.

\‘(I I Institut fir Anorganische Chemie
A Lehrstuhl Prof. Dr. Claus Feldmann

Karlsruher Institut ftr Technologie

Anorganisch-organische
Hybridnanopartikel zur

Anwendung in der
Medizin

zur Erlangung des akademischen Grades eines

DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN

(Dr. rer. nat.)

der Fakultat fur Chemie und Biowissenschaften
des Karlsruher Instituts fiir Technologie (KIT)

angenommene

DISSERTATION
von
Dipl.-Chem. Joachim G. Heck

aus Waiblingen

Dekan: Prof. Dr. Peter Roesky
Referent: Prof. Dr. Claus Feldmann
Koreferent: Priv.-Doz. Dr. Ute Schepers

Tag der miindlichen Priifung: 19.12.2014

KIT — Universitidt des Landes Baden-Wiirttemberg und nationales Forschungszentrum in der Helmholtz-Gemeinschaft

www.kit.edu






Die vorliegende Arbeit wurde von Juli 2010 bis November 2014 am Institut
fir Anorganische Chemie des Karlsruher Instituts fiir Technologie (KIT) unter

Anleitung von Prof. Dr. Claus Feldmann angefertigt.






Simon Martin Heck






Abkiurzungsverzeichnis

5-FU

°C

AAPP

ATP

BMP

CliP

CMP

CT

DAPI

DBU

DLS

DNA

DSC

DTA

dTMP

dUMP

DUT

dUTP

EAE

5-Fluoruracil

Grad Celsius
Acetaminophenphosphat
Adenosintriphosphat
Betamethasonphosphat
Clindamycinphosphat
Cytidinmonophosphat
Computertomographie

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Dynamische Lichtstreuung
Desoxyribonukleinsaure, engl.: Deoxyribonucleic Acid

Dynamische Differentialkalorimetrie,

engl.: Differential Scanning Calorimetry
Differenzthermoanalyse
Desoxythymidinmonophosphat
Desoxyuridinmonophosphat
Dy647-dUTP

Desoxyuridintriphosphat

Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis



EDX

ELISA

Fa.

FdAUMP

FMN

GC

IR

IUPAC

KFA

MFP

MIR

MOG

MRSA

MRT

MS

Energiedispersive Rontgenspektroskopie,

engl.: Energy Dispersive X-ray Spectroscopy
engl.: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Firma

5-Fluordesoxyuridinmonophosphat
Flavinmononukleotid, auch Riboflavinphosphat
Glucocorticoid

Infrarot

International Union of Pure and Applied Chemistry
Komplettes Freund-Adjuvans

Kelvin

Wellenlange

Lipopolysacharide

pmol 171

mol 17?

3-O-Methylfluoresceinphosphat

Mittleres Infrarot

Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
Methicilin Resistenter Staphylococcus aureus
Magnetresonanztomographie

Multiple Sklerose

Wellenzahl



NIR Nahes Infrarot

PBS phosphatgepufferte Salzlosung, engl.: Phosphate Buffered Saline
PET Positronenemissionstomographie

PMT Photomultiplier, engl.: Photo Multiplier Tube
PUP Phenylumbelliferonphosphat

RE Riickstreuelektronen

REM Rasterelektronenmikroskop

RNA Ribonukleinsaure, engl.: Ribonucleic Acid
RRP Resorufinphosphat

SE Sekundarelektronen

TEM Transmissionselektronenmikroskop

TG Thermogravimetrie

TGA Thermogravimetrische Analyse

TNF« Tumornekrosefaktor Alpha

UuTP Uridintriphosphat

WLD Wiérmeleitfihigkeitsdetektor

ZrO(AAPP)  Zirkonylacetaminophenphosphat
ZrO(BMP) Zirkonylbetamethasonphosphat
ZrO(CliP) Zirkonylclindamycinphosphat
ZrO(FAUMP) Zirkonylfluoruridinmonophosphat

ZrO(FMN) Zirkonylriboflavinphosphat



ZrO(MFP) Zirkonylmethylfluoresceinphosphat
ZrO(PUP) Zirkonylphenylumbelliferonphosphat
ZrO(RRP) Zirkonylresorufinphosphat
ZrO(UFP) Zirkonylumbelliferonphosphat

ZrO(UMP) Zirkonyluridinmonophosphat



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

2 Methoden
Analytische Methoden . . . . . . . . ... .. ... ... ... ...,

2.1

2.2

2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.14
2.1.5
2.1.6
2.1.7
2.1.8
2.1.9

Rasterelektronenmikroskopie . . . . . . . .. ... ... ...
Energiedispersive Rontgenspektroskopie . . . . . . . . . . ..
Photolumineszenzspektroskopie . . . . . . . . . . .. ... ..
Dynamische Lichtstreuung . . . . . . . ... ... ...
Zetapotential-Messung . . . . . . ... ..o
IR-Spektroskopie . . . . . .. ..o
Elementaranalyse . . . . . . . . . ... ... L.
Thermische Analyse . . . . . . ... . ... ... ... ....

Kernresonanzspektroskopie . . . . . . ... .. .. ... ...

2.1.10 Rontgenbeugung an Pulverproben . . . . . . . . . .. .. ..

2.1.11 Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . .. . ... ... .. ..
2.1.12 In vivo Bildgebung . . . . . . . ... ..o
Praparative Methoden . . . . . . . . ... ... ... ... ......

221
2.2.2
2.2.3
224

Kontrolle der Partikelsynthesen . . . . . . . . ... ... ...
Aufarbeitung von Partikelsuspensionen . . . . . . . ... ..
Schutzgasapparatur . . . . . . . ... ... L.

Chemikalien . . . . . . . . . .

3 Fluoreszierende Hybridnanopartikel
3.1 Zirkonylresorufinphosphat - ZrO(RRP) . . . . ... ... ... ...

3.2

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.1.4

Der Fluoreszenzfarbstoft Resorufin . . . . . . ... ... ...
Synthese von ZrO(RRP)-Nanopartikeln . . . . ... ... ..
Charakterisierung der ZrO(RRP)-Nanopartikel . . . . . . ..
Lumineszenz von ZrO(RRP)-Nanopartikeln . . . . . ... ..

Zirkonylmethylfluoreszeinphosphat - ZrO(MFP) . . . . .. ... ..

3.2.1
3.2.2

Der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein . . . . . . . . . . . ...
Synthese von ZrO(MFP)-Nanopartikeln . . . ... ... ...

o 3 ot ot Ot

10
13
13
14
16
17
18
20
20
20
20
22
24
24



Inhaltsverzeichnis

3.2.3 Charakterisierung der ZrO(MFP)-Nanopartikel . . . . . . .. 41
3.2.4 Lumineszenz von ZrO(MFP)-Nanopartikeln . . . . . . .. .. 44
3.3 Zirkonylphenylumbelliferonphosphat - ZrO(PUP) . . . . . . . . . .. 47
3.3.1 Fluoreszenzfarbstoff Phenylumbelliferon . . . . . . . .. . .. 47
3.3.2 Synthese von ZrO(PUP)-Nanopartikeln . . . . ... ... .. A7
3.3.3 Charakterisierung der ZrO(PUP)-Nanopartikel . . . . . . .. 49
3.4 ZrO(HPO,))g0a(DUT)ggos + v v v v oo oo 54
3.4.1 Fluoreszenzmarkierte Nukleotide . . . . . .. ... ... ... o4
3.4.2  Synthese von ZrO(HPO,) g9o(DUT); go4-Nanopartikeln . . . . 56
3.4.3 Charakterisierung der ZrO(HPO,) g9o(DUT); go4-Nanopartikel 57
3.4.4  Lumineszenz der ZrO(HPO,) 99(DUT); go4-Nanopartikel . . 59
3.5 In vivo-Bildgebung . . . . .. ..o 61
4 Wirkstoffhaltige Hybridnanopartikel 63
4.1 Das Prodrug-Konzept . . . . . . . . .. .. .. ... ... ... 63
4.2 Zirkonylacetaminophenphosphat - ZrO(AAPP) . . . . ... ... .. 66
4.2.1 Acetaminophen . . . . . ... ... 66
4.2.2 Synthese von ZrO(AAPP)-Nanopartikeln . . . . .. ... .. 67
4.2.3 Charakterisierung der ZrO(AAPP)-Nanopartikel . . . . . .. 68
4.2.4 Wirkstofffreisetzung im Modellexperiment . . . . . . . . . .. 72
4.3 Zirkonylbetamethasonphosphat - ZrO(BMP) . . . . . ... ... .. 76
4.3.1 Betamethason . . .. .. .. ... ... 0. 76
4.3.2 Synthese von ZrO(BMP)-Nanopartikeln . . . . ... ... .. 7
4.3.3 Charakterisierung der ZrO(BMP)-Nanopartikel . . . . . . .. 78
4.4 Zirkonylfluordesoxyuridinmonophosphat - ZrO(FAUMP) . . . . . . . 83
4.4.1 5-Fluoruracil - ein Zytostatikum . . . . .. ... .. ... .. 83
4.4.2 Synthese von ZrO(FAUMP)-Nanopartikeln . . . . . . . . . .. 84
4.4.3 Charakterisierung der ZrO(FAUMP)-Nanopartikel . . . . . . . 86
4.4.4 Wirksamkeitsstudien von ZrO(FAUMP)-Nanopartikeln in
Tumorzellen . . . . . . . ..o oo 89
4.5 Zirkonylclindamycinphosphat - ZrO(CliP) . . ... ... ... ... 94
4.5.1 Clindamycin - ein Bakteriostatikum . . . . ... ... .. .. 94
4.5.2  Synthese von ZrO(CliP)-Nanopartikeln . . . . . ... ... .. 95

XVIII



Inhaltsverzeichnis

4.5.3 Alternativer Syntheseweg . . . . . . . . .. ... ... .. .. 96
4.5.4 Charakterisierung der ZrO(CliP)-Nanopartikel . . . . . . .. 98
4.5.5 Wirksamkeit der ZrO(CIliP)-Nanopartikel gegen Staphylococ-

CUS QUICUS . . . . v v v v v e e e e e e e e e 102
Bifunktionale Hybridnanopartikel 105
5.1 ZrO(BMP)go(FMN)g, + oo 105

