873 (W), 2104 (s, v(N3)), 1788 (s, v(C=0)), 1620 (w), 1536 (W), 1462 (m), 1264
(w), 1099 (w), 968 (w), 812 (w, v(C-Har)), 473 (w) cm™.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 78 nm, 50% < 137 nm, 90% < 275 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -36.2 mV.

Synthese von Uber Huisgen-Reaktion GFP-Binder funktionalisiertem Nanodia-

mant 43

43

Unter N2-Atmosphére wurden 70 mg azidfunktionalisierter HPHT Nanodiaman-
ten 41a in 12 ml Wasser dispergiert und 1 ml alkinfunktionalisierter GFP-Binder (42,
500 pg/ml in Wasser) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde entgast und 8 mg
TBTA (15 pmol) und 4 mg Kupfer(l)-iodid (21.0 umol) zugegeben. Es wurde 65 h ge-
rahrt, wobei das Gemisch nach jeweils 20 h erneut dispergiert wurde. Der Nanodia-
mant wurde durch Zentrifugation von der Losung getrennt und dreimal mit Acetonitril,

dreimal mit einer 0.1m EDTA-L6sung gewaschen und anschlie3end durch Dialyse in
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Wasser gereinigt. Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fur weitere

Analytik bei 70 °C getrocknet. Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 68 mg.

FT-IR (DRIFTS): © = 3571 (w), 3459 (br. w, v(O-H)), 2108 (w), 1774 (s), 1654 (s),
1508 (w), 1458 (w), 1340 (w), 1014 (w), 1089 (w), 575 (w), 442 (w) cm™.

FT-IR (ATR, KBr): § = 3622 (br. w, v(O-H)), 2110 (w), 1784 (s), 1657 (s), 1520 (w),
1347 (w), 774 (w) cm2,

PartikelgrofRe (H20): 10% < 37 nm, 50% < 58 nm, 90% < 157 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -30.0 mV.

Oberflachenbelegung: (TGA): [Am (131-452°C) 4.48 %]; wegen unbekannter Struk-

tur keine Berechnung madglich.

Synthese von 3-(2-(2-(2-Chloroethoxy)ethoxy)ethoxy)prop-1-in (46)133

4 7 8
/\/O\/\ /\/Cl
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46

Es wurden 1.00 g 2-(2-(2-Chloroethoxy)ethoxy)ethanol (44, 5.93 mmol) und 1.5 ml
Propargylbromid (45, 80% LOsung in Toluol) in 15 ml DMF vorgelegt. Nach Kihlen
auf 0 °C wurden 356 mg Natriumhydrid (60% Dispersion in PE; 8.93 mmol) portions-
weise zugegeben. Es wurde 3 h bei 65 °C gerthrt und das Reaktionsgemisch an-
schliefiend mit 20 ml 0.5m Salzsaure gequencht. Die wassrige Phase wurde dreimal
mit je 20 ml Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tber Nat-
riumsulfat getrocknet. Nach entfernen des Losemittels i. Vak. wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat 3:1) gereinigt, um

ein farbloses Ol zu erhalten.
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Ausbeute: 1.01 g (4.89 mmol, 83%).
Rt 0.32 (Cyclohexan:Ethylacetat 3:1).

FT-IR (ATR): © = 3279 (br. m, v(O-H)), 2873 (m, v(C-Har)), 2118 (w, v(C=C)), 1451
(s), 1451 (w), 1352 (w), 1300 (w), 1245 (w), 1091 (s), 1043 (w), 663 (s) cm-.

1H NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 4.14 (d, 4J = 2.4 Hz, 2H, H-3), 3.70 (m, 4H, H-8/9),
3.56 (M, 8H, H-4/5/6/7), 3.41 (t, 4] = 2.4 Hz, 1H, H-1) ppm.

13C NMR (100 MHz, de-DMSO): & = 80.3 (Ct, C-1), 77.1 (Cq, C-2), 70.5 (Cs, C-
4/5/6/7/8), 69.7 (Cs, C-4/5/6/7/8), 69.6 (Cs, C-4/5/6/7/8), 69.5 (Cs, C-4/5/6/7/8), 68.5
(Cs, C-4/5/6/7/8), 57.5 (Cs, C-3), 43.5 (Cs, C-9) ppm.

Allgemeine Vorschrift zur Synthese von mit Glykollinker funktionalisiertem Na-

nodiamant 47

@Ot

N,_N

47

Es wurde azidfunktionalisierter Nanodiamant 41 in DMF 15 min im Ultraschallbad
dispergiert. Nach Zugabe von Kupfer(l)-iodid und Natriumascorbat wurde das Ge-
misch entgast. Es wurde 3-(2-(2-(2-Chloroethoxy)ethoxy)ethoxy)prop-1-in (46) zuge-
geben und fur 48 h bei RT geruhrt. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von
der Losung getrennt und dreimal mit DMF, dreimal mit Aceton, dreimal mit einer 0.1m
EDTA-L6sung und dreimal mit Wasser und erneut dreimal mit Aceton gewaschen.
Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fir weitere Analytik getrock-

net.

Synthese von mit Glykollinker funktionalisiertem HPHT Nanodiamant 44a

95 mg azidfunktionalisierter Nanodiamant 41a; 20 ml DMF; 50 mg Kupfer(l)-iodid
(263 pmol); 80 mg Natriumascorbat (404 pmol); 200 mg 3-(2-(2-(2-
Chloroethoxy)ethoxy)ethoxy)prop-1-in (46, 968 umol).
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Ruckgewinnung: 84 mg.

FT-IR (DRIFTS): © = 3577 (br. w, v(O-H)), 2966 (w, v(C-Har)), 2858 (w, v(C-H)), 1786
(s, v(C=0)), 1631 (m), 1476 (m), 1331 (w), 966 (w, v(C-Har)), 492 (W) cm™™.

FT-IR (ATR, KBr): © = 3502 (br. w, v(O-H)), 2962 (W, v(C-Har)), 2927 (w, v(C-H)),
1785 (s, v(C=0)), 1627 (m), 1455 (w), 1336 (w), 1087 (w), 485 (w) cm"™.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 12 nm, 50% < 20 nm, 90% < 46 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -54.7 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.11 mmol g* [Am (129-401°C) 3.80 %];
Fragment: C17H23CIN3Oz3 (353 g mol?).

Synthese von fluoreszentem, mit Glykollinker funktionalisiertem HPHT-

Nanodiamant 44b

10 mg fluoreszenter, azidfunktionalisierter Nanodiamant 41b; 10 ml DMF; 8 mg Kup-
fer(l)-iodid (42.0 umol); 10 mg Natriumascorbat (50.0 ymol); 25 mg 3-(2-(2-(2-
Chloroethoxy)ethoxy)ethoxy)prop-1-in (46, 121 ymol).

Ruckgewinnung: 10 mg.

FT-IR (DRIFT): © = 3265 (br. w, v(O-H)), 2958 (m, v(C-Har)), 2873 (m, v(C-H)), 1792
(s, v(C=0)), 1664 (m), 1487 (m), 1323 (w), 939 (w, v(C-Har)), 471 (W) cm™™.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 36 nm, 50% < 54 nm, 90% < 91 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -53.0 mV.
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Allgemeine Vorschrift zur Synthese von tiber HaloTag mit GFP-Binder funktio-

nalisiertem Nanodiamant 49/50

© N SNSS-
'N:N

49/50

Es wurde mit Glykollinker funktionalisierter Nanodiamant 44 in Wasser 15 min im Ult-
raschallbad dispergiert. Nach Zugabe von HaloTag-funktionalisiertem GFP-Binder 48
wurde fiir 48 h bei RT gerihrt. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von der
Ldsung getrennt, dreimal mit einer 250 uym Kochsalzlésung und dreimal mit Wasser
gewaschen. Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fiir weitere Ana-
lytik getrocknet.

Svynthese von uber HaloTag mit GFP-Binder funktionalisiertem HPHT-Nanodiamant
49a

30 mg Glykollinker funktionalisierter Nanodiamant 44a; 20 ml Wasser; 100 ul Halo-
Tag funktionalisierter GFP-Binder (48, 4.6 mg/ml in Wasser).

Ruckgewinnung: 27 mg.

FT-IR (DRIFTS): § = 3376 (br. w, v(O-H)), 2972 (w, v(C-Har)), 2875 (w, v(C-H)), 1789
(s, v(C=0)), 1656 (s, Amid 1), 1514 (w, Amid 1), 1460 (w), 1319 (w), 949 (w, v(C-Har)),
495 (w) cm™,

FT-IR (DRIFTS): § = 3510 (br. w, v(O-H)), 2962 (W, v(C-Har)), 2917 (W, v(C-H)), 1774
(s, v(C=0)), 1631 (s, Amid I), 1536 (w, Amid II), 1454 (w), 1317 (w), 1056 (w, v(C-
Har)), 435 (W) cm™.

Partikelgrof3e (H20): 10% < 25 nm, 50% < 32 nm, 90% < 59 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -47.4 mV.

Oberflachenbelegung: (durch TGA): [Am (124-416°C) 6.07 %]; wegen unbekannter

Struktur keine Berechnung maglich.
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Svynthese von fluoreszentem, tUber HaloTag mit GFP-Binder funktionalisiertemm HPHT-

Nanodiamant 49b

10 mg Glykollinker funktionalisierter Nanodiamant 44b; 8 ml Wasser; 50 yl Halo-Tag
funktionalisierter GFP-Binder (48, 4.6 mg/ml in Wasser).

Ruckgewinnung: 9 mg.

FT-IR (DRIFTS): © = 3321 (br. w, v(O-H)), 2970 (m, v(C-Har)), 2873 (w, v(C-H)), 1790
(s, v(C=0)), 1664 (s, Amid 1), 1533 (w, Amid I1), 1327 (w), 1230 (w), 931 (W, v(C-Har)),
486 (w) cm™,

PartikelgrofRe (H20): 10% < 36 nm, 50% < 57 nm, 90% < 113 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -44.5 mV.

Synthese von Uber HaloTag mit GFP-Binder und Biotin funktionalisiertem HPHT-

Nanodiamant 50

20 mg Glykollinker funktionalisierter Nanodiamant 44a; 20 ml Wasser; 500 ul Halo-
Tag funktionalisierter GFP-Binder (2.8 mg/ml in Wasser).

Ruckgewinnung: 19 mg.

FT-IR (DRIFTS): & = 3450 (br. w, v(O-H)), 2966 (W, v(C-Har)), 2885 (W, v(C-H)), 1782
(s, v(C=0)), 1656 (s, Amid I), 1514 (w, Amid I1), 1460 (w), 1325 (w), 496 (w) cm'™.,

PartikelgrofRe (H20): 10% < 17 nm, 50% < 28 nm, 90% < 63 nm.
Zeta-Potential (pH=7): -47.1 mV.

Oberflachenbelegung: (durch TGA): [Am (132-495°C) 5.93 %]; wegen unbekannter

Struktur keine Berechnung mdglich.
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Synthese von 1-(2-Amino-9H-purin-6-yl)-1-methylpyrrolidin-1-ium (54)137]

Es wurden 500 mg 6-Chlorguanin (52, 2.95 mmol) in 15 ml DMF dispergiert und
1.4 ml 1-Methylpyrollidin (53, 13.2 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
bei RT fur 2 d geruhrt und anschlieRend 2 ml Aceton zugegeben. Der ausfallende
Feststoff wurde abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Nach dem Trocknen wur-

de ein weilRer Feststoff erhalten.

Ausbeute: 616 mg (2.42 mmol, 82%).
Rt: 0.10 (Dichlormethan:Methanol 1:1).