5.1.1 Synthese von ZrO(BMP); (FMN), -Nanopartikeln . . . . . . 106
5.1.2  Charakterisierung der ZrO(BMP), o(FMN), ;-Nanopartikel . . 107
5.1.3 Wirksamkeit und Zellgéingigkeit von ZrO(BMP), o(FMN) ;-

Nanopartikeln . . . . . . ... ... 111

5.1.4  In vivo-Tests zur Behandlung von Multipler Sklerose . . . . . 116
5.2 ZrO(BMP)gggo(DUT)gg0q «+ + + v v v oo oo 118
5.2.1 Synthese von ZrO(BMP); 49,(DUT); yo4-Nanopartikeln . . . . 119
5.2.2  Charakterisierung der ZrO(BMP); g9o(DUT), oo4-Nanopartikel 120
5.2.3 Passive Anreicherung von Wirkstoffpartikeln in vivo . . . . . 121
Zusammenfassung 125
Ausblick 131

XIX






1 Einleitung

Obwohl wir heutzutage in einer Zeit leben, in der viele Krankheiten als beherrsch-
bar gelten, gibt es immer noch sehr viele unheilbare und fiir uns Menschen ratselhaf-
te Krankheiten. Neben hochansteckenden, sich rasant verbreitenden Krankheiten,
die in unserer globalisierten Welt nur schwer eingedammt werden konnen, gibt es
zunehmend sich wandelnde, multiresistente Krankheitserreger, die wissenschaft-
liche Erfolge iiberholen und neue Forschung und Entwicklung erfordern. Hinzu
kommen komplexe Krankheitsbilder wie zum Beispiel die Autoimmunkrankheit
Multiple Sklerose (MS) oder Krebserkrankungen, die in unzéahligen Auspragungen
auftreten. Die Menschheit steht hier vor weiteren grofien Herausforderungen,
um neue Strategien und Ansdtze zu deren Bekdmpfung zu entwickeln. Das
spezialisierte Wissen um differenzierte Auspragungen von Erkrankungen erfordert
die Entwicklung von vermehrt personalisierten therapeutischen Strategien.

Die Nanowissenschaften sind eine Disziplin, die auf Grund der Etablierung neuer
analytischer Methoden wie der Elektronenmikroskopie grofie Fortschritte gemacht
hat und in der Lage war neue Losungsansatze in vielen verschiedenen Bereichen
zu finden.[) Die per Definition kleiner als 100nm groBen Nanopartikel finden
Anwendung in der Katalyse,? der Sensorik? und bei der Erstellung trans-
parenter, nanopartikularer Diinnschichten.) Das hohe Oberfliche-zu-Volumen-
Verhéltnis sorgt fiir einen starken EinfluB der Oberflicheneigenschaften auf
die Materialeigenschaften. So verhalten sich schwerlosliche Feststoffe in einer
stabilen, nanopartikuldren Suspension in erster Naherung wie eine Losung. Stabile
Nanopartikelsuspensionen kénnen so in den Organismus und sogar direkt in Zellen
gebracht werden, denn verglichen mit den typischen Zellgroflen zwischen 10 und
100 pm weisen Nanopartikel wesentlich kleinere Dimensionen auf. ¥

In der Molekularbiologie und der Medizin gibt es vielversprechende Ansatze die
Errungenschaften der Nanowissenschaften zu nutzen. Stellvertretend seien die
SPIONs (engl.: Superparamagnetic Iron Ozide Nanoparticles) genannt, die auf
Grund ihrer magnetischen Eigenschaften ein Kontrastmittel fiir die Magnetreso-

5:6] Aufsehen erregt hat auch die magnetothermische

nanztomographie darstellen.
Therapie zur Bekampfung von Gehirntumoren. Dabei wird durch das Anlegen eines

magnetischen Wechselfelds und die Ausrichtung magnetischer Nanopartikel zusétz-
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liche Warme erzeugt, die ab einer Gewebetemperatur von 42 °C zellschadigend
wirkt.!? Anwendungen der Nanotechnologie in der Medizin konzentieren sich, wie
an diesen Beispielen zu erkennen ist, auf die Bereiche Diagnostik und Therapie.
Beide Felder sind Gegenstand dieser Arbeit.

Das Forschungsfeld der medizinischen Bildgebung ist ein stark interdisziplinar
gepragtes Gebiet, das die anorganische Chemie mit der organischen Chemie und
der Biochemie, bis hin zu den so genannten Lebenswissenschaften (engl.: Life
Science) Biologie und Medizin, verbindet. Hinzu kommen Ingenieure und Physiker,
die sich um die Konstruktion der Gerdate und die Entwicklung mathematischer
Algorithmen zur Bildgebung kiimmern. Aufgabe der chemischen Disziplinen ist es
Kontrastmittel zu entwickeln. In diesem Forschungsfeld sind daher interdisziplinére
Kooperationen von eminenter Bedeutung.

Die optische Bildgebung besitzt den Vorteil, dass sie im Gegensatz zur
Positronenemissionstomographie (PET), Computertomographie (CT) und Ma-
gnetresonanztomographie (MRT) vollig ohne ionisierende Strahlung oder starke
Magnetfelder auskommt und ausschlieflich mit sichtbarem und infrarotem Licht
arbeitet. ¥ Die Anwendung der Fluoreszenzbildgebung in der Medizin ist auf Grund
der Eindringtiefe ins Gewebe von maximal 10 cm beschrankt auf endoskopische Un-
tersuchungen, auf die Lokalisierung von Tumorgewebe withrend einer Operation )
sowie die Kleintierbildgebung in der medizinischen Forschung.%'!l Die Methode
ist auf fluoreszierende Kontrastmittel, auch Sonden genannt, angewiesen.!?
Auf molekularer Ebene sind das Fluoreszenzfarbstoffe, geeignet sind aber auch
mehrkernige Clusterkomplexe.['¥ Geht man in der Gréfenordnung noch einen
Schritt weiter, gelangt man zu Nanopartikeln. Prominent sind an dieser Stelle
Halbleiterquantenpunkte wie beispielsweise CdSe, ' und seltenerddotierte Leucht-
stoffe wie LaPO, : Eu.[1>16] Bei beiden Substanzklassen ist die hohe Konzentration
von Defekten an der Oberfliche problematisch, da diese durch Quenching-
Effekte zu einer weniger intensiven Lumineszenz fithren. Der Aufbau von Core-
Shell-Strukturen umgeht diese Einschriankung, erhoht aber den synthetischen
Aufwand. Die Emissionswellenléinge von Halbleiterquantenpunkten hangt von
deren Partikelgrofle ab, was eine sensible Reaktionsfithrung in hochsiedenden, stark

koordinierenden Losungsmitteln notwendig macht. Die Freisetzung von toxischem



Cadmium oder Selen aus CdSe- oder CdSe/ZnS-Quantenpunkten wird immer
wieder kontrovers diskutiert. 1718l

Milde Synthesebedingungen fiir anorganische Materialien ermoglichen die Ent-
wicklung neuer anorganisch-organischer Hybrid- und Kompositmaterialien. )
Auf diesem Weg konnen die Vorteile anorganischer Materialien mit denen
organischer Molekiile verbunden werden. Beispielhaft genannt seien hier die durch
Coféllung mit Fluoreszenzfarbstoffen versehenen anorganischen Materialien wie
Calciumphosphat- und Siliziumdioxid-Nanopartikel. [20-21]

Es liegt nahe meist porose anorganische Materialien auch mit Wirkstoffen zu
beladen.?2261 Auf Grund ihrer GroBe und ihrer Oberflichenbeschaffenheit sind
Nanopartikel in der Lage Wirkstoffe zu transportieren und verzogert freizusetzen.
Eine langsame Freisetzung des Wirkstoffs fithrt zu einer hoheren Halbwertszeit des
Wirkstoffs im Organismus und damit zu einer hoheren und langeren Wirksamkeit
des Medikaments. Durch eine Anreicherung der Partikel an ihrem Wirkort, kann
lokal eine erhohte Wirkstoffkonzentration erzeugt werden. Damit kann mit weniger
Wirkstoff die gleiche Wirkung erzielt werden, also Wirkstoff eingespart werden.
Daraus ergibt sich zunachst ein 6konomischer Vorteil, viel interessanter ist jedoch
die Reduzierung von Nebenwirkungen beispielsweise bei Chemotherapeutika oder
Glucocorticoiden. Eine Anreicherung von Nanopartikeln kann grundsétzlich auf
passivem Weg erfolgen. Der so genannte EPR-Effekt (engl.: Enhanced Permeability
and Retention), der fiir eine Anreicherung von Nanopartikeln in Tumorgewebe
sorgt, ist seit lingerem bekannt.!?”) Eine gezielte Freisetzung, eine Adressierung
der Partikel, kann aber auch aktiv durch eine Funktionalisierung der Nanopartikel
mit zellspezifischen Antikorpern erreicht werden. 2!

Das Konzept der Zirkoniumphosphat-basierten anorganisch-organischen Hybrid-
nanopartikel eignet sich hervorragend fiir die Anwendung in der Medizin, denn
Zirkonium besitzt eine hohe Biokompatibilitét, 28! wihrend Phosphate wichtige
molekulare Bausteine in der Biochemie darstellen und zudem als Zusatzstoffe in
Lebensmitteln zugelassen sind.[2%3% Formal setzt sich jedes Zirkoniumphosphat-
basierte anorganisch-organische Hybridnanomaterial aus einem anorganischen
Kation [ZrO]?* und einem Organophosphatanion der allgemeinen Formel

[Rorgano—0 — P03]2_ zusammen. Das Organophosphat verhélt sich dem Ortho-
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phosphatanion sehr ahnlich und ergibt zusammen mit dem Zirkonylkation eine
in Wasser schwerlosliche Verbindung, was eine Wasser-basierte Synthese von
Nanopartikeln ermoglicht. So wird die Schwerloslichkeit des rein anorganischen
Zirkoniumphosphats mit der funktionellen Eigenschaft des organischen Anions
kombiniert.

Am Beispiel von ZrO(FMN)-Nanopartikeln, dem ersten Vertreter der
Zirkoniumphosphat-basierten anorganischen-organischen Hybride, zeigte Roming,
dass durch den Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffs Riboflavinphosphat (FMN)
griin lumineszierende und als Biomarker geeignete Nanopartikel erhalten werden
konnen. B! Die griine Autofluoreszenz des Gewebes sowie die starke Absorption des
Héamoglobins im blauen Spektralbereich stellen jedoch einen gravierenden Nachteil
dar. Daher soll in der vorliegenden Arbeit das bis dahin etablierte Konzept auf
weitere Fluoreszenzfarbstoffe erweitert werden.

Mit dem Zirkonylumbelliferonphosphat (ZrO(UFP)) ([UF P]?>~: Umbelliferonphos-
phat), synthetisierte Roming weiterhin ein Nanomaterial, an dessen Beispiel
erstmals die Freisetzung eines organischen Molekiils aus einem Zirkoniumphosphat-
basierten anorganisch-organischen Hybridmaterial dokumentiert wurde. Diese
Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs konnte er spektroskopisch nachweisen. 2
Das starke Ausbluten eines Fluoreszenzfarbstoffs auf Grund der Hydrolyse der
Phosphorsaureesterbindung stellt zunéchst einen Nachteil dar, der sich jedoch
beim FEinsatz eines Wirkstoffs in einen Vorteil umkehren konnte. Deshalb ist es
ein weiteres Ziel in der vorliegenden Arbeit, das Konzept der Zirkoniumphosphat-
basierten, anorganisch-organischen Hybride auf Wirkstoffe zu erweitern. Der
Schwerpunkt dieser Arbeit liegt dementsprechend in der Synthese und der
Charakterisierung neuer Zirkoniumphosphat-basierter, anorganisch-organischer
Hybridnanopartikel. Es sollten weiterhin Anstrengungen unternommen werden, um

deren Anwendungspotential in der Medizin aufzuzeigen.



2 Methoden

Im folgenden Kapitel soll auf die in dieser Arbeit angewendeten Methoden
eingegangen werden. Im ersten Unterkapitel wird das Prinzip jeder angewendeten
analytischen Methode kurz eingefiihrt, fiir weiterfiihrende Details wird auf
entsprechende Literatur verwiesen. Dabei wird ebenso auf apparative Details als
auch auf die jeweils herrschenden Messbedingungen eingegangen. Die praparative
Methodik ist Gegenstand des zweiten Unterkapitels. Dabei steht die Synthese von
Nanopartikeln sowie deren Aufarbeitung im Mittelpunkt. Zudem finden sich hier

alle Angaben zur Herkunft bzw. Herstellung aller Edukte.

2.1 Analytische Methoden
2.1.1 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Elektronenmikroskopie werden die durch Wechselwirkung eines Elektronen-
strahls mit Materie entstehenden Signale genutzt, um Abbildungen mit einer viel-
fach hoheren VergroBerung als in der Lichtmikroskopie zu erzeugen. Das moderne
Rasterelektronenmikroskop (REM) besitzt eine Auflosungsgrenze von etwa 1nm.
Fiir das menschliche Auge liegt dieser Wert bei etwa 0,1 mm, fiir ein Lichtmikroskop
bei 0,2 ym. Bei der Elektronenmikroskopie gleichzeitig erzeugte Rontgenstrahlung
kann zusatzlich genutzt werden, um die qualitative und quantitative Elementzu-
sammensetzung einer Probe zu ermitteln (vgl. Abschnitt 2.1.2). Abbildung 2.1
stellt die bei der Rasterelektronenmikroskopie aus einem birnenférmigen Wechsel-
wirkungsvolumen austretenden Signale schematisch dar und gibt, getrennt nach
Abbildung und Analyse, einen Hinweis auf die dazugehorige Methode. Wéhrend
das Transmissionselektronenmikroskop (TEM) anhand der Durchlassigkeit des
Elektronenstrahls ein Direktbild liefert, zeigt das REM ein synthetisches Bild,
erzeugt aus in zeitlicher Abfolge stattfindenden Wechselwirkungsprozessen an der
Probenoberfliche. Auf Grundlage des Detektorsignals wird fiir jeden einzelnen
Bildpunkt ein Grauwert ermittelt. Eine zeilenweise Abrasterung des Objekts
erzeugt ein Bild zusammengesetzt aus einer groffen Anzahl von Bildpunkten.
Die maximale Auflosung ergibt sich aus dem Durchmesser des Elektronenstrahls

sowie dem Wechselwirkungsvolumen. Je nach Detektor konnen verschiedene Signale
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Analyse Abbildung

Primarelektronenstrahl

Kathodolumineszenz
REM

Charakteristische i
Rontgenstrahlen Sekundarelektronen SE

— EDX

Ruckstreuelektronen RE

\
7 73

Absorbierte Elektronen
(Probenstrom)

Praparat

;

Transmittierte Elektronen

Abb. 2.1: Signale in einem Rasterelektronenmikroskop
(Abbildung modifiziert nach Lit. %)),

detektiert werden. Beim REM sind das in den meisten Fallen Sekundéarelektronen
(SE) oder Riickstreuelektronen (RE). Man unterscheidet zusétzlich zwischen SE1
und SE2-Elektronen. SE1-Elektronen sind direkt durch den Primarstrahl erzeugte
SE; SE2-Elektronen sind durch RE erzeugte SE. Eine Signalanderung zwischen
zwei einzelnen Bildpunkten und damit Kontrast entsteht durch eine Anderung
der lokalen SE-Ausbeute oder lokal unterschiedlicher Riickstreukoeffizienten. Die
in dieser Arbeit gezeigten Aufnahmen wurden grofitenteils mit einem In-Lens

SE Detektor aufgenommen. Dieser sitzt im Strahlengang und kann auf Grund
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seiner Anordnung nahezu selektiv SE1-Elektronen detektieren. Diese Elektronen
entstehen grofitenteils oberflichennah und erméglichen so eine gute Abbildung von
Oberfachen. Der seitlich zum Primarelektronenstrahl angeordnete SE2-Detektor
ist hingegen besser fiir topographische Darstellungen geeignet.

In dieser Arbeit wurde ein Supra 40VP Rasterelektronenmikroskop der
Fa. ZE1ss (Oberkochen) mit einer Feldemissionskathode eingesetzt. Als Detektoren
wurden Sekundéarelektronendetektoren (ein Everhart-Thornley- und ein In-Lens-
Detektor) genutzt. Die Beschleunigungsspannungen lagen im Bereich von 5 - 20kV.
Statistische Auswertungen wurden mit dem Programm Scandium 5.0 (SOFT IMA-
GING SYSTEMS, Minster) durchgefiihrt. Die Proben wurden durch Aufbringen der
jeweiligen Suspension auf einen Siliziumwafer prapariert. Dieser war wiederum mit
Leitsilber auf einem Aluminiumprobenhalter fixiert. Ethanolische Suspensionen
wurden bei Raumtemperatur aufgetropft. Wassrige Proben wurden mit Hilfe
eines Ultraschallverneblers in Form von kleinen schnelltrocknenden Tropfchen

aufgebracht.

2.1.2 Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Beim Auftreffen des Primaérelektronenstrahls auf eine Probe im Elektronenmi-
kroskop werden nicht nur Signale zur Abbildung der Probenoberfliche erzeugt
(Abb. 2.1), sondern auch Rontgenstrahlung, die zur qualitativen und quantitativen
Elementanalyse genutzt werden kann. Abb. 2.2 illustriert die ablaufenden Prozesse
auf atomarer Ebene beim Beschuss mit Elektronen. Ein inelastischer Stof eines
energiereichen Elektrons fiihrt mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit dazu, dass
ein kernnahes Elektron aus der Elektronenhiille herausgeschlagen wird. Ein sich auf
einem hoheren Energieniveau befindendes Elektron kann dessen Platz einnehmen.
Die Energiedifferenz kann als Rontgenquant emittiert werden. Man spricht dabei
von charakteristischer Rontgenstrahlung, da hierbei fiir jedes Element spezifische
Emissionsbanden entsprechend der charakteristischen Lage der Energieniveaus
beobachtbar sind. Die Energiedispersive Rontgenspektroskopie,

engl.: Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) wurde ebenfalls am in
Abschnitt 2.1.1 genannten Supra 40VP Rasterelektronenmikroskop der Fa. ZEISS

(Oberkochen) durchgefiihrt. Dieses Gerat war mit einem mit fliissigem Stickstoff
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Energiereiche
Elektronen
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Charakteristische
Roéntgenstrahlung
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gestreutes d
Elektron Emittiertes Kontinuierliche

K-Elektron Bremsstrahlung

Abb. 2.2: Entstehung der charakteristischen Rontgenstrahlung
(Abbildung modifiziert nach Lit. ).

gekiihlten energiesensitiven Si-Li Halbleiterdetektor des Typs Sapphire PV7715/89
der Fa. EDAX (Mahwah, New Jersey) ausgestattet. Die untersuchten Pul-
verproben wurden zu Tabletten gepresst und auf leitfihigen selbstklebenden
Kohlenstoffpads fixiert.

2.1.3 Photolumineszenzspektroskopie

Die Photolumineszenzspektroskopie dient zur Untersuchung der optischen FEi-
genschaften von lumineszierenden Materialien. Insbesondere die Emissionseigen-
schaften sind von groflem Interesse. Aber auch die Anregungscharakteristika, die
sich mit Hilfe eines Anregungsspektrums beschreiben lassen, besitzen eine grofie
Aussagekraft. 3]

In Tab. 2.1 sind die bekanntesten Lumineszenzarten zusammen mit ihrer
wichtigsten Anwendung aufgelistet. Sie unterscheiden sich in der Art und Weise, wie

ein elektronisch angeregtes Elektron erzeugt wird. Die vorliegende Arbeit behandelt
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Tab. 2.1: Verschiedene Arten der Lumineszenz. [36]

Lumineszenztyp Anregungsquelle Anwendung
Photolumineszenz (UV-)Photonen Leuchtstofflampen,
Plasmadisplays

Kathodolumineszenz Elektronen Kathodenstrahlrohre

Rontgenlumineszenz  Rontgenstrahlen Rontgenstrahlenverstarker

Elektrolumineszenz  elektrisches Feld LEDs

Chemolumineszenz ~ Chemische Analytische Chemie
Reaktionsenergie

Biolumineszenz Biochemische Analytische Chemie
Reaktionsenergie

Materialien, die ausschliefSlich durch ultraviolettes und sichtbares Licht anregbar
sind. Es handelt sich dementsprechend um Materialien, die Photolumineszenz
zeigen. Die auf die Anregung folgende Relaxation unter Emission eines Photons
in den elektronischen Grundzustand setzt Energie frei, diese wird in Form eines
Photons abgegeben. Erfolgt dieser Prozess ohne Emission eines Photons spricht
man von strahlungsfreier Relaxation.