FT-IR (ATR): © = 3345 (m), 3290 (m), 3180 (m), 2943 (w), 2895 (w), 2796 (w), 2756
(W), 2723 (W), 1626 (s), 1564 (s), 1520 (s), 1462 (s), 1400 (m), 1365 (s), 1294 (s),
1269 (m), 1055 (m), 1011 (m), 922 (s), 877 (M), 818 (s), 791 (M), 742 (W), 677 (W),
617 (s) cm.

'H NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 13.4 (s, 1H, NH), 8.35 (s, 1H, H-3), 7.12 (s, 2H,
NH2), 4.59 (m, 2H, H-6 oder H-9), 3.96 (m, 2H, H-6 oder H-9), 3.67 (s, 3H, H-10),
2.24 (m, 2H, H-7 oder H-8), 2.06 (m, 2H, H-7 oder H-8) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO0): & = 159.1 (Cgq, C-2), 158.6 (Cq, C-1), 151.7 (Cq, C-5),
143.0 (Ct, C-3), 116.0 (Cq, C-4), 64.0 (Cs, C-6/9), 51.5 (Cp, C-10), 21.4 (Cs, C-7/8)
ppm.
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Synthese von (4-((Prop-2-in-1-yloxy)methyl)phenylYmethanol (56)137]

Unter Nz-Atmosphare wurden 1.45 g 1,4-Phenylendimethanol (55, 10.5 mmol) in
35 ml DMF gel6st und 830 mg Natriumhydrid (60% in Paraffindl, 20.8 mmol) bei 0 °C
zugegeben. Nach 30 min Ruhren wurden 1.35 g 3-Bromprop-1-in (45, 9.08 mmol) in
5 ml DMF bei 0 °C tber 30 min zu getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei RT fir
2 h geruhrt und mit 25 ml Wasser gequencht. Es wurden 50 ml Dichlormethan zuge-
geben, die Phasen getrennt und die wassrige Phase viermal mit je 20 ml Dichlorme-
than extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat ge-
trocknet und das Losemittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromatographischer

Aufreinigung an Kieselgel (Dichlormethan) wurde ein farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 832mg (4.72mmol, 52%); [Nebenprodukt (1,4-Bis((Prop-2-in-1-
yloxy)methyl)benzol (57): 429 mg (2.00 mmol, 22%)].

Rt: 0.14 (Dichlormethan).

FT-IR (ATR): © = 3384 (br, m), 3024 (m), 2874 (br, w), 2862 (m), 2116 (w), 1514 (w),
1419 (w), 1354 (m), 1263 (w), 1213 (m), 1074 (s), 1012 (s), 939 (w), 808 (s), 760 (m),
633 (s) cm™.

IH NMR (400 MHz, ds-DMSO): & = 7.28 (m, 4H, H-3/4), 5.17 (t, 1H, OH), 4.49 (s, 2H,
H-6), 4.48 (s, 2H, H-11), 4.16 (d,4J = 2.4 Hz, 2H, H-7), 3.49 (t,4J = 2.4 Hz, 1H, H-9)
ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 142.1 (Cq, C-2), 135.8 (Cq, C-5), 127.7 (Ct, C-4),
126.4 (Ct, C-3), 80.2 (Cq, C-8), 77.4 (Ct, C-9), 70.6 (Cs, C-6), 62.7 (Cs, C-1), 56.7 (Cs,
C-7) ppm.
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Synthese von 6-((4-((Prop-2-in-1-yloxy)methyl)benzyloxy)-9H-purin-2-
amin (51)[137

7
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Unter Nz-Atmosphare wurden 1.00g (4-((Prop-2-in-1-yloxy)methyl)phenyl)-
methanol (56, 5.68 mmol) in 100 ml DMF geldst und 227 mg Natriumhydrid (60% in
Paraffindl, 5.68 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nach 1 h Ruhren wurden 880 mg 1-(2-
Amino-9H-purin-6-yl)-1-methylpyrrolidin-1-ium (54, 2.85 mmol) und 50 mg DMAP
(409 pmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei RT fur 18 h gertihrt und mit
3 ml Wasser gequencht. Das Lésemittel wurde i. Vak. entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel (Dichlormethan:Methanol 40:1 bis 15:1) auf

gereinigt. Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 903 mg (2.79 mmol, 98%).
Rt: 0.24 (Dichlormethan:Methanol 15:1).

FT-IR (ATR): © = 3460 (m), 3294 (m), 3097 (br, w), 2114 (w),1856 (br, w), 1658 (s),
1589 (s), 1525 (w), 1458 (s), 1419 (w), 1389 (w), 1329 (s), 1257 (s), 1165 (m), 1147
(m), 1095 (s), 1024 (w), 976(w), 958 (w), 910 (W), 879 (w), 843 (w), 818 (s), 773 (M),
705 (w), 669 (m), 634 (s) cm™.

IH NMR (400 MHz, ds-DMSO): & = 12.4 (s, 1H, NH), 7.81 (s, 1H, H-3), 7.50-7.48 (m,
2H, H-9), 7.36-7.34 (m, 2H, H-8), 6.31 (s, 2H, NHy), 5.48 (s, 2H, H-6), 4.53 (s, 2H, H-
11), 4.18 (d, 4] = 2.4 Hz, 2H, H-12), 3.49 (t, ) = 2.4 Hz, 1H, H-14) ppm.
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13C NMR (100 MHz, de-DMSO): & = 159.8 (Cq, C-5), 159.7 (Cq, C-1), 155.2 (Cq, C-2),
137.8 (Ci, C-3), 137.4 (Cq, C-10), 136.2 (Cq, C-7), 128.5 (Ci, C-9), 127.8 (Ci, C-8),
113.5 (Cq, C-4), 80.2 (Cq, C-13), 77.5 (Ct, C-14), 70.4 (Cs, C-11), 66.5 (Cs, C-6), 56.9
(Cs, C-12) ppm.

Synthese von guaninfunktionalisiertem Nanodiamant 58

0
N)\/[N\
! )
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Der azidfunktionalisierte Nanodiamant wurde in DMF dispergiert und anschlieRend
6-((4-((Prop-2-in-1-yloxy)methyl)benzyl)oxy)-9H-purin-2-amin (51) und  Natrium-
ascorbat zugegeben. Das Gemisch wurde entgast und erneut dispergiert. Es wurde
Cul zugegeben und fur 2 d geruhrt. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von
der Losung getrennt und viermal mit DMF, viermal mit einer 0.1m EDTA-LGsung,
dreimal mit Wasser und erneut dreimal mit DMF gewaschen. Die Probe wurde in

Wasser gelagert und ein Teil davon fir weitere Analytik i. Vak. getrocknet.

Synthese von quaninfunktionalisiertem HPHT Nanodiamant 58a

40 mg azidfunktionalisierten Nanodiamant 4l1a; 50mg 6-((4-((Prop-2-in-1-
yloxy)methyl)benzyl)oxy)-9H-purin-2-amin (51, 162 umol); 30 mg Natriumascorbat
(151 pmol); 15 ml DMF.
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Ruckgewinnung: 39 mg.

FT-IR (DRIFTS): = 3481 (w), 3367 (br. w, v(O-H)), 2956 (m, v(C-Har)), 2866 (m),
2839 (W), 2104 (w, C=C), 1786 (s), 1614 (s), 1454 (w), 1394 (w), 1277 (w), 1147 (w),
1088 (w), 787 (w), 636 (w) cm™.

FT-IR (ATR, KBr): © = 3502 (br. w, v(O-H)), 2954 (w, v(C-Har)), 2875 (W), 1772 (m),
1614 (s), 1575 (w), 1457 (w), 1388 (w), 1274 (w), 1153 (w), 1068 (w), 808 (W), 634

cm™,
PartikelgrofRe (H20): 10% <73 nm, 50% < 122 nm, 90% < 237 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -17.8 mV.

Synthese von quaninfunktionalisiertem, fluoreszenten Nanodiamant 58b

5 mg azidfunktionalisierten, fluoreszierenden Nanodiamant 41b; 25 mg 6-((4-((Prop-
2-in-1-yloxy)methyl)benzyl)oxy)-9H-purin-2-amin (51, 81 umol); 15 mg Natrium-
ascorbat (76 pmol); 15 ml DMF.

Rickgewinnung: 5 mg.

FT-IR (DRIFTS): ¥ = 3450 (w), 3199 (br. w, v(O-H)), 3132 (w), 2958 (m, v(C-Ha)),
2914 (m), 2868 (w), 2106 (w, C=C), 1618 (s), 1578 (s), 1506 (w), 1454 (w), 1401 (w),
1350 (w), 1281 (w), 1218 (w), 1149 (w), 1089 (w), 937 (w), 787 (m), 634 (w) cm™2.

PartikelgrofZe (H20): 10% < 75 nm, 50% < 129 nm, 90% < 249 nm.

Zeta-Potential (pH=7): -42.8 mV.
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7.5 Orthogonal funktionalisierter Nanodiamant

Synthese von 4-((TrimethylsilyethinyDbenzylalkohol (66)[143!

Unter N2-Atmosphéare wurden 9.35 g 4-Brombenzylalkohol (65, 50.0 mmol), 526 mg
Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)-chlorid (750 umol) und 71 mg Kupfer(l)-iodid
(375 pmol) in 150 ml Diisopropylamin vorgelegt und das Reaktionsgemisch entgast.
Nach Zugabe von 7.82 ml Trimethylsilylacetylen (64, 55.0 mmol) wurde 46 h bei
60 °C geruhrt. Die entstandenen Salze wurden abfiltriert und das Losemittel i. Vak.
entfernt. Nach Zugabe von 200 ml Ethylacetat wurde die organische Phase dreimal
mit je 100 ml halbkonz. Ammoniumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsemittel i. Vak. entfernt. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat 4:1)
wurde ein farbloser, kristalliner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 7.55 g (36.9 mmol, 75%); Lit.[143! 930%.
Smp: 67 °C; Lit.[14% 66 °C.
Rt: 0.32 (Cyclohexan:Ethylacetat 4:1).

FT-IR (ATR): 0 = 3392 (br. w, v(0O-H)), 2959 (w, v(C-Har)), 2900 (w, v(C-H)), 2157 (s,
v(C=C)), 1506 (m, v(C=C)), 1435 (w), 1406 (m), 1325 (w), 1293 (w), 1248 (s), 1220
(W), 1202 (m), 1109 (w), 1022 (s), 1011 (s), 952 (W), 836 (s, 8(C-Har)), 755 (S), 695
(m), 635 (s) cm™.

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.47-7.44 (m, 3J+4] = 8.4 Hz, 2H, H-6), 7.30-7.28 (m,
3J44] = 8.4 Hz, 2H, H-5), 4.69 (s, 2H, H-8), 1.70 (s, 1H, OH), 0.25 (s, 9H, H-1) ppm.
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13C NMR (100 MHz, CDCla): & = 141.3 (Cq, C-7), 132.2 (Cy, C-5), 126.7 (Ci, C-6),
122.4 (Cq, C-4), 105.1 (Cq, C-3), 94.3 (Cq, C-2), 64.9 (Cs, C-8), 0.10 (Cp, C-1) ppm.

Synthese von (4-Ethynyl)benzylalkohol (63)143]

63

Es wurden 7.40 g 4-((Trimethylsilyl)ethinyl)benzylalkohol (66, 36.2 mmol) in 60 ml
Tetrahydrofuran vorgelegt und 7.20 ml einer Tetrabutylammoniumfluorid-Lésung (1m
in THF, 7.20 mmol) zugegeben. Nach Ruhren fur 2 h bei RT wurde das Lésemittel
i Vak. entfernt und saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat
3:1) gereinigt. Das Produkt 63 lag als orangener, kristalliner Feststoff vor.

Ausbeute: 4.68 g (35.5 mmol, 98%); Lit.[143! 95%.

Smp: 39-40 °C; Lit.[17°1 37-39 °C.

Rf: 0.23 (Cyclohexan:Ethylacetat 3:1).

FT-IR (ATR): © = 3337 (br. w, v(O-H)), 3283 (m, v(=C-H)), 3259 (m, v(=C-H)), 2910
(w, v(C-Har)), 2853 (w, v(C-H)), 2109 (w, v(C=C)), 1917 (w), 1507 (m, v(C=C)), 1468
(m), 1447 (m), 1410 (m), 1354 (m), 1343 (m), 1298 (m), 1278 (m), 1209 (m), 1173
(w), 1111 (w), 1024 (s), 1012 (s), 836 (s, 5(C-Har)), 818 (s), 683 (s), 646 (s), 618

(s) cm™.

I1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.49-7.46 (m, 3J+4J = 8.5 Hz, 2H, H-5), 7.31-7.29
(m, ,3J+4] = 8.5 Hz, 2H, H-4), 4.66 (d, 3J = 5.9 Hz, 2H, H-7), 3.07 (s, 1H, H-1), 2.06 (t,
3J =5.9 Hz, 1H, OH) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): & = 141.7 (Cq, C-6), 132.4 (C:, C-4), 126.8 (Ci, C-5),
121.4 (Cq, C-3), 83.6 (Cq, C-2), 77.3 (Ct, C-1), 64.9 (Cs, C-7) ppm.
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MS (EI, 70 eV): miz (%) = 132 (M*, 100), 131 (M*-H, 64), 104 (25), 103 (86), 82 (29),
77(34).

Synthese von N-(4-Brombenzyl)-2,2.2-trifluoroacetamid (69)[14°

Unter N2-Atmosphare wurden 4.00 g 4-Brombenzylaminhydrochlorid (67, 18.0 mmol)
in 120 ml trockenem Dichlormethan und 16 ml trockenem Diisopropylamin vorgelegt
und auf 0 °C gekuhlt. Es wurden 7.60 ml Trifluoressigsaureanhydrid (68, 11.3 g,
54.0 mmol) zugetropft und das Gemisch fur 2 h bei RT gerihrt. Nach Zugabe von
40 ml Wasser wurden die Phasen getrennt und die organische Phase dreimal mit je
20 ml Wasser gewaschen. Die vereinigten, wassrigen Phasen wurden dreimal mit je
50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromato-
graphischer Aufreinigung an Kieselgel (Dichlormethan:n-Pentan 1:2) wurde ein farb-
loser, kristalliner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 4.48 g (15.9 mmol, 88%).
Smp: 118-119 °C.
Rf. 0.43 (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1).

FT-IR (ATR): © = 3283 (br. w, v(N-H)), 3104 (br. w, v(N-H)), 1703 (s, v(C=0)), 1557
(m, v(C=C)), 1489 (m), 1438 (w), 1428 (w), 1405 (m), 1362 (w), 1275 (w), 1215 (w),
1173 (s), 1153 (s), 1071 (m), 1002 (s), 979 (m), 944 (w), 848 (s, &(C-Har)), 796 (s),
701 (s), 637 (m) cm™,

1H NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 10.0 (s, 1H, NH), 7.57-7.54 (m, 3J+4J = 8.6 Hz, 2H,
H-2), 7.26-7.22 (m, 3J+4J = 8.6 Hz, 2H, H-3), 4.36 (s, 2H, H-5) ppm.
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13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 156.4 (g, Cq, C-6), 136.9 (Cq, C-1), 131.4 (Cy, C-
2), 129.6 (Cy, C-3), 120.4 (Cq, C-4), 115.9 (g, Cq, C-7), 41.2 (Cs, C-5) ppm.

EA: gem.: C 38.77; H 2.37; N 5.25; ber. fir CoH7BrFsNO: C 38.32; H 2.50; N 4.97 %.

MS (EI, 70 e): m/z (%) = 283 (M* Brél, 55), 281 (M* Br’®, 55), 202 (M-Br, 100), 171
(37), 169 (37), 107 (25), 90 (19).

Synthese von N-(4-((TrimethylsilyDethinyl)benzyl)-2.2.2-trifluoroacetamid

(70)l146]
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Unter Nz2-Atmosphére wurden 7.00 g N-(4-Brombenzyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (69,
24.8 mmol), 48 mg Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)-chlorid (124 umol) und 12 mg
Kupfer(l)-iodid (62.0 pmol) in 120 ml Diisopropylamin vorgelegt und das Reaktions-
gemisch entgast. Nach Zugabe von 2.79 g Trimethylsilylacetylen (64, 28.5 mmol)
wurde 46 h bei RT gerthrt. Das Ldosemittel wurde i. Vak. entfernt, 100 ml Dichlor-
methan zugegeben und dreimal mit je 50 ml 0.1 m Dinatriumethylendiamintetraacetat
gewaschen. Die vereinigten, wassrigen Phasen wurden dreimal mit je 50 ml Dichlor-
methan extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losemittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromatographischer Auf-
reinigung an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1) wurde ein farbloser, kristalliner

Feststoff erhalten.

Ausbeute: 6.70 g (22.4 mmol, 90%).
Smp: 80 °C.

Rf: 0.26 (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1).

149



Experimenteller Teil

FT-IR (ATR): © = 3299 (br. w, v(N-H)), 3100 (br. w, v(N-H)), 2963 (W, v(C-Har)), 2904
(w, v(C-H)), 2161 (m, v(C=C)), 1698 (s, v(C=0)), 1556 (m, v(C=C)), 1507 (m), 1438
(W), 1412 (w), 1365 (w), 1338 (w), 1250 (m), 1212 (w), 1165 (s), 1021 (w), 985 (w),
841 (s, 8(C-Har)), 759 (s), 699 (m), 637 (m), 603 (m) cm.

1H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & = 10.0 (s, 1H, NH), 7.46-7.43 (m, 3J+4J = 8.4 Hz, 2H,
H-5), 7.28-7.26 (m, 3J+4] = 8.4 Hz, 2H, H-6), 4.40 (s, 2H, H-8), 0.22 (s, 9H, H-1) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 156.4 (g, Cq, C-9), 138.4 (Cq, C-4), 131.8 (Cy, C-
5), 127.6 (Cy, C-6), 121.1 (Cq, C-7), 115.9 (g, Cq, C-10), 104.9 (Cq, C-3), 94.2 (Cq, C-
2), 42.3 (Cs, C-8), -0.12 (Cq, C-1) ppm.

EA: gem.: C 56.39; H 5.51; N 4.72; ber. fur C14H16FsNOSi: C 56.17; H 5.39; N
4.68 %.

MS (EI, 70 e): miz (%) = 299 (M*, 32), 284 (M*-Me, 100), 191 (12), 129 (16), 115 (13),
86 (12).

Synthese von N-(4-Ethinylbenzyl)-2,2.2-trifluoracetamid (61)

Es wurden 3.50g N-(4-((Trimethylsilyl)ethinyl)benzyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (70,
11.7 mmol) in 30 ml Tetrahydrofuran vorgelegt und 35 ml Tetrabutylammoniumfluo-
rid-Losung (1M in THF, 35.0 mmol) zugegeben. Nach Ruhren fur 4 h bei RT wurde
das Losemittel i. Vak. entfernt und 100 ml Dichlormethan zugegeben. Nach dreimali-
gem Waschen mit Wasser wurden die vereinigten wassrigen Phasen dreimal mit je
30 ml Dichlormethan extrahiert. Nach Trocknen Uber Natriumsulfat wurde das Lose-
mittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (Cyclohe-

xan:Ethylacetat 5:1) gereinigt, um einen farblosen, kristallinen Feststoff zu erhalten.
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Ausbeute: 2.49 g (8.98 mmol, 77%).
Smp: 101 °C.
Rf: 0.44 (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1).

FT-IR (ATR): © = 3294 (br. w, v(N-H)), 3104 (br. w, v(N-H)), 2110 (w, v(C=C)), 1700
(s, v(C=0)), 1556 (m, v(C=C)), 1505 (m), 1447 (w), 1414 (w), 1371 (m), 1338 (w),
1310 (w), 1233 (w), 1200 (w), 1179 (m), 1151 (s), 1045 (w), 1022 (w), 983 (m), 954
(w), 841 (m, 3(C-Har)), 742 (w), 704 (m), 658 (s), 614 (m) cm™.

'H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 8 =10.0 (t, 3J=5.7 Hz, 1H, NH), 7.48-7.45 (m,
3J+4) = 8.4 Hz, 2H, H-4), 7.30-7.27 (m, 3J+4) = 8.4 Hz, 2H, H-5), 4.40 (d, 3J = 5.7 Hz,
2H, H-7), 4.19 (s, 1H, H-1) ppm;

13C NMR (100 MHz, de-DMSO): & = 156.4 (g, Cq, C-8), 138.4 (Cq, C-3), 131.8 (Ct, C-
4), 127.6 (Ci, C-5), 120.7 (Cq, C-6), 115.9 (q, Cq, C-9), 83.1 (Cq, C-2), 80.7 (Cq, C-1),
42.3 (Cs, C-7) ppm.

EA: gem.: C 58.41; H 3.64; N 6.30; ber. fir C11HsF3sNO: C 58.15; H 3.55; N 6.17 %.

MS (El, 70 e): m/z (%) = 227 (M*, 100), 226 (M*-H, 29), 158 (20), 130 (23), 115 (64),
103 (18), 69 (12).

Synthese von 2-Brom-4-nitroanilin (73)!147]

Es wurden 10.0 g 4-Nitroanilin (71, 72.4 mmol) in 80 ml Essigsdure vorgelegt und auf
55 °C erhitzt. Es wurden portionsweise 12.9 g N-Bromsuccinimid (72, 72.5 mmol)
hinzugegeben und fiir 16 h bei 55 °C gerihrt. Nach Abkihlen wurde das Reaktions-
gemisch auf 300 ml Eiswasser geschuttet und der ausfallende, gelbe Feststoff abfil-
triert. Dieser wurde mit Eiswasser gewaschen und im Exsikkator Uber Orangegel ge-

trocknet.
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Ausbeute: 14.8 g (68.2 mmol, 94%); Lit.[1471 929%.
Smp: 106-107 °C; Lit.1*8% 105-106 °C.
Rt 0.22 (Cyclohexan:Ethylacetat 4:1).

FT-IR (ATR): O = 3477 (br. w, v(N-H)), 3368 (br. w, V(N-H)), 3196 (br. w, v(N-H)),
3096 (br. w), 1619 (s, v(N-H)), 1584 (m, v(C=C)), 1478 (s), 1297 (s, V(NO2)), 1261 (s,
v(NO2)), 1156 (w), 1118 (s), 1026 (w), 893 (s), 819 (s), 744 (s), 696 (), 637 (S, V(C-
Br) cm™.

IHNMR (400 MHz, de-DMSO): &=8.37 (d, 4J=25Hz, 1H, H-3), 8.03 (dd,
3J =9.0 Hz, 43 =2.5 Hz, 1H, H-5), 6.74 (d, 3J =9.0 Hz, 1H, H-6), 4.81 (s, 2H, NH)
ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 152.4 (Cq, C-4), 136.2 (Cq, C-1), 128.9 (Ct, C-3),
125.1 (Ct, C-5), 113.4 (Ct, C-6), 105.0 (Cq, C-2) ppm.

EA: gem.: C 33.21; H 2.32; N 12.91; ber. fur CsHsN202: C 33.38; H 2.32; N 12.94 %.