Prinzipiell sind fiir die Lumineszenz verschiedenster Materialien immer elektroni-
sche Uberginge verantwortlich. In deren Lokalisierung unterscheiden sich jedoch
anorganische Materialien und organische Fluoreszenzfarbstoffe. Fiir die Farbigkeit
und die Lumineszenzeigenschaften in organischen Molekiilen sind elektronische
Ubergénge zwischen 7 und 7* Molekiilorbitalen, die sich iiber weite Teile eines

37 Unter klassischen anorganischen Leucht-

(38]

Molekiiles erstrecken, verantwortlich.
stoffen versteht man mit so genannten Aktivatorionen dotierte Wirtsgitter.!>® In
derartigen anorganischen Festkorpern sind elektronische Uberginge innerhalb der
Atomorbitale dieser Metallkationen fiir die Lumineszenzeigenschaften verantwort-
lich. (39:40)

Zur Ermittlung der Emissionseigenschaften wird die zu untersuchende Probe
im Spektrometer mit Licht einer geeigneten Anregungswellenlinge bestrahlt.

Der Anregungsmonochromator, der sich zwischen der Lichtquelle und der Pro-
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benkammer befindet, steht daher fest. Der sich zwischen Probe und Detektor
befindende Emissionsmonochromator fihrt den Wellenlangenbereich ab in dem
eine Emission zu erwarten ist. Zur Optimierung der Anregungswellenlinge wird
ein Anregungsspektrum aufgenommen. Dazu wird der Emissionsmonochromator
fest auf eine Emissionswellenlange, meist das Emissionsmaximum, eingestellt.
Die Intensitdt dieser Emission wird vom Detektor aufgezeichnet, wihrend der
Anregungsmonochromator einen zuvor festgelegten Wellenlangenbereich abfihrt.
Dieses Spektrum beschreibt bei welchen Wellenldngen die betrachtete Emission
angeregt werden kann. Ein Anregungsspektrum ist nicht zu verwechseln mit
einem Absorptionsspektrum. Im Gegensatz zu diesem berticksichtigt ein Anre-
gungsspektrum ausschliellich die absorbierenden Prozesse, die zu einer Emission
fithren. Strahlungsfreie Relaxation und die Anregung anderer Emissionsbanden
finden keine Berticksichtigung. Alle Spektren in dieser Arbeit wurden mit einem
Fluoreszenzspektrometer des Typs Fluorolog 3 FL3-22 der Fa. HORIBA JO-
BIN YVON (Paris) aufgenommen. Abb. 2.3 illustriert den Aufbau dieses Geréts. Als
Lichtquelle diente eine 450 W Xe-Gasentladungslampe. Zwischen Anregungsquelle
und Probe, bzw. Probe und Detektor befand sich jeweils ein separat steuer-
barer Doppelmonochromator (doppelte Cherny-Turner Monochromatoren). Als
Detektor wurde ein Photomultiplier R928P (PMT) eingesetzt, der eine spektrale
Empfindlichkeit von 240 bis 850nm zeigt. Die Steuerung des Gerats erfolgte
mit der Geritesoftware FluorEssence™ (Version 3.5). Die Proben wurden in
Quarzglaskiivetten der Qualitat 6@ der Fa. STARNA (Pfungstadt) in Suspension
vermessen. Korrigiert wurden die Nichtlinearitaten der Monochromatoren, des

Detektors und die Intensitatsschwankungen der Lampe.

2.1.4 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung oder auch Photonenkorrelationsspektroskopie ist
eine Methode zur Bestimmung einer Partikelgrofenverteilung in einer Suspension.
Uber die Bestimmung der Diffusionsgeschwindigkeiten der Partikel in einer
Suspension kann auf den hydrodynamischen Radius geschlossen werden. Abb. 2.4
zeigt schematisch den Aufbau eines Lichtstreuexperiments. Dabei wird mono-

chromatisches Licht an den Partikeln einer Suspension gestreut. Das Ergebnis

10
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Lichtquelle

Anregungsmonochromator

PMT

Detektor

Probenraum Emissionsmonochromator

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Photolumineszenzspektrometer
Fluorolog FL 3-22 (modifiziert nach Lit.[“).

Detektor

]

I
Laser Probe

173°

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Messanordnung in Riickstreuoptik
(modifiziert nach Lit.[*2]).

dieses Experiments ist eine von der Grofle der Partikel abhéangige charakteristische
Fluktuation der detektierten Streulichtintensitat. Dies 1a3t sich in einer Korrelati-
onsfunktion beschreiben, die je nach Partikelgrofle mehr oder weniger stark abfallt.
Auf Grund der schnelleren Bewegung kleiner Partikel nimmt die Korrelation,

d. h. die Ubereinstimmung der Intensititen im Vergleich zum Anfangswert,

11
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mit der Zeit schneller ab als bei grofien Partikeln. Abb. 2.5 zeigt beispielhaft

zwei Funktionen. Das erhaltene Korrelogramm ist im Fall einer monodispersen

—

grolRe Partikel

© Korrelation

kleine Partikel

>
t=0 Zeit t

Abb. 2.5: Schematische Darstellung zweier Korrelationsfunktionen, die jeweils

beispielhaft fiir eine Suspension mit groflen bzw. kleinen Partikeln stehen
(modifiziert nach Lit.[*2).

Probe, dem einfachsten anzunehmenden Fall, eine Exponentialunktion. Aus ihrem
Abklingverhalten ergibt sich der Diffusionskoeffizent D, der wiederum in die
Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 1) eingeht.*3] Bei konstanter Temperatur
T und bekannter Viskositdt 7 des Dispersionsmittels ergibt sich daraus der

hydrodynamische Radius r.

= Viskositat des Dispersionsmittels

r = hydronamischer Partikelradius
k = Boltzmann — Konstante
kT
= 671 D (1) T = Temperatur
n
D

= Diffusionskoeffizient

Die in dieser Arbeit gezeigten Messungen der Partikelgroffenverteilung wurden an
einem Nanosizer ZS der Fa. MALVERN INSTRUMENTS (Herrenberg) durchgefiihrt.
Dieses Gerét ist mit einem He-Ne-Laser (A = 633 nm) ausgestattet. Die untersuch-
ten Proben wurden in Einwegkiivetten der Fa. SARSTEDT bei konstanter Tempera-

tur in einem Peltier-Block vermessen. Alle Messungen erfolgten in Riickstreuoptik

12
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(173°). Die Auswertung wurde mit dem Programm Dispersion Tech Software
(Version 6.01) durchgefiihrt.

2.1.5 Zetapotential-Messung

Die unmittelbare Umgebung eines Partikels in Suspension besteht aus zwei zu
unterscheidenden Hiillen. Direkt an der Oberfliche befindet sich eine nahezu
unbewegliche Schicht aus Ionen und auch Wassermolekiilen. Der Radius dieser fiir
die Beweglichkeit entscheidenden festen Hiille wird als Scherradius bezeichnet. Das
elektrische Potential an der Oberflache dieser Kugel relativ zum Potential im Inne-
ren des Losungsmittels nennt man Zetapotential oder elektrokinetisches Potential.
Dieses Potential ist ein Maf fiir die Oberflachenladung der Partikel. Um diese erste
Ladungsschicht lagert sich eine bewegliche, diffusere Atmosphére von Gegenionen
aus dem Losungsmittel. Die innere und auflere Schicht von Ladungstragern werden

44 Das Zetapotential wird

zusammen als elektrische Doppelschicht bezeichnet.
iiber die Wanderungsgeschwindigkeit in einem elektrischen Feld bestimmt. 43
Realisiert wird dies tiiber die Messung der Laser-Doppler-Elektrophorese. Dabei
wird Laserlicht durch einen Strahlteiler geteilt. Der Messstrahl wird an den
sich in einem angelegten elektrischen Feld bewegenden Partikeln gestreut. Durch
Uberlagerung des auf Grund des Dopplereffekts frequenzverschobenen Streulichts
mit dem Originallicht erhélt man die Schiebefrequenz, daraus wird schlussendlich
die Teilchenladung ermittelt. %)

Die Messungen des Zetapotentials wurden mit Hilfe des Autotitrators MPT-2 und
des Nanosizer ZS der Fa. MALVERN INSTRUMENTS (Herrenberg) in Abhéngigkeit
des pH-Wertes durchgefiihrt. Als Titranten wurden 0,1 M NaOH und 0,1 M HC1

eingesetzt.

2.1.6 IR-Spektroskopie

Mit Hilfe der Schwingungsspektroskopie konnen Molekiilstrukturen, in Festkorpern
auch von Molekiilionen, auf ihre charakteristischen Schwingungseigenschaften hin
untersucht werden. Bei der IR-Spektroskopie werden Schwingungen beobachtet,
die mit einer Anderung des Dipolmoments einhergehen. Zur Aufnahme eines IR-
Spektrums wird Infrarotlicht (A = 1073 bis 107% m) eingestrahlt und ein durch

13
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Absorption der Probe entstehendes Transmissionsspektrum aufgenommen. 0!

Am Besten zu interpretieren sind Molekiilgrundschwingungen. Diese treten im
mittleren Infrarot (MIR) auf. Oberhalb von 1500cm™! sind die auftretenden
Banden verlésslich charakteristischen Schwingungsbanden funktioneller Gruppen
zuzuordnen. Innerhalb des so genannten Fingerprint-Bereichs von 1500 bis
400 cm~! ist das Auftreten einer Bande nicht immer verlésslich zuordenbar bzw.
tritt nicht verlédsslich auf. Jedoch eignet sich dieser Bereich dafiir umso besser fiir
einen Abgleich mit Referenzspektren.