MS (El, 70 e): miz (%) = 218 (M* Brél, 90), 216 (M* Br’®, 93), 188 (71), 186 (72), 91
(64), 90 (100).

Synthese von 2-Brom-6-iod-4-nitroanilin (74)!148]

Es wurden 6.00 g 2-Brom-4-nitroanilin (73, 27.7 mmol) in 100 ml Essigsaure, 3 ml
konz. Schwefelsaure und 20 ml Wasser vorgelegt. Anschliel3end wurden 3.05 g lod
(22.0 mmol) und 1.37 g Periodsaure (6.00 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde 3 h bei 70 °C geruhrt. Der ausfallende Feststoff wurde mit Wasser gewaschen
und das uberschuissige lod durch Sublimation entfernt. Das Rohprodukt wurde sau-
lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat/Triethylamin

1:1:0.1). Als Produkt wurde ein gelb-orangener, feinkristalliner Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 8.02 g (23.4 mmol, 85%).
Smp: 234 °C; Litl181 234 °C.
Rr: 0.28 (Cyclohexan:Ethylacetat:Triethylamin 5:1:0.1).

FT-IR (ATR): © = 3469 (br. m, v(N-H)), 3358 (br. m, v(N-H)), 3076 (br. m), 1596 (m,
v(C=C)), 1557 (w), 1490 (s), 1465 (s), 1313 (w), 1290 (s, V(NO2)), 1264 (s, v(NO2)),
1119 (s), 1023 (W), 947 (s), 900 (m), 821 (m), 741 (m), 715 (m), 685 (m), 639 (W, v(C-

Br) cm™.

H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & = 8.43 (d, 4J = 2.5 Hz, 1H, H-5), 8.29 (d, 4J = 2.5 Hz,
1H, H-3), 6.58 (s, 2H, NH) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 151.4 (Cq, C-4), 137.2 (Cq, C-1), 134.3 (Ct, C-5),
128.5 (Ct, C-3), 103.6 (Cq, C-2), 80.2 (Cq, C-6) ppm.

EA: gem.: C 21.82; H 1.28; N 7.96; ber. fur CeHaNBrl: C 21.02; H 1.18; N 8.17 %.

MS (El, 70 e): m/z (%) = 344 (M* B, 99), 342 (M* Br’®, 100), 314 (47), 312 (49),
171 (36), 170 (38), 90 (61).

Synthese von 1-Brom-3-iod-5-nitrobenzol (75)!149

75

Es wurden 20 ml Amylnitrit (13, 17.4 g, 149 mmol) in 20 ml DMF vorgelegt und auf
50 °C erhitzt und 4.00 g 1-Brom-3-iod-5-nitrobenzol (74, 12.2 mmol) portionsweise
zugegeben. Nach Ruhren fur 1 h bei 50 °C wurde das Reaktionsgemisch auf RT ge-
kihlt und auf 150 ml 2N Salzsdure gegeben. Nachdem keine Gasentwicklung mehr
auftrat, wurde die wassrige Phase funfmal mit je 60 ml Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet und das L6-
semittel i. Vak. entfernt. Nach s&ulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel

(Cyclohexan) wurde ein farbloses Pulver erhalten.

153



Experimenteller Teil

Ausbeute: 3.21 g (9.79 mmol, 84%).
Smp: 103 °C; Litl'821 98 °C.
Rt: 0.16 (Cyclohexan).

FT-IR (ATR): § = 3068 (m), 2843 (W, v(C-Har)), 1521 (s, v(C=C)), 1413 (w), 1398 (W),
1332 (s, V(NO2)), 1286 (s, V(NO2)), 1119 (w), 1100 (w), 880 (s), 734 (s), 718 (s), 652

(s) cmL.

'H NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 8.50-8.49 (m, 1H, H-4), 8.47-8.46 (m, 1H, H-6),
8.41-8.39 (m, 1H, H-2) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 148.8 (Cq, C-3), 145.1 (Ct, C-6), 130.9 (Ct, C-4),
125.7 (Cy, C-2), 122.8 (Cq, C-1), 96.1 (Cq, C-5) ppm.

EA: gem.: C 22.24; H 0.97; N 4.26; ber. fur CeHsBrINO2: C 21.98; H 0.92; N 4.27 %.

MS (El, 70 e): m/z (%) = 329 (M* Brét, 96), 327 (M* Br’®, 100), 284 (37), 283 (39),
156 (24), 154 (25), 75 (58), 74 (31).

Synthese von 3-Brom-5-iodanilin (76)

Es wurden 610 mg 1-Brom-3-iod-5-nitrobenzol (75, 1.86 mmol) in 5 ml THF und 5 ml
Ethanol vorgelegt. Es wurden 2.41 g Zinn-ll-chlorid-2-hydrat (10.7 mmol) portions-
weise zugegeben und das Reaktionsgemisch fur 18 h bei RT geriihrt. Das Losemittel
wurde i. Vak. entfernt und der Ruckstand 2 h mit 35 ml 2m NaOH-L6sung gerihrt. Die
Losung wurde viermal mit je 20 ml Diethylether extrahiert und die organischen Pha-
sen vereinigt. Nach Trocknen tUber Magnesiumsulfat und Entfernen des Losemittels
i. Vak. lag das Rohprodukt als blassgelber Feststoff vor. Dieser wurde entsprechend

der Literaturvorschrift direkt weiter umgesetzt.
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Ausbeute: 630 mg (Rohprodukt; wurde ohne Aufreinigung direkt weiter umgesetzt,

theoretisch 2.11 mmol).
Rf: 0.40 (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1).

I1H NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 6.92-6.90 (m, 2H, H-3/5), 6.72-6.71 (m, 1H, H-1),
5.62 (s, br, 2H, NH2) ppm.

Synthese von tert-Butyl(3-brom-5-iodphenyl)carbamat (62)[150

Es wurden 630 mg 3-Brom-5-iodanilin (76, Rohprodukt, theoretisch 2.11 mmol) in
15 ml Chloroform dispergiert und eine Losung aus 1.15 g Di-tert-butylcarbonat
(5.28 mmol), 370 mg Natriumchlorid (6.33 mmol) und 532 mg Natriumhydogencarbo-
nat (6.33 mmol) in 15 ml Wasser hinzugegeben. Nach Refluxieren fir 2 d wurden
30 ml Wasser zugegeben, die Phasen getrennt und die wassrige Phase viermal mit
je 15 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinten, organischen Phasen wurden mit
konzentrierter Salzlésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losemittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde in einem Ethanol/Wasser-Gemisch
umkristallisiert und das geschitzte Amin 62 als weil3er Feststoff erhalten.

Ausbeute: 626 mg (1.57 mmol, 75 % Uber 2 Stufen).
Smp: 117 °C.
Rt: 0.10 (Cyclohexan).

FT-IR (ATR): § = 3342 (s), 3070 (W, v(C-Har)), 2978 (W), 2937 (w), 1693 (s, v(C=C)),
1571 (s), 1514 (s), 1439 (m), 1396 (s), 1367 (w), 1396 (W), 1269 (w), 1248 (m), 1227
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(W), 1153 (s), 1103 (m), 1059 (m), 1034 (w), 984 (w), 926 (w), 852 (s), 831 (s), 762
(m), 714 (m), 663 (w) cm-L.

IH NMR (400 MHz, ds-DMSO): & = 9.67 (s, 1H, NHBoc), 7.85 (m, 1H, H-3), 7.69 (m,
1H, H-5), 7.50 (m, 1H, H-1), 1.47 (s, 9H, OC(CHz)3) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 152.4 (Cq, C-7), 142.3 (Cq, C-4), 132.0 (Ct, C-1),
125.1 (Ct, C-5), 122.4 (Cq, C-2), 119.7 (Ci, C-3), 95.6 (Cq, C-6), 80.1 (Cq, C-8). 28.0
(Cs, C-9) ppm.

EA: gem.: C 33.32; H 3.34; N 3.86; ber. fur C11H13BrINO2: C 33.19; H 3.29; N 3.52 %.

MS (EI, 70 e): m/z (%) = 399 (M* Brél, 5), 337 (M* Br®, 5), 343 (M*- CaHo Brél, 20),
341 (M* - CaHo Br’®, 20), 299 (M*- Boc Brét, 21), 297 (M* - Boc Br’®, 22), 57 (CaHo*
100).

Synthese von tert-Butyl-(3-brom-5-((4-(hydroxymethyDphenylethinyl)phenyl))-

carbamat (77)

Unter N2-Atmosphare wurden 3.92 g tert-Butyl(3-brom-5-iodphenyl)carbamat (62,
9.85 mmol), 60 mg Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)-chlorid (85.4 ymol) und 20 mg
Kupfer(l)-iodid (105 pmol) in 150 ml Diisopropylamin vorgelegt und das Reaktions-
gemisch entgast. Nach Zugabe von 1.31 g (4-Ethynyl)benzylalkohol (63, 9.91 mmol)
wurde 18 h bei RT gerthrt. Das Losemittel wurde i. Vak. entfernt, 70 ml Ethylacetat
zugegeben und mit 25 ml einer 1M EDTA-L6sung gewaschen. Die wassrige Phase
wurde funfmal mit je 25 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten, organischen Pha-

sen wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel i. Vak. entfernt. Nach
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saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat 3:1)

wurde ein gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 3.11 g (7,73 mmol, 79%).
Smp: 160 °C.
Rt 0.26 (Cyclohexan:Ethylacetat 3:2).

FT-IR (ATR): § = 3421 (m), 3224 (m), 2927 (M, v(C-Har)), 1689 (s, v(C=0)), 1594 (s),
1538 (s), 1444 (s), 1403 (m), 1365 (m), 1277 (s), 1236 (m), 1159 (s), 1078 (s), 1014
(s), 846 (s), 804 (s), 732 (W), 674 (m) cm-L.

IH NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 9.72 (s, 1H, NHBoc), 7.73 (m, 1H, H-5), 7.61 (m,
1H, H-3), 7.54-7.52 (m, 2H, H-10), 7.38-7.36 (m, 2H, H-11), 7.34 (q, 1H, H-1), 5.31 (t,
3] = 5.7 Hz, 1H, OH), 4.53 (d, 3] = 5.7 Hz, 2H, H-13), 1.49 (s, 9H, H-16) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 152.6 (Cq, C-14), 143.9 (Cq, C-13), 141.3 (Cq, C-
4), 131.3 (Cy, C-10), 126.9 (Cy, C-1), 126.6 (Ct, C-11), 124.6 (Cq, C-6), 121.7 (Cq, C-7),
120.5 (Ct, C-5), 119.8 (Cq, C-9), 119.1 (Ct, C-3), 90.5 (Cq, C-8), 87.3 (Cq, C-2), 80.0
(Cq, C-15), 62.5 (Cs, C-13), 28.0 (Cp, C-16) ppm.

EA: gem.: C 60.40; H 5.37; N 3.24; ber. fir C20H20BrNOs: C 59.71; H 5.01; N 3.48 %.