In dieser Arbeit erfolgte die Aufnahme der FTIR-Spektren mit einem Vertex 70
Spektrometer der Fa. BRUKER (Ettlingen). Die pulverformigen Proben wurden als
KBr-Presslinge (1-2mg Probe, 300 mg KBr) in den Strahlengang gebracht und im
Bereich von 4000 bis 400cm ! (MIR) mit einer Auflésung von 4cm™! vermessen. Zur
Geritesteuerung und Aufzeichnung sowie zur Auswertung wurde das Programm

Opus (Version 7.0) verwendet.

2.1.7 Elementaranalyse

Die Elementaranalyse dient in erster Linie der Bestimmung der elementaren
Zusammensetzung von Kohlenwasserstoffen, einschliefllich der so genannten He-
teroatome. Man spricht auch von Verbrennungsanalyse, da durch eine Analyse der
Verbrennungsgase nach einer Zersetzung der Probe mit elementarem Sauerstoff
auf den Elementgehalt geschlossen wird. Daher werden nur Elemente analysiert,
die durch einen Verbrennungsvorgang in eine fliichtige Phase tiberfithrt werden
konnen. Andere, insbesondere in anorganischen Materialien auftretende Elemente
storen nicht, bleiben jedoch als Feststoff zurtick.

In der Probensubstanz enthaltene Elemente aus der Gruppe der Nichtmetalle
wie Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und Schwefel verbrennen zu ihren gas-
formigen Oxiden, COy, HyO, NOy und SOy bzw. SOs. Die Verbrennungsgase
werden im Tragergasstrom zum mit Kupfer befiillten Reduktionsrohr transferiert.
Dort wird NOy vollstandig zu Ny und SOg vollstindig zu SOs reduziert.
Zur Trennung des Gasgemisches in seine Bestandteile wird dieses auf einer
beheizbaren Adsorptionssiaule adsorbiert (Abb. 2.6) und dann Schritt fiir Schritt
in Abhéngigkeit der Temperatur desorbiert und dem entsprechenden Detektor

14
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/ Heizspirale

A
Tragergas l

Abb. 2.6: Das Herzstiick eines Verbrennungsanalysegerats: die beheizbare
Adsorptionssaule.

zugefithrt. Bis auf SOs, das iiber einen IR-Detektor detektiert wird, werden die
zu detektierenden Gase per Warmeleitfahigkeitsdetektor (WLD) quantifiziert. Aus
dem integrierten Detektorsignal kann iiber eine zuvor erstellte Kalibrierfunktion
der Elementgehalt a bestimmt werden. Gemafl Gleichung 2 ermittelt man daraus

die Elementkonzentration.

¢ = Elementkonzentration
a 100 f a = FElementgehalt
c = (2)
w f = Tagesfaktor
= Probengewicht

In dieser Arbeit erfolgten die Elementaranalysen mit einem Vario Micro Cube der
Fa. ELEMENTAR (Hanau) das im CHNS-Modus betrieben wurde. Je untersuchter
Probe wurde eine Doppelbestimmung mit 2 bis 3 mg Substanz durchgefiihrt. Als
Tragergas fungierte Helium 5.0. Die Verbrennung erfolgte bei einer Verbrennungs-

temperatur von 1150 ° C mit elementarem Sauerstoff. Das Reduktionsrohr wurde

15
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bei 850 ° C betrieben. Zur Kalibrierung des Gerdts und zur Ermittlung des

Tagesfaktors diente Sulfanilamid.

2.1.8 Thermische Analyse

Zur Aufklarung von thermischen Materialeigenschaften werden thermische Ana-
lysen durchgefithrt; im Speziellen die Differenzthermoanalyse (DTA) und die
Thermogravimetrische Analyse (TGA). Beide Methoden werden meist simultan
durchgefiihrt. In der klassischen DTA-Anordnung wird die Probe gemeinsam
mit einer inerten Referenzprobe, die im ensprechenden Temperaturbereich keine
thermische Reaktion zeigt, einem Temperaturprogramm unterworfen. Auftretende
Temperaturdifferenzen duflern sich als Spannungsdifferenzen und zeigen endother-
me bzw. exotherme Effekte an. Die Ursache dafiir konnen die Freisetzung von
Feuchtigkeit (freies Wasser, Kristallwasser oder Konstitutionswasser), Kristalli-
sationsprozesse, Phasenumwandlungen oder chemische Reaktionen (beispielsweise
Oxidationen) sein. Die DTA-Kurve gibt nur eine qualitative Warmetoénung an, d.
h. eine quantitative Bestimmung des Warmeumsatzes durch eine Bestimmung der
Peakflachen ist nicht moglich. Dazu eignet sich jedoch die Weiterentwicklung der
klassischen Methode, die Dynamische Differentialkalorimetrie (DSC). Uber einen
mit einem Thermoelement ausgestatteten Probenhalter, der die exakten Tempe-
raturdaten dokumentiert, konnen dann Enthalpien bestimmt werden. Die TGA
oder auch Thermogravimetrie (TG) dokumentiert gleichzeitig iiber eine Waage die
Masseanderung der Probe innerhalb des gefahrenen Temperaturprogramms.

In dieser Arbeit wurde zur Untersuchung der thermischen FEigenschaften ein
STA 449 F3 Jupiter der Fa. NETZSCH (Selb) eingesetzt. Die Messungen der Proben
wurden mit 5 bis 10 mg Substanz in Korundtiegeln unter Luft durchgefiihrt. Diese
wurden in der Regel mit 5K pro Minute auf bis zu 1400 °C aufgeheizt. Die
gewonnenen Daten wurden einer Auftriebskorrektur unterzogen um Wéagefehler, die
durch die Dichtednderung der Atmosphére bei steigender Temperatur entstehen,
zu korrigieren. Die Werte der DTA wurden so aufgetragen, dass ein Ausschlag
der Kurve nach oben einem endothermen und ein Ausschlag nach unten einem

exothermen Prozess entspricht.
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2.1.9 Kernresonanzspektroskopie

Die Kernresonanzspektroskopie ist eine Methode, die mit Hilfe der sogenannten
chemischen Verschiebung die elektronische Umgebung eines Atomkerns sowie
die Wechselwirkung dieses Kerns mit anderen Kernen abbildet. Die NMR-
Spektroskopie dient zur Strukturaufklarung von Molekiilen bzw. Komplexen und
somit meist zur Uberpriifung des Syntheseerfolgs.

Die NMR-Spektroskopie wird moglich durch den Eigendrehimpuls (Kernspin),
den viele Atomkerne besitzen. Durch anlegen eines dufleren Magnetfelds wird
ein Spinzustand durch Ausrichtung in diesem zu einem energetisch bevorzugten
Zustand. Die Umkehr dieses Spinzustands erfolgt durch elektromagnetische
Strahlung extrem niedriger Energie. Bei einem Magnetfeld von 2,35T liegt die
Resonanzfrequenz eines 'H-Kerns beispielsweise bei 100 MHz. Das entspricht einer
Radiowelle mit einer Wellenléinge von A = 3 m. 0]

Es sind ausschliefllich Kerne messbar, die einen Kernspin I # 0 haben und damit
ein magnetisches Moment p besitzen. Zudem spielt die Haufigkeit eine grofie Rolle
fir die Messempfindlichkeit eines Isotops. Tab. 2.2 listet eine Auswahl an Kernen
und deren Eigenschaften auf.

Die exakte Resonanzfrequenz einer bestimmten Kernsorte hangt von der elektroni-
schen Umgebung des Kerns ab. Die Lage einer Kernresonanzabsorption 1afit sich,
da sich das auflere angelegte Magnetfeld und damit auch die Resonanzfrequenz

von Gerdt zu Gerat unterscheidet, nicht in einer absoluten Zahl beschreiben,

Tab. 2.2: Eigenschaften einer Auswahl von fiir die anorganische und organische Chemie
wichtigen Kerne. [46]

Isotop  Spinquantenzahl magnetisches natirliche Hau- abs.
I Moment i / py  figkeit / % Empfindlichkeit
H 1/2 2,793 99,985 1,000
H=D 1 0,857 0,015 0,010
13C 1/2 0,702 1,10 1,76 -1074
g 1/2 2,627 100 0,833
31p 1/2 1,132 100 0,066
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sondern wird auf die Signallage einer Referenzverbindung bezogen. Bei 'H-
und 3C-Spektren handelt es sich bei der Referenzverbindung um TMS (Trime-
thylsilan), bei 3P-Spektren dient Phosphorsiure als Referenz. Die so genannte
chemische Verschiebung 0 beschreibt diese Abweichung als dimensionslose Zahl

(Gleichung 3). Der Faktor 10° erméglicht es dieses Verhéltnis in ppm anzugeben.

0 = chemische Verschiebung
Av
§ = 10° — (3) Av = Frequenzdifferenz gegen Standard
v = Resonanzfrequenz der Referenz

Zur Ermittlung einer Molekiilstruktur hilft zum einen die chemische Verschiebung,
zum anderen treten Kopplungen zwischen den Atomkernen in einem Molekiil auf.
Das zeigt sich je nach Zahl der benachbarten Kerne in einer mehr oder weniger
starken Aufspaltung des Signals. Somit kénnen nicht nur sehr exakte Aussagen
iiber die elektronische Umgebung, sondern auch tiber die Anzahl der benachbarten
Atomkerne gemacht werden.

Die in dieser Arbeit gezeigten NMR-Daten wurden an einem Avance II 400 der
Fa. BRUKER (Ettlingen) gemessen. Dazu wurden 10 bis 20 mg Probe in 1 bis 1,5 ml

deuteriertem Losungsmittel gelost.

2.1.10 Rontgenbeugung an Pulverproben

Festkorper konnen mit Hilfe der Beugungsphanomene von Rontgenstrahlung an
Kristallen, bzw. kristallinen Pulvern charakterisiert werden.