MS (El, 70 e): m/z (%) = 403 (M* Brél, 12), 401 (M* Br’®, 12), 347 (42), 345 (43), 303
(52), 301 (52), 57 (CMes*,100).
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Synthese von tert-Butyl(3-((4-(hydroxymethyl)phenyhethinyl)-5-((4-((2,2,2-tri-

fluoroacetoamido)methylphenylethinyl)phenyl)carbamat (78)

78

Unter N2-Atmosphére wurden 3.00 g tert-Butyl(3-brom-5-((4-(hydroxy-
methyl)phenyl)ethinyl)phenyl))-carbamat (77, 7.46 mmol), 150 mg Bis(benzonitril)-
palladium(ll)-chlorid (391 pymol) und 50 mg Kupfer(l)-iodid (263 pmol), 500 ul Tri-tert-
butylphosphin (500 pymol, 1M Lésung in Toluol) in 200 ml Diisopropylamin vorgelegt
und das Reaktionsgemisch entgast. Nach Zugabe von 2.30 g N-(4-Ethinylbenzyl)-
2,2,2-trifluoroacetamid (61) (8.30 mmol) wurde 18 h bei RT gerthrt. Das Lésemittel
wurde i. Vak. entfernt, 50 ml Ethylacetat zugegeben und zweimal mit 25 ml einer 1m
EDTA-L6sung gewaschen. Die wassrige Phase wurde finfmal mit je 50 ml Ethyl-
acetat extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurde Uber Natriumsulfat ge-
trocknet und das Losemittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromatographischer Auf-
reinigung an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat 2:1) wurde ein gelber Feststoff
erhalten.

Ausbeute: 3.58 g (6.53 mmol, 88%).
Smp: 138 °C.
Rt: 0.16 (Cyclohexan:Ethylacetat 2:1).

FT-IR (ATR): § = 3330 (m), 2981 (m, v(C-Har)), 1699 (s, v(C=0)), 1586 (s), 1527 (s),
1429 (m), 1367 (m), 1270 (m), 1159 (s), 1055 (m), 1016 (w), 985 (w), 862 (m), 812
(m), 773 (w), 675 (m) cm-L.

'H NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 10.0 (t, 3J = 5.8 Hz, 1H, NH), 9.69 (s, 1H, NHBoc),
7.67 (M, 2H, H-3/5), 7.62-7.50 (m, 4H, H-10/17), 7.39-7.32 (m, 4H, H-11/18), 7.31
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(m, 1H, H-1), 5.31 (t, 3] = 5.7 Hz, 1H, OH), 4.54 (d, 3J = 5.7 Hz, 2H, H-13), 4.44 (d,
3] = 5.7 Hz, 2H, H-20), 1.50 (s, 9H, H-25) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 156.5 (g, Cq, C-21), 152.7 (Cq, C-23), 143.8 (Ca,
C-12), 140.3 (Cq, C-19), 138.5 (Cq, C-4), 131.7 (Ct, C-10 oder C-17), 131.3 (Ci, C-10
oder C-17), 127.8 (Ci, C-11 oder C-18), 127.6 (Ct, C-1), 126.7 (Ci, C-11 oder C-18),
123.4 (Cq, C-2), 123.2 (Cq, C-6), 120.9 (Cq, C-9), 120.4 (Ci, C-3/5), 120.0 (Cq, C-16),
116.0 (g, Cq, C-22), 89.9 (Cq, C-14), 89.5 (Cq, C-7), 88.5 (Cq, C-15), 87.9 (Cq, C-8),
79.9 (Cq, C-24), 62.5 (Cs, C-13), 42.4 (Cs, C-20), 28.1 (Cp, C-25) ppm.

EA: gem.: C 67.20; H 4.89; N 4.95; ber. fur Cs1H27F3N203: C 67.88; H 4.96; N 5.11 %.

MS (El, 70 e): m/z (%) = 548 (M*, 100), 474 (15), 452 (35), 448 (M* - Boc, 100), 333
(12), 59 (21), 56 (CaHs*,43), 44 (CO2, 57), 41 (73).

Synthese von tert-Butyl(3-((4-(azidomethyl)phenyhethiny)-5-((4-((2,2,2-tri-
fluoroacetoamido)methylphenylethiny)phenyl)carbamat (79)

25

Unter N2-Atmosphéare wurden 1.80 g tert-Butyl(3-((4-(hydroxymethyl)phenyl)ethinyl)-
5-((4-((2,2,2-tri-fluoroacetoamido)methyl)phenyl)ethinyl)phenyl)carbamat (49,
3.28 mmol) und 10 ml Triethylamin in 100 ml trockenem THF vorgelegt. Es wurden
3 ml Mesylchlorid (38.8 mmol) bei 0 °C zu getropft und fir 30 min bei RT gerihrt. Die
Reaktion wurde mit 20 ml Wasser gequencht und das THF i. Vak. entfernt. Es wur-
den 100 ml DMF und 1.07 g Natriumazid (16.4 mmol) zugegeben und fur 18 h ge-
riahrt. Das Losemittel wurde i. Vak. entfernt, 100 ml Wasser zugegeben und die

wassrige Phase funfmal mit je 30 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten, organi-
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schen Phasen wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel i. Vak. ent-
fernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohe-

xan:Ethylacetat 3:1) wurde ein weilRer Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.56 g (2.72 mmol, 83% uber 2 Stufen).
Smp: 136 °C.
Rt 0.66 (Cyclohexan:Ethylacetat 2:1).

FT-IR (ATR): © =3327 (m), 2979 (w, v(C-Ha)), 2929 (W),2092 (s, v(Ns), 1699 (s,
v(C=0)), 1589 (s), 1525 (s), 1429 (m), 1367 (m), 1269 (W), 1264 (w), 1159 (s), 1072
(m), 984 (m), 864 (m), 841 (w), 812 (m), 675 (m) cm™.

IH NMR (400 MHz, ds-DMSO): & = 10.0 (t, 3J = 6.0 Hz, 1H, NH), 9.70 (s, 1H, NHBoc),
7.68 (M, 2H, H-3/5), 7.62-7.57 (m, 4H, H-10/17), 7.45-7.43 (m, 2H, H-11), 7.35-7.33
(m, 3H, H-1/18), 4.52 (s, 2H, H-13), 4.43 (d, 3J = 6.0 Hz, 2H, H-20), 1.49 (s, 9H, H-25)
ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 157.1 (g, Cq, C-21), 152.7 (Cq, C-23), 140.4 (Ca,
C-12), 138.6 (Cq, C-19), 136.7 (Cq, C-4), 131.9 (Ct, C-10 oder C-17), 131.8 (Ci, C-10
oder C-17), 128.8 (Ct, C-11), 127.8 (Ci, C-18), 127.7 (Cy, C-1), 123.2 (Cq, C-2), 123.1
(Cq, C-6), 121.7 (Cq, C-16), 120.9 (Cq, C-9), 120.6 (Cy, C-3/5), 116.0 (g, Cp, C-22),
89.5 (Cq, C-14), 89.4 (Cq, C-7), 88.8 (Cq, C-15), 88.4 (Cq, C-8), 79.9 (Cq, C-24), 53.2
(Cs, C-13), 42.4 (Cs, C-20), 28.1 (Cp, C-25) ppm.

EA: gem.: C 64.48; H 4.63; N 12.15; ber. fur CsiH26F3NsO3: C 64.92; H 4.57; N
12.21 %.

MS (ESI,+): gef.: 596.1880, ber. fir C3i1H2sF3NsO3+Na*: 569.1885.
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Synthese von N-(4-((3-Amino-5-((4-(azidomethyl)phenylethinyl)phenyl)ethinyl)-
benzyl)-2,2 2-trifluoroacetamid (60)

Es wurden 1.00g tert-Butyl(3-((4-(azidomethyl)phenyl)ethinyl)-5-((4-((2,2,2-tri-
fluoroacetoamido)methyl)phenyl)ethinyl)phenyl)carbamat (79, 1.74 mmol) in 50 ml
Dichlormethan gelést und 5 ml Trifluoressigsaure zugetropft. Nach Rihren fir 1 h bei
RT wurden unter Eisbadkiihlung erst 30 ml Wasser, dann 20 ml Triethylamin zuge-
tropft. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase funfmal mit je 40 ml
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden Uber Natri-
umsulfat getrocknet und das Lésemittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromatographi-
scher Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat:Triethylamin 1:1:0.1) wurde
ein weilRer Feststoff erhalten.

Ausbeute: 697 mg (1.47 mmol, 84%).

Smp: 142 °C.

Rt 0.26 (Cyclohexan:Ethylacetat: Triethylamin 1:1:0.1).

FT-IR (ATR): © = 3477 (m), 3383 (m), 3321 (m), 3085 (w), 3032 (w), 2939 (w, v(C-
Har)), 2887 (W), 2090 (s, v(N3)), 1701 (s, v(C=0)), 1612 (m), 1585 (s), 1550 (s), 1511

(W), 1421 (m), 1365 (m), 1311 (w), 1240 (w), 1211 (w), 1165 (s), 997 (m), 879 (m),
846 (s), 804 (s), 725 (m), 673 (s) cm™.

IH NMR (400 MHz, d-DMSO): & = 10.1 (t, 3 = 5.9 Hz, 1H, NH), 7.58-7.52 (m, 4H, H-
10/17), 7.43-7.41 (m, 2H, H-11), 7.33-7.31 (m, 2H, H-18), 5.84 (t, 4J = 1.4 Hz, 1H, H-
1), 6.76 (d, 43 = 1.4 Hz, 2H, H-3/5), 5.50 (s, 2H, NH2), 4.51 (s, 1H, H-13), 4.44 (d,
3J = 5.9 Hz, 2H, H-20) ppm.

161



Experimenteller Teil

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 156.5 (g, Cq, C-21), 149.2 (Cq, C-4), 138.2 (Ca,
C-12), 136.4 (Cq, C-19), 131.7 (Ci, C-10 oder C-17), 131.6 (Ci, C-10 oder C-17),
128.8 (Ct, C-11), 127.7 (Ci, C-18), 123.1 (Cq, C-2), 123.1 (Cq, C-6), 122.0 (Cq, C-16),
121.4 (Cy, C-1), 121.2 (Cq, C-9), 116.6 (Cy, 3/5), 116.0 (q, Cp, C-22), 89.6 (Cq, C-14),
89.2 (Cq, C-7), 88.4 (Cq, C-15), 88.3 (Cq, C-8), 53.2 (Cs, C-13), 42.4 (Cs, C-20) ppm.

EA: gem.: C 65.85; H 3.95; N 14.65; ber. fir CzsHisF3NsO: C 65.96; H 3.83; N
14.79 %.

MS (ESI,+): gef.: 969.2819, ber. fur Cs2HzsFeN10O2+Na*: 969.2825.

Synthese von N-(4-((3-Amino-5-((4-(aminomethyl)phenyl)ethinyl)phenyl)-

ethinyl)benzyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (80)

Es wurden 150 mg N-(4-((3-Amino-5-((4-(azidomethyl)phenyl)ethinyl)phenyl)ethinyl)-
benzyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (60, 317 umol) in 20 ml einer 5 %tigen methanoli-
schen Natriumhydroxidldsung fur 3 h bei 80 °C geruhrt. Es wurden 50 ml Wasser und
50 ml Ethylacetat zugegeben, die Phasen getrennt und die wassrige Phase viermal
mit je 20 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurde tber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel i. Vak. entfernt. Nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung an Kieselgel (Ethylacetat:Triethylamin 1:0.1) wurde ein gel-

ber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 100 mg (266 umol, 84%).

Rt: 0.20 (Cyclohexan:Ethylacetat 2:1).
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FT-IR (ATR): © = 3473 (w), 3379 (m), 2935 (w, v(C-Har)), 2090 (s, v(N3)), 1610 (m),
1583 (s), 1510 (w), 1460 (w), 1419 (w), 1373 (w), 1313 (w), 1241 (m), 1203 (w), 1134
(w), 1001 (w), 948 (w), 877 (w), 844 (s), 810 (s), 758 (w), 673 (s) cm™.

I1H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & = 7.59-7.56 (m, 2H, H-17), 7.48-7.46 (m, 2H, H-10),
7.43-7.41 (m, 2H, H-11), 7.39-7.37 (m, 2H, H-18), 6.83 (t, 4J = 1.4 Hz, 1H, H-1), 6.75
(d, 4J =1.4 Hz, 1H, H-3/5), 5.49 (s, 1H, Ar-NH>), 4.51 (s, 2H, H-13), 3.73 (s, 2H, H-
20) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): d = 149.2 (Cq, C-4), 145.3 (Cq, C-19), 136.4 (Cq, C-
12), 131.8 (Ct, C-17), 131.3 (Ct, C-10), 128.8 (Ct, C-11), 127.4 (Ct, C-18), 123.4 (Cq,
C-6), 123.0 (Cq, C-2), 122.1 (Cq, C-16), 121.5 (Ct, C-1), 120.0 (Cq, C-9), 116.7 (Ct, C-
3 oder C-5), 116.5 (Ct, C-3 oder C-5), 89.7 (Cq, C-8), 89.0 (Cq, C-15), 88.6 (Cq, C-14),
88.3 (Cq, C-7), 53.2 (Cs, C-13), 42.4 (Cs, C-20) ppm.

EA: gem.: C 73.37; H 5.09; N 15.98; ber. fur C24H19Ns: C 76.37; H 5.07; N 18.55 %.

MS (MALDI): m/z (%) = 564 (21), 563 (77), 562 (100), 561 (34), 560 (38), 377 (M*,
14), 347 (21), 361 (M*-NH2, 66), 333 (10), 332 (35), 326 (26).

Anbindung des orthogonal funktionalisierten Linkers 60 an gemahlenen Nano-

diamanten 22

FiC

&
Q

81

Es wurden 150 mg gemahlener Nanodiamant 22 in 40 ml Wasser dispergiert und auf
80 °C erhitzt. Es wurden erst 100 mg N-(4-((3-Amino-5-((4-(azidomethyl)phenyl)-
ethinyl)phenyl)ethinyl)benzyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (31, 211 pmol), dann 400 pl
Amylnitrit (13) zugegeben und fir 18 h bei 80 °C geruhrt. Der Nanodiamant wurde
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durch Zentrifugation von der Losung getrennt und dreimal mit Aceton, dreimal mit
Wasser und erneut dreimal mit Aceton, dreimal mit Wasser gewaschen. Die Probe
wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon flr weitere Analytik bei 70 °C getrock-

net. Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Rickgewinnung: 143 mg.

FT-IR (DRIFTS): © = 3321 (br. w, v(O-H)), 3080 (w), 2956 (w, v(C-Har)), 2210 (m,
C=C), 2102 (s, N3), 1711 (s, v(C=0)), 1600 (w), 1543 (w), 1509 (w), 1340 (br, w),
1209 (w), 1171 (w), 884 (w), 829 (m, v(C-Har)), 520 (w) cm™™.

FT-IR (ATR, KBr): 0 = 3515 (br. w, v(O-H)), 2964 (w), 2923 (w, v(C-Har)), 2212 (m,
C=C), 2105 (s, N3), 1714 (m, v(C=0)), 1540 (w), 1509 (w), 1378 (br, w), 1214 (W),
1174 (m), 1049 (w), 802 (m, v(C-Har)) cm'™,

PartikelgrofRe (H20): 10% < 79 nm, 50% < 95 nm, 90% < 256 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +47.5 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.18 mmol g [Am (149-440°C) 8.134 %];
Fragment: C2s6H16F3N4 (457 g mol?).

Entschiitzung des orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 81

g S

A &

®
.

Es wurden 130 mg orthogonal funktionalisierter Nanodiamant 81 in 30 ml einer
5%tigen methanolischen Natriumhydroxidlésung dispergiert und fiir 18 h bei 80 °C
geruhrt. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von der Losung getrennt und

dreimal mit Aceton, dreimal mit Wasser und erneut dreimal mit Aceton, dreimal mit
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Wasser gewaschen. Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fur wei-

tere Analytik bei 70 °C getrocknet. Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 118 mg.

FT-IR (DRIFTS): § = 3415 (br. w, v(O-H)), 2955 (w, v(C-Har)), 2928 (w), 2205 (m,
C=C), 2098 (s, N3), 1660 (w), 1588 (w), 1454 (w), 1373 (m), 1157 (w), 788 (w), 700
(w), 454 (w) cm™.

FT-IR (ATR, KBr): § = 3467 (br. w, v(O-H)), 2964 (w, v(C-Har)), 2923 (w), 2221 (w,
C=C), 2102 (s, Na), 1617 (m), 1542 (w), 1458 (w), 1378 (w), 1259 (w), 1054 (w), 802

(w) cm.
PartikelgrofZe (H20): 10% < 75 nm, 50% < 129 nm, 90% < 249 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +32.7 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.17 mmol g* [Am (154-458°C) 5.977 %;
Fragment: C2aH17N4 (361 g mol?).

Synthese von (4-((3-Bromphenylethinyl)phenyl)methanol (85)

85

Unter Nz-Atmosphare wurden 3.68 g 1-Brom-3-iodbenzol (84, 13.0 mmol), 50.0 mg
Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)-chlorid (156 pmol) und 25 mg Kupfer(l)-iodid
(131 ymol) in 100 ml Diisopropylamin vorgelegt und das Reaktionsgemisch entgast.
Nach Zugabe von 1.60 g (4-Ethynyl)benzylalkohol (63, 12.1 mmol) wurde 18 h bei
RT gerihrt. Das Losemittel wurde i. Vak. entfernt, 100 ml Ethylacetat zugegeben und
mit 100 ml einer halbkonzentrierter Ammoniumchlorid-Lésung gewaschen. Die wass-

rige Phase wurde viermal mit je 25 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten, organi-

165



Experimenteller Teil

schen Phasen wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel i. Vak. ent-
fernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohe-

xan:Ethylacetat 5:1) wurden weil3e Nadeln erhalten.

Ausbeute: 2.50 g (8.71 mmol, 67%).
Smp: 142 °C.
Rt 0.18 (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1).

FT-IR (ATR): § = 3334 (br, m), 3228 (br, m), 2900 (w, v(C-Har)), 1587 (m), 1552 (m),
1512 (m), 1469 (m), 1444 (m), 1405 (m), 1342 (m), 1307 (w), 1213 (m), 1140 (m),
1070 (m), 1010 (s), 947 (m), 872 (s), 837 (s), 785 (s), 674 (s) cm™,

IH NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 7.77-7.76 (m, 1H, H-1), 7.73-7.61 (m, 1H, H-4),
7.58-7.52 (m, 3H, H-3/10), 7.41-7.37 (m, 3H, H-5/11), 5.31 (t, 3] =5.7 Hz, 1H, OH),
4.53 (d,3J =5.7 Hz, 2H, H-13) ppm.

13C NMR (100 MHz, de-DMSO): & = 143.9 (Cq, C-12), 133.6 (Ct, C-1), 131.7 (Ct, C-4),
131.3 (Cy, C-10), 130.9 (Cy, C-5), 130.3 (Ct, C-3), 126.7 (Cy, C-11), 124.7 (Cq, C-6),
121.7 (Cq, C-7), 119.9 (Cq, C-9), 90.9 (Cq, C-8), 87.3 (Cq, C-2), 62.5 (Cs, C-13) ppm.

EA: gem.: C 62.79; H 3.75; ber. fur CisH11BrO: C 62.74; H 3.86 %.

MS (EI, 70 €): m/z (%) = 289 (15), 288 (M* Br8l, 87), 287(30), 286 (M* Br’®, 12), 189
(19), 179 (29), 178 (100), 151 (12).

Synthese von 2.,2.2-Trifluoro-N-(4-((3-((4-(hydroxylmethyDphenyl)ethinyl)-
phenyDethinyl)benzyl)acetamid (86)
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Unter N2-Atmosphéare wurden 2.19 g (4-((3-Bromphenyl)ethinyl)phenyl)methanol (85,
7.61 mmol), 100 mg Bis(benzonitril)-palladium(ll)-chlorid (131 ymol) und 25 mg Kup-
fer(l)-iodid (263 pmol), 500 pl Tri-tert-butylphosphin (500 ymol, 1M LOsung in Toluol)
in 200 ml Diisopropylamin vorgelegt und das Reaktionsgemisch entgast. Nach Zuga-
be von 1.73 g N-(4-Ethinylbenzyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (61, 7.61 mmol) wurde 18 h
bei RT gerthrt. Das Lésemittel wurde i. Vak. entfernt, 50 ml Ethylacetat zugegeben
und mit 50 ml einer halbkonzentrierter Ammoniumchlorid-Losung gewaschen. Die
wassrige Phase wurde viermal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel i. Vak.
entfernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohe-

xan:Ethylacetat 3:1) wurde ein weil3er Feststoff erhalten.

Ausbeute: 2.22 g (5.01 mmol, 67%).
Smp: 198 °C.
Rf: 0.12 (Cyclohexan:Ethylacetat 3:1).

FT-IR (ATR): © = 3299 (br, m), 2931 (w, v(C-Har)), 1701 (s, v(C=0)), 1556 (m), 1511
(W), 1475 (w), 1436 (w), 1411 (w), 1358 (w), 1214 (w), 1169 (s), 1004 (s), 949 (w),
890 (w), 846 (m), 798 (m), 725 (w), 683 (m) cm-L.

IH NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 10.1 (t, 3J = 6.0 Hz, 1H, NH), 7.73-7.72 (m, 1H, H-
1), 7.60-7.56 (m, 4H, H-3/5/17), 7.55-7.52 (m, 2H, H-10), 7.51-7.46 (m, H, H-4), 7.40-
7.37 (m, 2H, H-18), 7.36-4.32 (m, 2H, H-11), 5.31 (t, 3J = 5.7 Hz, 1H, OH), 4.54 (d,
3] = 5.7 Hz, 2H, H-13), 4.44 (d, 3J = 6.0 Hz, 2H, H-20) ppm.

13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 156.5 (g, Cq, C-21), 143.8 (Cq, C-12), 138.5 (Ca,
C-19), 133.9 (Cy, C-1), 131.7 (C, C-17), 131.5 (C, C-3 oder C-5), 131.4 (Ct, C-3 oder
C-5), 131.1 (Cy, C-10), 129.4 (Ct, C-4), 127.8 (Ci, C-18), 126.7 (Ci, C-11), 123.0 (Ca,
C-2 oder C-6), 122.9 (Cq, C-2 oder C-6), 121.0 (Cq, C-14 oder C-7), 120.1 (Cq, C-14
oder C-7), 115.5 (g, Cp, C-22), 90.4 (Cq, C-9), 89.9 (Cq, C-16), 88.4 (Cq, C-15), 87.8
(Cq, C-8), 62.5 (Cs, C-13), 42.4 (Cs, C-20) ppm.

EA: gem.: C 71.96; H 4.13; N 3.58; ber. fur C26H1sF3sNO2: C 72.05; H 4.19; N 3.23 %.

MS (EI, 70 e): m/z (%) = 434 (29), 433 (M*, 100), 321 (10), 319 (16), 291 (13).
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Synthese von 2.2.2-Trifluor-N-(4-((3-((4-(azidomethyl)phenyl)ethinyDphenyl)-

ethinyl)benzyl)acetamid (87)

Unter N2-Atmosphare wurden 1.57 g 2,2,2-Trifluoro-N-(4-((3-((4-(hydroxylmethyl)-
phenyl)ethinyl)phenyl)ethinyl)benzyl)acetamid (86, 3.62 mmol) und 10 ml Triethyla-
min in 150 ml trockenem THF vorgelegt. Es wurden 3.5 ml Mesylchlorid (45.2 mmol)
bei 0 °C zu getropft und fur 1 h bei RT gerihrt. Die Reaktion wurde mit 20 ml Wasser
gequencht und das THF i. Vak. entfernt. Es wurden 100 ml DMF und 1.07 g Natri-
umazid (16.4 mmol) zugegeben und fir 18 h gerihrt. Das Lésemittel wurde i. Vak.
entfernt, 50 ml Wasser zugegeben und die wassrige Phase wurde viermal mit je
50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurde tUber Natri-
umsulfat getrocknet und das Ldsemittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromatographi-
scher Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohexan:Ethylacetat 4:1) wurde ein weil3er Fest-

stoff erhalten.