Die Bragg’sche Gleichung (Gleichung 4) beschreibt die Beugung von Rontgenstrah-
lung an Kristallen, d. h. dreidimensional periodisch aufgebauten Festkorpern. Dabei
wird angenommen, dass das Phanomen der Beugung als Reflexion an Netzebenen,
die die Atome im Kristall aufbauen, beschreibbar ist. Demnach erzeugt jede
Netzebenenschar mit einem Netzebenenabstand d im Beugungsbild einen Reflex

bei einem Beugungswinkel 20.
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n = Beugungsordnung
| A = Wellenlénge
nA = 2dsin®© (4) d = Netzebenenabstand
© = Glanzwinkel

Im Fall von polykristallinen Pulverproben erhélt man im Gegensatz zu einem
Einkristall keine diskreten Reflexpositionen, sondern Beugungskegel, die projeziert
auf den Detektor, Ausschnitte konzentrischer Kreise ergeben (Abb. 2.7).

Pulverprobe
Primarstrahl \
Réntgenquelle —p» 26) 2_@ o

Abb. 2.7: Entstehung der photographischen Abbildung der Beugungskegel (Abbildung
modifiziert nach Lit.[*™). Der Radius der Beugungsringe entspricht 26.

Zur rontgenographischen Untersuchung von Pulverproben wurde ein Pulverdif-
fraktometer STOE Stadi P der Fa. STOE (Darmstadt) verwendet. Dieses Gerat
wurde mit Cu-K,-Strahlung der Wellenldnge A = 1,541 A und einem Ge(111)-
Monochromator in Debye-Scherrer-Anordnung betrieben. Als Detektor diente eine
auf Rontgenstrahlung empfindliche Bildplatte. Die Auswertung der erhaltenen
Diffraktogramme erfolgte mit dem Programm WinX"OW (Version 2.12).
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2.1.11 Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden von Dr. Joanna Napp in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Frauke Alves am MAX-PLANCK-INSTITUT FUR
EXPERIMENTELLE MEDIZIN in Gottingen durchgefiihrt. Die Aufnahmen erfolgten
an einem Zeiss Axiovert 200 M (CARL ZEIss, Gottingen), ausgestattet mit einer
Xe-Gasentladungslampe und einer hochempfindlichen ORCA-AG Digitalkamera
(HAMAMATSU, Japan). Die Erzeugung und Bearbeitung der Bilder erfolgte mit

den Programmen AxioVision Rel.4.6 (CARL ZEI1ss, Gotttingen) und ImageJ (48]

2.1.12 In vivo Bildgebung

Die in vivo Bildgebung wurde von Dr. Joanna Napp in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Frauke Alves am MAX-PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE
MEDIZIN in Gottingen durchgefiithrt. Die Bilder wurden an einem IVIS Spectrum
Pre-clinical In Vivo Imaging System, der Fa. PERKIN ELMER (Waltham)
aufgenommmen. Dabei wurde das Programm Living Image (Version 3.2) eingesetzt.
Alle Tierexperimente erfolgten unter Beachtung des Tierschutzgesetzes und nach

Genehmigung der entsprechenden Behorde des Landes Niedersachsen.

2.2 Praparative Methoden
2.2.1 Kontrolle der Partikelsynthesen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesen von Nanopartikeln stellen einfache,
wasserbasierte Féallungsreaktionen dar. Die Schwerloslichkeit der Zielverbindungen
ermoglicht eine Synthese aus homogener wassriger Losung, Ziel ist es dabei die
Prozesse der Keimbildung und des Keimwachstums voneinander zu trennen. !
Genutzt wird dazu das Konzept der Keimbildung von LaMer und Dinegar
(Abb. 2.8).1% Es gilt zunichst durch schnelles Mischen der Eduktlésungen
unter kriftigem Riihren eine schlagartige, homogene Ubersittigung oberhalb
der Sittigungskonzentration Cg zu erzeugen (Abschnitt I). Erst oberhalb der
Keimbildungskonzentration C,,;, setzt die Keimbildung ein, diese dauert an bis
Cinin wieder unterschritten wird (Abschnitt IT). AnschlieBend folgt eine Phase des
Keimwachstums, bis die Ubersittigung vollstindig abgebaut ist (Abschnitt III).
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Abb. 2.8: Modell von LaMer und Dinegar zur Beschreibung von Keimbildung und
Keimwachstum (Abbildung modifiziert nach Lit.[4%).

Die Synthesen in dieser Arbeit wurden alle bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Bei
Raumtemperatur ist geniigend Energie vorhanden, damit die endotherme Keimbil-
dung in ausreichendem Maf stattfindet. Eine Erhéhung der Reaktionstemperatur,
wie es die Heiflinjektionsmethode vorsieht, ergibt bei den hier vorgestellten Synthe-

14 7Zudem kommen

sen keine signifikante Verbesserung der Kolloideigenschaften.
in dieser Arbeit die bei erhohter Temperatur zunehmend hydrolyseinstabilen
Phosphorséureester zum Einsatz, weshalb es hier galt einen Kompromiss zu finden.
Mit Hilfe der Derjaguin-Landau- Verwey-Overbeek-Theorie (DLVO-Theorie) wird
die Stabilitat einer Dispersion beschrieben. Eine Vorhersage der Stabilitét einer
Suspension beruht auf der Betrachtung der attraktiven van-der- Waals-Kréfte und
den sich abstoBlenden gleichgerichteten elektrostatischen Kréften. Eine stabile
Dispersion ohne Aggregation der Partikel liegt vor, wenn die abstoflenden Kréfte
iiberwiegen. Mit anderen Worten, man erhélt eine stabile Suspension, wenn
ausreichend gleichnamige Oberflachenladungen vorhanden sind. Tatséchlich tritt
in salzfreien Losungen bei ladungsstabilisierten Partikeln keinerlei Aggregation auf.
Sobald diese Ladungen jedoch durch in einer Salzlosung vorliegende Gegenionen

abgeschirmt werden, gewinnen die van-der-Waals-Kréfte die Oberhand. Vollig
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von Agglomeration freie ladungsstabilisierte Dispersionen in Wasser sind daher
auf Grund der Autoprotolyse des Wassers nicht realisierbar. Umso wichtiger ist
es jedoch durch Waschen der Partikel im Aufarbeitungsprozess die lonenstérke
einer Dispersion zu kontrollieren (vgl. Abschnitt 2.2.2). Gleichzeitig haben die in
medizinischen Experimenten unabdingbaren Pufferlésungen meist auf Grund ihrer
Ionenstarke einen negativen Effekt auf die Stabilitit einer Suspension. Die Wahl
bzw. der Test verschiedener Puffersysteme spielt daher bei der Anwendung der
Nanotechnologie eine grofie Rolle. [43:45]

Als Alternative zur Ladungsstabilisierung ist eine sterische Stabilisierung, durch
Adsorption langkettiger, organischer Molekiile an der Oberfliche moglich. Im Fall
von Partikeln, die zu einer Freisetzung von Wirkstoff aus dem inneren der Partikel
dienen sollen, ist eine Belegung der Oberfliche jedoch nicht sinnvoll. Vor allem
wenn eine Funktionalisierung mit Antikorpern angedacht ist. Ein Losungsansatz
in der Kolloidchemie ist, gezielt eine Sorte von Ionen auf der Oberfliche zu
adsorbieren. Dies ist die in dieser Arbeit gewéhlte Strategie. Es wurde daher
immer mit einem anionischen Uberschufl gearbeitet, um so ladungsstabilisierte
Partikel zu erhalten.!!l Als guter Kompromiss zwischen den UberschuBkosten und
dem kolloidalen Nutzen hat sich ein Verhéltnis von Anion zu Kation von drei
zu eins herauskristallisiert. Bei Kostenintensiven Edukten ist auch ein Verhaltnis
von eins zu zwei moglich. Eine anschliefende Aufkonzentrierung ist im Zuge der

Aufarbeitung noch moglich (vgl. Kapitel 2.2.2).

2.2.2 Aufarbeitung von Partikelsuspensionen

Wie oben beschrieben, kann das Waschen der Reaktionssuspension entscheidend
fiir die Stabilitat einer Suspension sein. Im folgenden soll daher der Aufarbeitungs-
prozess, wie er bei der Synthese der in dieser Arbeit vorgestellten Nanomaterialien
durchgefiithrt wurde, beschrieben werden.

Alle Zentrifugationsschritte wurden mit Hilfe einer Laborzentrifuge des Typs 30K30
der Fa. StGMA (Osterode am Harz) durchgefithrt. Falls nicht anders angegeben,
wurde iiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei 25000 U/min zentrifugiert. Die
Partikel wurden anschliefend in einem geeigneten Losungsmittel resuspendiert

und erneut abzentrifugiert, um Nebenprodukte sowie iiberschiissige Edukte abzu-
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2.2 Praparative Methoden

trennen. Diese Waschvorgénge wurden in der Regel zwei- bis dreimal wiederholt.
Der Dispersionsvorgang wurde durch mechanisches Rithren bei Raumtemperatur
iiber mindestens 15 min begonnen und im nachsten Schritt mit Hilfe eines Ultra-
schallstabs des Typs Bandelin SonoplusHD 2070 der Fa. BANDELIN ELECTRONIC

(Berlin) abgeschlossen.

© Hochfrequenz-
generator

® Ultraschallwandler

© Sonotrode

@ Suspension

© Eisbad

Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Behandlung einer Suspension mit Ultraschall
unter Kiihlung.

Die durch den Energieeintrag des Ultraschallstabes freigesetzte Warme wirkt dem
Dispersionsvorgang entgegen, daher wurde die Suspension gleichzeitig mit Hilfe
eines Eisbads gekiihlt (Abb. 2.9). Ultraschall erzeugt Reibung wischen den Mo-
lekiilen, die erzeugten Scherkrafte bewirken eine Auftrennung von Agglomeraten.
Die Thermodynamik wirkt jedoch entgegengesetzt, weshalb Warme diesen Vorgang
behindert.

Insbesondere um fiir biomedizinische Untersuchungen eine ausreichende Parti-
kelkonzentration zu erreichen, aber trotzdem eine entsprechende Partikelqualitat
gewahrleisten zu konnen, erfolgt, falls notwendig, eine Aufkonzentrierung im
letzten Aufarbeitungsschritt. Dazu wird in entsprechend weniger Volumen an
Medium resuspendiert. Die Partikelqualitat leidet dadurch nicht, da bis dahin in
ausreichender Verdiinnung gearbeitet wird. Die Konzentrierung erfolgt bewusst

erst nach den Waschvorgéngen. Dennoch ist zu beachten, dass durch die
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Aufkonzetrierung eine Verringerung des mittleren Partikelabstands stattfindet und
damit die kolloidale Stabilitat abnimmt.