Ausbeute: 1.40 g (2.27 mmol, 84% Uber 2 Stufen).
Smp: 140 °C.
Rf: 0.2 (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1).

FT-IR (ATR): © = 3313 (br, m), 2941 (w, v(C-Har)), 2090 (s, v(Ns), 1701 (s, v(C=0)),
1554 (s), 1510 (m), 1475 (w), 1432 (w), 1413 (w), 1357 (m), 1311 (w), 1213 (w), 1167
(s), 1018 (w), 995 (m), 889 (m), 847 (m), 798 (s), 725 (m), 681 (s) cm™.

IH NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 10.1 (t, 3J = 6.0 Hz, 1H, NH), 7.75-7.74 (m, 1H, H-
1), 7.63-7.56 (m, 6H, H-3/5/10/17), 7.51-7.47 (m, 1H, H-4), 7.46-7.43 (m, 2H, H-18),
7.35-7.33 (m, 2H, H-11), 4.52 (s, 2H, H-13), 4.44 (d, 3] = 6.0 Hz, 2H, H-20) ppm.
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13C NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 156.5 (g, Cq, C-21), 138.5 (Cq, C-12), 136.7 (Ca,
C-19), 134.0 (Cy, C-1), 131.8 (Ci, C-10), 131.7 (Cy, C-17), 131.6 (Cy, C-3 oder C-5),
131.5 (Ct, C-3 oder C-5), 129.5 (Ci, C-4), 128.8 (C, C-18), 127.8 (Cy, C-11), 122.9 (Ca,
C-2 oder C-6), 122.8 (Cq, C-2 oder C-6), 121.7 (Cq, C-14), 120.9 (Cq, C-7), 116.0 (g,
Cp, C-22), 89.9 (Cq, C-9), 89.8 (Cq, C-16), 88.7 (Cq, C-15), 88.3 (Cq, C-8), 53.2 (Cs,
C-13), 42.4 (Cs, C-20) ppm.

EA: gem.: C 68.37; H 3.72; N 12.22; ber. fur C2sH17FsN4O: C 68.12; H 3.74; N
12.22 %.

MS (ESI*): gef.: 481.12505, ber. fur C2sHi17FsN4O+Na*: 481.125222.

Synthese von (4-((3-((4-(Azidomethyl)phenylDethinyDphenylethinyl)phenyl)-

methanamin (83)

83

Es wurden 500 mg 2,2,2-Trifluor-N-(4-((3-((4-(azidomethyl)phenyl)ethinyl)phenyl)-
ethinyl)benzyl)acetamid (87, 1.03 mmol) in 40 ml einer 5 %tigen methanolischen Nat-
riumhydroxidlésung fur 3 h bei 80 °C gertuhrt. Es wurden 100 ml Wasser zugegeben

und der ausfallende, weiRe Feststoff abfiltriert.

Ausbeute: 358 mg (989 umol, 96%).
Smp: 143 °C.
Rr: 0.36 (Ethylacetat:Cyclohexan:Ethylacetat 1:3:0.1).

FT-IR (ATR): © = 3043 (w), 2919 (w), 2844 (w), 2208 (w), 2100 (s, v(Na), 1687 (m),
1598 (s), 1508 (m), 1473 (w), 1442 (w), 1410 (w), 1380 (w), 1342 (w), 1248 (m), 1205
(W), 1171 (w), 1105 (w), 1014 (w), 904 (m), 817 (s), 794 (s), 682 (s) cm.
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IH NMR (400 MHz, de-DMSO): & = 7.73-7.72 (m, 1H, H-1), 7.63-7.39 (m, 10H, H-
3/510/11/17/18), 4.52 (s, 2H, H-13), 3.75 (s, 2H, H-20) ppm.

13C NMR (100 MHz, de-DMSO): & = 145.3 (g, Cq, C-19), 136.7 (Cq, C-12), 133.9 (C,
C-1), 131.8 (Cy, C-10), 131.6 (Cy, C-3 oder C-5), 131.4 (Ct, C-3 oder C-5), 131.3 (C,
C-17), 129.4 (Ct, C-4), 128.8 (Ct, C-11), 127.5 (Ct, C-18), 123.1 (Cq, C-16), 122.8 (Ca,
C-2 oder C-6), 121.7 (Cq, C-2 oder C-6), 119.7 (Cq, C-9), 90.4 (Cq, C-8), 89.8 (Cq, C-
15), 88.8 (Cq, C-14), 87.8 (Cq, C-7), 53.2 (Cs, C-13), 42.3 (Cs, C-20) ppm.

EA: gem.: C 77.15; H 4.99; N 14.56; ber. fur C24H1sN4: C 79.54; H 5.01; N 15.46 %.

MS (MALDI): m/z (%) = 735 (13), 549 (17) 548 (69), 547 (100), 546 (50), 545 (62)
362 (M*, 6), 347 (28), 346 (M*-NHz, 50), 332 (M*-CH2NH2, 12), 250 (11).

Anbindung von 6-FAM NHS-Ester 88 an den organischen Linker 83

90

Unter Nz2-Atmosphare wurden 7.66 mg (4-((3-((4-(Azidomethyl)phenyl)ethinyl)-
phenyl)ethinyl)phenyl)-methanamin (83, 21.1 umol) und 10 mg 6-FAM NHS-Ester 88
(21.1 ymol) in 15.2 ml trockenem THF vorgelegt und fur 18 h bei RT unter Lichtaus-
schluss gertihrt. Nach Beenden der Reaktion wurde das Produkt mit 20 ml Wasser

geféllt und abfiltriert. Es lag ein gelber, fluoreszierender Feststoff vor.
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Ausbeute: 12.1 mg (8.71 umol, 79%).

IH NMR (600 MHz, de-DMSO): & = 11.9 (s, 1H, COOH), 10.6 (s, 1H, OH), 10,2 (s, 1H,
NH), 8.38 (m, 1H, H-23), 8.25-8.22 (m, 1H, H-27), 7.93 (m, 1H, H-24), 7.74-7.57 (m,
7H, H-1/3/5/10/17), 7.53-7.44 (m, 5H, H-4/11/18), 7.32 (m, 1H, H-31), 6.70-6.56 (m,
5H, H-32/34/37/39/40), 4.52 (s, 2H, H-20), 4.09 (s, 2H, H-13) ppm.

MS (ESI*): m/z = gef.: 721.20677, ber. flr CasH29N4Oes+H*: 721.20816.

Fluoreszenzspektroskopie: Anregungsmaximum: 450 nm; Emissionsmaximum:
525 nm.

Anbindung von TAMRA Alkin 89 an den FAM-funktionalisierten organischen
Linker 90

Unter N2-Atmosphére wurden 7.70 mg FAM-funktionalisierter organischer Linker 90
(20.7 pmol) und 2.5 mg TAMRA Alkin 89 (5.35 pmol) in 12.7 ml trockenem DMF vor-
gelegt. Das Reaktionsgemisch wurde entgast und 1 mg Kupfer(l)-iodid (5.25 pmol)
und 1 mg Natriumascorbat (5.05 umol) zugegeben. Nach 18 h Rihren bei RT wurde

das Produkt mit 10 ml Wasser ausgefallt und abfiltriert. Es lag ein roter Feststoff vor.
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Ausbeute: 8.74 mg (7.36 pmol, 69%).

'H NMR (600 MHz, de-DMSO): &6 = 13.31 (s, 1H, COOH), 10.6 (s, 1H, OH), 10,2 (s,
1H, NH, FAM), 10.2 (s, 1H, NH, TAMRA), 9.45-9-37 (m, 2H, H-23/51), 9.32-9.30 (m,
1H, H-55), 8.39-8.10 (m, 3H, H-14/19/22), 7.91 (m, 1H, H-52), 7.88-7.31 (m, 14H, H-
1/3/4/5/10/11/27/45/46/59), 6.69-6.55 (m, 10H, H-28/30/33/35/36/60/62/65/67/88),
5.65 (s, 2H, H-16), 4.52 (s, 2H, H-48),4.09 (s, 2H, H-13), 3.00 (s, 6H, H-38/39), 2.59
(s, 6H, H-40/41) ppm.

MS (ESI¥): m/z = gef.: 1188.38595, ber. flr C7sHs3sN7O10+H™: 1188.39267.

Fluoreszenzspektroskopie: FAM: Anregungsmaximum: 450 nm; Emissionsmaxi-

mum: 521 nm; TAMRA: Anregungsmaximum: 525 nm; Emissionsmaximum: 573 nm.

Synthese von TAMRA-funktionalisiertem Nanodiamanten 92

s

X

92 TAMRA Alkin 89

Unter N2-Atmosphéare wurden 10 mg orthogonal funktionalisierter Nanodiamant 82 in
15 ml DMF dispergiert und 2.5 mg TAMRA Alkin 89 (5.35 pmol) zugegeben. Das Re-
aktionsgemisch wurde entgast und 4 mg Kupfer(l)-iodid (21.0 umol) und 8 mg Natri-
um-ascorbat (40.4 umol) zugegeben. Es wurde 60 h gerthrt, wobei das Gemisch
nach jeweils 20 h erneut dispergiert wurde. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifu-
gation von der Lésung getrennt und dreimal mit DMF, dreimal mit einer 0.1m EDTA-
Losung, dreimal mit Wasser und erneut dreimal mit DMF gewaschen. Die Probe
wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fur weitere Analytik bei 70 °C getrock-

net. Es wurde ein pinkes Pulver erhalten.
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Ruckgewinnung: 8 mg.

FT-IR (DRIFTS): § = 3411 (br. w, v(O-H)), 2952 (m, v(C-Har)), 2968 (w), 2211 (w,
C=C), 2100 (w), 1658 (m), 1595 (m), 1407 (w), 1190 (w), 1014 (w), 930 (W), 822 (w),
700 (w), 515 (w) cm™,

FT-IR (ATR, KBr): © = 3467 (br. w, v(O-H)), 2958 (m, v(C-Har)), 2925 (w), 1648 (w),
1606 (w), 1375 (w), 1259 (w), 1052 (w), 804 (w), 700 (w) cm™.

PartikelgrofZe (H20): 10% < 79 nm, 50% < 126 nm, 90% < 241 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +14.1 mV.
UV/Vis: 557 nm.

Fluoreszenzspektroskopie: Anregungsmaximum: 550 nm; Emissionsmaximum:
581 nm.

Synthese von FAM-funktionalisiertem Nanodiamanten 93
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93 6-FAM NHS-Ester 88
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Es wurden 30 mg orthogonal funktionalisierter Nanodiamant 82 in 15 ml DMF disper-
giert und 6.0 mg FAM NHS-Ester 88 (12.7 umol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde 24 h geruhrt, wobei das Gemisch nach jeweils 8 h erneut dispergiert wurde.
Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation von der Lésung getrennt und finfmal
mit DMF, dreimal mit Wasser und erneut dreimal mit DMF gewaschen. Die Probe
wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fir weitere Analytik bei 70 °C getrock-

net. Es wurde ein gelbes Pulver erhalten.
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Ruckgewinnung: 28 mg.