2.2.3 Schutzgasapparatur

Fiir Arbeiten und Synthesen unter Ausschluss von Sauerstoff und Luftfeuchtigkeit
wurde eine Schutzgasapparatur genutzt. Diese war mit Hahnen der Fa. J.
YoUNG (Berkshire, UK) ausgestattet. Als Schutzgas wurde Argon (Reinheit 4.8,
AIR LIQUIDE, Paris) verwendet. Das Vakuum der Anlage erzeugte eine Dreh-
schieberpumpe der Fa. VACUUBRAND (Wertheim), die Anzeige des angelegten
Drucks erfolgte mit Hilfe eines digitalen Manometers VAP 5, ebenfalls von der
Fa. VACUUBRAND.

2.2.4 Chemikalien

In Tab. 2.3 sind alle eingesetzten Chemikalien mit Angabe der Reinheit und
der Herkunft aufgefiihrt. Fir die Synthesen in wéssriger Losung wurde demi-
neralisiertes Wasser verwendet. Die HEPES-Pufferlosungen wurden aus steril
filtriertem, destilliertem Wasser hergestellt. Soweit nicht anders angegeben betrug
die Konzentration der Lésung 30 mmol/1 und wurde mit Hilfe von NaOH und einer
pH-Elektrode auf pH = 7.4 eingestellt. Die Angaben zur Herkunft der Chemikalien
der in den Kooperationen mit dem MAX-PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMEN-
TELLE MEDIZIN in Géttingen, der UNIVERSITATSMEDIZIN GOTTINGEN und dem
HELMHOLTZ ZENTRUM FUR INFEKTIONSFORSCHUNG (HZI) in Braunschweig
durchgefiihrten medizinischen Experimente, befinden sich in den entsprechenden

Veroffentlichungen. [33:50:51]
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Tab. 2.3: Herkunft und Reinheit der verwendeten Chemikalien.

Edukt Reinheit Lieferant
Acetaminophen 98 % Sigma-Aldrich
Cyclohexylammonium-3-O- 95 % Sigma-Aldrich
methylfluoresceinphosphat

Dy-647P1-dUTP (CysHs55N5099P3S, - 5 Li) Dyomics
Di-Natriumhydrogenphosphat > 95% Riedel-deHaén
Dextran 40 99 % Carl Roth
1,8-Diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en 98 % Sigma-Aldrich
Diphosphorylchlorid 97 % Aldrich
HEPES >99,5% Carl Roth
Hemipyridinium- > 85% Sigma-Aldrich
phenylumbelliferonphosphat

Natriumbetamethasonphosphat > 97% Sigma-Aldrich
Natriumcarbonat 99,9 % Fluka
Natriumeclindamycinphosphat 95,7% Aldrich
Natrium-5-fluordesoxyuridinmonophosphat 85 % Sigma-Aldrich
Natriumhydrogencarbonat > 98 % Riedel-deHaén
Natriumhydroxid p.a. Riedel-deHaén
Natriumriboflavin-5-monophosphat- 85 % Fluka
dihydrat

Phosphorpentoxid 98 % Acros
Phosphorséaure (85 Gew.-%) 99,999 % Aldrich
Resorufin 95 % Sigma-Aldrich
Salzséure techn. BASF
Zirconylchloridoktahydrat 99 % Aldrich
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Eduktdarstellung: Resorufinphosphorsaure Die Darstellung von Resorufinphos-

phorsidure erfolgt an Hand der in Abb. 2.10 dargestellten Reaktionsgleichung in

Anlehnung an Lit. [

N N
N 1) DBU / P,03Cly o N
? /P\
HO 0 0 H% 6 0 S o

2) NaHCO4

Abb. 2.10: Reaktionsgleichung zur Synthese von Resorufinphosphorséure.

Natriumresorufinat (1,11g; 4,7mmol) wird in Dichlormethan (40 ml) suspendiert
und mit DBU (1,53g; 9,86mmol; 1,5ml) versetzt. Das Gemisch wird bei
Raumtemperatur ca. 15min gerithrt. Die Suspension wird innerhalb von ca.
1h in ein auf etwa -15°C gekiihltes Gemisch aus Pyrophosphorsédurechlorid
(5,46 g; 19 mmol; 3ml) in Dichlormethan (100 ml) getropft. Das Reaktionsgemisch
wird anschlieend in eine geséttigte Natriumhydrogencarbonatlosung eingeriihrt
und solange mit zusatzlichem Natriumhydrogencarbonat versetzt, bis keine
Kohlenstoffdioxidbildung mehr zu beobachten ist. Nach Abtrennung der wéssrigen
Phase und Konzentrierung derselben im Vakuum auf ca. 40 ml Volumen, wird mit
Salzsaure (5 M) ein pH-Wert von 2,5 eingestellt. Im Kiihlschrank scheidet sich die
schwerlosliche Resorufinphosphorséure als feiner, gelborange gefarbter Niederschlag
ab. Dieser wird durch Zentrifugation (5min, 10000 U/min) abgetrennt. Das
Rohprodukt wird iiber Kieselgel 100 Cg — Reversed phase und Wasser/Ethanol
chromatographisch aufgereinigt. Die orange-farbene Titelverbindung wird durch
Gefriertrocknung isoliert.

Analyse:

'H-NMR (D50): § = 6,44 (d, 1H), 6,91 (d, 1H), 7,27 (m, 2H), 7,58 (d, 1H), 7,79
(d, 1H) ppm

SIP-.NMR: § = -4,84 (d, 1P) ppm

Elementaranalyse: C: 44,6 %, H: 3,0 %, N: 5,0 %

(Theorie: C: 46,6 %, H: 2,6 %, N: 4,5 %)
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Eduktdarstellung: Ammoniumacetaminophenphosphat Die Darstellung des

Ammoniumacetaminophenphosphats folgt der in Abb. 2.11 dargestellten Reak-

tionsgleichung in Anlehnung an Lit. %3]
H H
N\”/ 1) P4019 / HsPO4 (I? ONT(
> - _P. O
L j R
HO o 2) NH3 o) Qo

(NHz"),

Abb. 2.11: Reaktionsgleichung zur Synthese von Ammoniumacetaminophenphosphat.

Phosphorsiure (85 %; 85,5 g; 0,74 mol; 50 ml; 6,74 Aq.) wird auf Phosphorpentoxid
(67,5g; 0,48mol, 4,36 Aq.) gegeben. Nach dem Abkiithlen der Mischung auf
Raumtemperatur wird diese Mischung unter Kiihlung mit einem Eisbad zu
Acetaminophen (16,5g; 0,11 mol, 1,00 Aq.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird
iiber 4,5h auf 60° C gehalten. AnschlieBend wird diese zur Hydrolyse des
Phosphorpentoxids in Eiswasser (100 ml) gegeben und iiber Nacht im Kiihlschrank
aufbewahrt. Mit Hilfe von Ammoniak (konz., ca. 80 ml) wird ein pH-Wert von 4
eingestellt. Dabei fallt ein weiler Feststoff (Ammoniumphosphat) aus. Anschlie-
flend wird Ethanol (500 ml) hinzugegeben und der Feststoff wird abfiltriert. Die
Losung wird auf ein Volumen von etwa 200 ml eingeengt und erneut mit Ethanol
(800ml) tiberschichtet. Der tiber Nacht ausgefallene Feststoff wird abzentrifugiert
(5min, 10000 U/min) und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.
Das erhaltene Rohprodukt wird in Wasser (25ml) aufgeschlemmt, wobei sich der
Feststoff teilweise 16st. Nach Zugabe von Aceton (11) bleibt die Titelverbindung
als weiler Feststoff zuriick. Dieser wird nach einer weiteren Nacht im Kiihlschrank
durch Zentrifugation (5 min, 10000 U/min) abgetrennt und am Vakuum getrocknet.
Analyse:

TH-NMR (D20): § = 2,08 (s, 3H), 7,09 (d, 2H), 7,27 (d, 2H) ppm

SIP-NMR: § = -3,88 (d, 1P) ppm

Elementaranalyse: C: 37,6 %, H: 5,3 %, N: 10,9 %

(Theorie: C: 38,3 %, H: 5,1 %, N: 11,2 %)
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3 Fluoreszierende Hybridnanopartikel

Im folgenden Kapitel werden anorganisch-organische Hybridmaterialien vorge-
stellt, die aus dem anorganischen Kation [ZrO]?>* und einem phosphathaltigen
Fluoreszenzfarbstoff der allgemeinen Formel [Rpgrpstorr — O — PO3]>~ bestehen.
Diese Farbstoffanionen leiten sich durch Phosphorylierung eines in seinen Eigen-
schaften bekannten Fluoreszenzfarbstoffs ab. Es kénnen so durch die Auswahl
entsprechender Fluoreszenzfarbstoffe die Emissionsfarben blau, griin, rot bis hin
zum NIR realisiert werden. Eine Anwendung der vorgestellten Materialien ist in
verschiedene Richtungen umsetzbar. Lumineszierende Hybridnanopartikel konnten
in Polymere eingebettet werden. ¥ Die Erstellung fluoreszierender Diinnschichten
ist denkbar. In dieser Arbeit soll jedoch die Anwendung in der Medizin im Vorder-
grund stehen. Somit bildet in Bezug auf die Anwendbarkeit die Untersuchung der

Eignung der fluoreszierenden Nanomaterialien als Biomarker den Schwerpunkt.

3.1 Zirkonylresorufinphosphat - ZrO(RRP)
3.1.1 Der Fluoreszenzfarbstoff Resorufin

Resorufin (Abb. 3.1) ist ein zur Klasse der Oxazone gehérender Leuchtstoff, der eine
breite Anwendung in der Photochemie findet. Es kommt aber auch in der Biochemie
in verschiedenen Assays zum FEinsatz, die zum Nachweis von pH-sensitiven
oder redoxaktiven Prozessen dienen.[’® Seine Lumineszenzeigenschaften machen

Resorufin interessant fiir die Nutzung in anorganisch-organischen Hybriden.