FT-IR (DRIFTS): © = 3423 (br. w, v(O-H)), 2937 (m, v(C-Har)), 2961 (m), 2212 (w,
C=C), 2102 (s, N3), 1660 (m), 1598 (m), 1385 (w), 1207 (w), 1101 (w), 1014 (w), 824
(w), 721 (w), 667 (w), 519 (w) cm-2,

FT-IR (ATR, KBr): © = 3489 (br. w, v(O-H)), 2937 (m, v(C-Har)), 2861 (m), 2106 (s,
N3), 1649 (W), 1616 (w), 1540 (w), 1455 (w), 1379 (w), 1259 (w), 1103 (w), 1054 (w),
802 (w), 679 (w), 616 (w) cm™.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 66 nm, 50% < 111 nm, 90% < 233 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +35.8 mV.
UV/Vis: 523 nm.

Fluoreszenzspektroskopie: Anregungsmaximum: 470 nm; Emissionsmaximum:
516 nm.

Synthese von FAM- und TAMRA-funktionalisiertem Nanodiamanten 94

94

Unter N2-Atmosphare wurden 10 mg FAM-funktionalisierter Nanodiamant 93 in 8 ml
DMF dispergiert und 2.5 mg TAMRA Alkin 89 (5.35 umol) zugegeben. Das Reakti-
onsgemisch wurde entgast und 5 mg Kupfer(l)-iodid (26.2 umol) und 10 mg Natrium-
ascorbat (50.5 pmol) zugegeben. Es wurde 60 h geruhrt, wobei das Gemisch nach
jeweils 20 h erneut dispergiert wurde. Der Nanodiamant wurde durch Zentrifugation

von der Losung getrennt und dreimal mit DMF, dreimal mit einer 0.1m EDTA-L6sung,
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dreimal mit Wasser und erneut dreimal mit DMF gewaschen. Die Probe wurde in
Wasser gelagert und ein Teil davon flr weitere Analytik bei 70 °C getrocknet. Es

wurde ein rotes Pulver erhalten.

Riuckgewinnung: 8 mg.

FT-IR (DRIFTS): § = 3400 (br. w, v(O-H)), 2941 (m, v(C-Har)), 2964 (w), 2212 (w,
C=C), 2100 (w), 1660 (m), 1595 (m), 1371 (m), 1230 (w), 1188 (w), 930 (w), 800 (w),
703 (w), 509 (w) cm™,

FT-IR (ATR, KBr): © = 3465 (br. w, v(O-H)), 2954 (m, v(C-Har)), 2927 (w), 2104 (w),
1649 (m), 1604 (m), 1373 (m), 1259 (w), 1157 (w), 1054 (w), 802 (m), 703 (w), 615

(w) cm.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 63 nm, 50% < 114 nm, 90% < 269 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +21.7 mV.

UV/Vis: 523 nm; 557 nm.

Fluoreszenzspektroskopie: FAM: Anregungsmaximum: 470 nm; Emissionsmaxi-

mum: 516 nm; TAMRA: Anregungsmaximum: 550 nm; Emissionsmaximum: 581 nm.

Synthese von CORM-funktionalisiertem Nanodiamanten 96
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Unter N2-Atmosphéare wurden 40 mg orthogonal funktionalisierter Nanodiamant 82 in
20 ml DMF dispergiert und 35 mg des CORM Komplexes 95 (61.8 umol) zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde entgast und 10 mg Kupfer(l)-iodid (52.4 umol) und
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25 mg Natriumascorbat (126 pmol) zugegeben. Es wurde 60 h geruhrt, wobei das
Gemisch nach jeweils 20 h erneut dispergiert wurde. Der Nanodiamant wurde durch
Zentrifugation von der Losung getrennt und viermal mit DMF und viermal mit Wasser
gewaschen. Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fur weitere Ana-

Iytik bei i. Vak. getrocknet. Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 38 mg.

FT-IR (DRIFTS): © = 3453 (br. w, v(O-H)), 2967 (w, v(C-Har)), 2890 (w), 2207 (w,
C=C), 2098 (w), 2050 (s, v(CO)), 1961 (s, v(CO)), 1670 (m), 1602 (m), 1560 (m),
1419 (w), 1340 (w), 1232 (w), 1108 (w), 1018 (w), 978 (w), 950 (w), 684 (w) 527 (w)

cm.

FT-IR (ATR, KBr): © = 3498 (br. w, v(O-H)), 2931 (w, v(C-Har)), 2208 (w, C=C), 2102
(W), 2048 (s, V(CO)), 1957 (s, v(CO)), 1648 (m), 1614 (m), 1392 (w), 1109 (w) cm'.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 27 nm, 50% < 53 nm, 90% < 227 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +27.5 mV.

Oberflachenbelegung: (ber. durch TGA): 0.12 mmolg?! [Am (144-470°C)
10.219 %]; Fragment: C44H43MNnN1004 (831 g mol?).

Synthese von uUber Cross-Linker mit GFPB-funktionalisiertem Nanodiamant 99
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Es wurden 20 mg orthogonal funktionalisierter Nanodiamant 82 in 5 ml DMF disper-

giert und langsam zu 40 mg Disuccinimidylsuberat (97, 109 pumol) in 5 ml DMF ge-
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tropft. Es wurde 24 h gertihrt und der Nanodiamant anschlieBend viermal mit DMF
gewaschen. Ohne die Partikel zu trocknen, wurden diese erneut in 10 ml DMF dis-
pergiert und 1.4 ml GFP-Binder (33, 1 mg/ml) zugegeben. Nach Ruhren fir 24 h
wurden 10 mg Glycin 98 (133 pmol) zugegeben. Es wurde 24 h gerihrt und an-
schlieBend der Nanodiamant sechsmal mit Wasser gewaschen. Die Probe wurde in
Wasser gelagert und ein Teil davon fur weitere Analytik bei i. Vak. getrocknet. Es

wurde ein graues Pulver erhalten.

Ruckgewinnung: 19 mg.

FT-IR (DRIFTS): © = 3370 (br. w, v(O-H)), 2938 (W, v(C-Har)), 2209 (w, C=C), 2100 (s,
N3), 2050 (w), 1659 (s, v(CO), 1604 (m), 1565 (m), 1547 (m), 1408 (w), 1370 (m),
1280 (W), 1016 (w), 951 (w), 880 (W), 837 (w), 690 (w), 490 (W) cmL.

FT-IR (ATR, KBr): © = 3465 (br. w, v(O-H)), 2958 (w, v(C-Har)), 2102 (s, Na), 1631 (s,
v(CO)), 1604 (m), 1583 (m), 1521 (w), 1455 (w), 1379 (m), 1261 (w), 1097 (w), 1054
(w), 802 (w) cm,

PartikelgrofRe (H20): 10% < 36 nm, 50% < 84 nm, 90% < 310 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +38.7 mV.

Oberflachenbelegung: durch TGA): [Am (154-489°C) 7.441 %]; wegen unbekannter
Struktur keine Berechnung mdglich.

Synthese von GFPB- und CORM-funktionalisiertem Nanodiamant 100
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Es wurden 10 mg CORM-funktionalisierter Nanodiamant 96 in 10 ml DMF dispergiert
und 15 mg Disuccinimidylsuberat (97, 40.7 umol) zu getropft. Es wurde 24 h gerthrt
und der Nanodiamant anschliel3end viermal mit DMF gewaschen. Ohne die Partikel
zu trocknen, wurden diese erneut in 10 ml DMF dispergiert und 1.4 ml GFP-Binder
(33, 1 mg/ml) zugegeben. Nach Ruhren fur 24 h wurden 10 mg Glycin 98 (133 pmol)
zugegeben. Es wurde 24 h gerihrt und anschlielRend der Nanodiamant sechsmal mit
Wasser gewaschen. Die Probe wurde in Wasser gelagert und ein Teil davon fur wei-

tere Analytik bei i. Vak. getrocknet. Es wurde ein graues Pulver erhalten.

Rickgewinnung: 9 mg.

FT-IR (DRIFTS): ¥ = 3381 (br. w, v(O-H)), 2940 (w, v(C-Har)), 2207 (w, C=C), 2099
(w, Nsz), 2050 (s, v(CO)), 1961 (s, v(CO)), 1659 (w), 1604 (m), 1510 (w), 1370 (m),
1340 (w), 1232 (m), 1109 (w), 1016 (w), 762 (w), 673 (w), 529 (w) cm-L.

FT-IR (ATR, KBr): U = 3448 (br. w, v(O-H)), 2960 (w, v(C-Ha)), 2925 (W, v(C-Har)),
2207 (w, C=C), 2048 (s, v(C0Q)), 1954 (s, v(CO)), 1610 (w), 1556 (w), 1506 (w), 1382
(m), 1261 (m), 1101 (w), 1057 (w), 802 (w) cm™™.

PartikelgrofRe (H20): 10% < 48 nm, 50% < 90 nm, 90% < 327 nm.
Zeta-Potential (pH=7): +36.2 mV.

Oberflachenbelegung: durch TGA): [Am (154-489°C) 19.445 %]; wegen unbekann-

ter Struktur keine Berechnung moglich.

178



Abkurzungsverzeichnis

8. Abkilrzungsverzeichnis

abs.
ATR

a. u.
ber.
bidest.
CORM
CVvD
DC
Diboc
DIPA
DIPEA
DLS
DMAP
DMF
DMSO
DNA
DND
EA

EDX

EDC
El
ESI
Et

et al.

absolutiert

attenuated total reflection (abgeschwéchte Totalreflektion)
arbitrary units (willktrliche Einheiten)

berechnet

bidestilliert (zweifach destilliert)

CO releasing molecule (CO freisetzendes Molekal)
chemical vapour deposition (Chemische Gasphasenabscheidung)
Dunnschichtchromatographie

Di-tert-butyldicarbonat

Diisopropylamin

Diisopropylethylamin

dynamische Lichtstreuung

4-(Dimethylamino)-pyridin

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsaure)
Detonations-Nanodiamant

Elementaranalyse

energy dispersive X-ray spectroscopy (Energiedispersive Rontgen-
spektroskopie)

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Elektronenstof3ionisation
Elektrospray-lonisation

Ethyl

et alteri (lat., ,und andere®)
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Abklrzungsverzeichnis

FAM 6-Carboxyfluorescein

FRET Forster-Resonanzenergietransfer

FT Fourier-Transformation

gef. gefunden

GFP Grun fluoreszierendes Protein

GFPB Grin fluoreszierender Protein Binder

HPHT high pressure - high temperature (Hochdruck-Hochtemperatur)
IR Infrarot

i. Vak. im Vakuum

Lit. Literatur

MALDI Matrix-assisted Laser Desorption/lonization (Matrix-unterstitzte Laser-

Desorption/lonisation)

MEF mouse embryonic fibroblasts (embryonale Maus-Fibroblasten)
MS Massenspektrometrie

Ms Mesyl

ND Nanodiamant

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMR nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)

NV nitrogen vacancy (Stickstoff-Fehlstelle)

PBS Phosphate Buffered Saline (phosphatgepufferte Salzldsung)
Ph Phenyl

RT Raumtemperatur

Smp. Schmelzpunkt

TAMRA 5-Carboxytetramethylrhodamin

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBTA (Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]lamin)
tBu tert-Butyl
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Abkurzungsverzeichnis

TIRFM total internal reflection fluorescence microscopy, Interne Totalreflex-

ionsfluoreszenzmikroskopie

Ts Tosyl

TGA Thermogravimetrische Analyse
THF Tetrahydrofuran

TNT 2,4,6-Trinitrotoluol

uv Ultraviolett

viv Volumenverhaltnis
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