Abb. 3.1: Strukturformel des Resorufins.

Resorufin ist gut in Ethanol oder Dichlormethan l6slich, besitzt aber eine duflerst

schlechte Wasserloslichkeit. Zur Verbesserung dieser Losungseigenschaften ist eine
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Phosphorylierung des Resorufins hilfreich. Als Phosphorsdureester ist es zudem ein
Substrat fiir die enzymatisch katalysierte Hydrolyse mit Hilfe einer Phosphatase.
Resorufin wurde in dieser Arbeit zur Synthese von als Biomarker geeigneten
Nanopartikeln eingesetzt. Die Synthese der eingesetzten Resorufinphosphorséaure

ist in Abschnitt 2.2.4 beschrieben.

3.1.2 Synthese von ZrO(RRP)-Nanopartikeln

Die Synthese von ZrO(RRP)-Nanopartikeln erfolgt tber eine einfache und
vollsténdig wasserbasierte Fallungsreaktion bei Raumtemperatur. In Abb. 3.2 ist
die entsprechende Reaktionsgleichung dargestellt. Die Aufarbeitung des Rohpro-
dukts erfolgt ebenfalls gédnzlich ohne den Einsatz organischer, potentiell giftiger
Losungsmittel. Dies verdeutlicht die Eignung dieser Synthesestrategie fiir ein

Material, das Anwendung in der Medizin finden soll.

N
o Ny NaOH 0 X
P +210Cl;,  ——>  p_ +2 NaCl
HO 7 ~O o) 0 07 0 O o
HO fo

Zro%*

Abb. 3.2: Reaktionsgleichung zur Synthese der ZrO(RRP)-Nanopartikel.

Die ZrO(RRP)-Nanopartikel wurden durch einfaches Zusammengeben einer
Losung aus ZrOCls-8H20 (10 mg) in Wasser (5 ml) und einer Losung aus Resorufin-
phosphorsdure (HoRRP, 15 mg) in Wasser (50 ml) dargestellt. Die schwerlosliche
Resorufinphosphorsaure wurde mit Hilfe von NaOH (1M) in Losung gebracht.
Denn das dazugehorige Natriumsalz weist eine ausreichende Wasserloslichkeit
auf. Die ZrOCls-Losung wird unter kréaftigem Rithren zur Losung des Resoru-
finphosphats gegeben, um eine moglichst schlagartige, homogene Ubersittigung
aufzubauen. Anschlielend wird die erhaltene Reaktionssuspension nachgeriihrt
(2min), um das Keimwachstum nicht vorzeitig abzubrechen. Das Produkt wird

per Zentrifugation (15min bei 25000 U/min) abgetrennt und zweimal mit Wasser
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gewaschen, um die im Uberschuf} eingesetzte Resorufinphosphorsiure sowie das als
Nebenprodukt entstehende NaCl zu entfernen. Im letzten Schritt wird erneut in
Wasser resuspendiert. Das Ergebnis ist eine iiber Wochen stabile, transparente,
orange gefiarbte wassrige Suspension (Abb. 3.3). Der zu erkennende Streukegel
unterstreicht den kolloidalen Charakter der gezeigten Probe. Gleichzeitig wird
durch die Anregung mit gelbem Licht die orange-rote Lumineszenz sichtbar. Das
gelbe Licht stammt in diesem Fall von einer mit einem entsprechenden Filter

versehenen Halogenlampe mit Lichtleiter.

Abb. 3.3: Fotografien von ZrO(RRP)-Suspensionen in Wasser: Unter Anregung einer
Halogenlampe versehen mit einem Griinfilter (links), einem Gelbfilter (mitte)
und ohne Anregungsquelle (rechts).

3.1.3 Charakterisierung der ZrO(RRP)-Nanopartikel

Zur unmittelbaren Kontrolle des Syntheseerfolgs wurde die Partikelgroflenvertei-
lung mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt (Abb. 3.4). Die Messung
ergab einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von d = 47 + 7nm.

Die Grole und die Morphologie der aus der wassrigen Suspension durch Trocknung
praparierten Nanopartikel wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
untersucht (Abb. 3.5 und 3.6). Statistische Auswertungen der Gréfle von 100

Partikeln ergaben einen mittleren Durchmesser von d = 27 + 8 nm. Geht man von
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Abb. 3.4: GroBenverteilung der ZrO(RRP)-Nanopartikel, bestimmt mittels DLS.

einer partiellen Agglomeration von im Mittel zwei Partikeln aus und berticksichtigt
man, dass die DLS grundsatzlich den gréfleren hydrodynamischen Durchmesser

ermittelt, ergibt sich ein stimmiges Bild einer nanoskaligen Suspension.

Abb. 3.5: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme der
ZrO(RRP)-Nanopartikel.
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Abb. 3.6: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme der ZrO(RRP)-Nanopartikel.

Rontgenographische Untersuchungen der per Zentrifugation abgetrennten und
getrockneten Nanopartikel zeigen das Beugungsbild einer vollkommen rontgena-
morphen Probe. Daher miissen zur Aufkldrung der chemischen Zusammensetzung
weitere Methoden zu Rate gezogen werden. Der Nachweis, dass das organische
Wirkstoffmolekiil in den Partikeln enthalten ist, gelingt per IR-Spektroskopie
(Abb. 3.7). Dabei diente die Resorufinphosphorsiure als Referenz. Die ZrO(RRP)-
Nanopartikel (rot) zeigen insbesondere im Fingerprint-Bereich eine gute Uberein-
stimmung mit dem Edukt.

Die Klirung der Frage, in welchem Verhaltnis das Metallkation Zr** zum
Organophosphatanion in der Verbindung enthalten ist, erfolgte mit Hilfe der
Energiedispersiven Rontgenspektroskopie. Die Untersuchungen ergaben ein Zr:P-
Verhéltnis von 1,1:1. Dieses entspricht dem zu erwartenden Wert fiir eine
aquimolare Zusammensetzung.

Weiterhin wurde der Kohlenstoffgehalt einer typischen Probe thermogravimetrisch
analysiert (Abb. 3.8). Der Zersetzungsvorgang unter Luft bei einer Heizrate
von 5K/min fithrt zu einem Gewichtsverlust von 42 % (theoretisch: 48 %). Die
Elementaranalyse ergibt die in Tab. 3.1 dargestellten Werte, die bis auf den
Kohlenstoffwert gut mit den theoretischen Werten tibereinstimmen. Organophos-

phate sind hinlinglich als Flammschutzmittel bekannt und im Einsatz. 565
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Abb. 3.7: IR-Spektren der ZrO(RRP)-Nanopartikel (rot) und HoRRP (schwarz).
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Abb. 3.8: Thermogramm der abzentrifugierten und getrockneten
ZrO(RRP)-Nanopartikel.
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Unter den Verbrennungsbedingungen in der Elementaranalyse (1150 °C und Oo-
Atmosphéare) verhdlt sich das hier eingesetzte Organophosphat offensichtlich
als Flammschutzmittel, was auf Grund der nicht vollstandigen Verbrennung
zu einem zu niedrigen Kohlenstoffwert fithrt. Unter den thermogravimetrischen
Bedingungen innerhalb eines vergleichsweise langsamen Aufheizprozesses eine
vollstandigere Verbrennung stattfindet. Die dargestellten analytischen Daten, d.
h. EDX, Thermogravimetrie und Elementaranalyse sprechen in ihrer Gesamtheit

fir eine chemische Zusammensetzung ZrO(RRP).

Tab. 3.1: Gegeniiberstellung der analytischen Daten aus der Elementaranalyse und der
Thermogravimetrie fir die ZrO(RRP)-Nanopartikel und der theoretisch
berechneten Werte (Angaben jeweils in Gew-%).

C H N Gewichtsverlust
Probe 24 2,9 2,3 43
Theorie 34 1,6 3,6 48

3.1.4 Lumineszenz von ZrO(RRP)-Nanopartikeln

Die Lumineszenzeigenschaften der ZrO(RRP)-Nanopartikel wurden nach der
Synthese spektroskopisch untersucht. In Abb. 3.9 sind das Emissions- und das
Anregungsspektrum gezeigt. Das Emissionsmaximum liegt bei A = 584 nm und
bestéatigt den visuellen Eindruck eines orange-roten Leuchtphdnomens (Abb. 3.3).
Die ZrO(RRP)-Nanopartikel sind am besten mit gelbem Licht bei anregbar, eine
Emission erhélt man aber ebenfalls mit einer griinen Anregungsquelle. Mit den
ZrO(RRP)-Nanopartikeln gelingt es eine Uberlappung der griinen Autofluoreszenz
des Gewebes zu vermeiden. [

Zur Evaluierung der Lumineszenzeigenschaften in vitro wurden Zelltests durchge-
fithrt. Alle im folgenden dargestellten Untersuchungen wurden von Dr. Joanna

Napp am MAX-PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE MEDIZIN in der
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Abb. 3.9: Anregungs- und Emissionsspektrum der ZrO(RRP)-Nanopartikel.

Gruppe um Prof. Dr. Frauke Alves in Gottingen durchgefithrt. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die praparierten ZrO(RRP)-Nanopartikel auch in wvitro
die Lumineszenzeigenschaften zeigen, die zu erwarten sind. Es kann beobachtet
werden, dass die Zellen die Nanopartikel aufnehmen und so einzelne Zellen im
Fluoreszenzmikroskop kenntlich gemacht werden konnen.

Fir die Untersuchungen zur Toxizitdt und Aufnahmefahigkeit in Zellen wurden
aus der Maus stammende peritoneale Makrophagen herangezogen. Nach einer
Kultivierung der Zellen iiber 48h bei 37 °C wurde das Néhrmedium entfernt
und durch ZrO(RRP)-haltiges Medium ersetzt (0,04 mg/ml). Parallel wurden zwei
verschiedene Medien auf ihren Einfluss auf die Aufnahme der ZrO(RRP)-Partikeln
getestet. Die Partikel wurden entweder in HEPES-Puffer (pH=7,4) oder in Dextran
40-Losung (1,6 mg/ml) suspendiert eingesetzt. Nach einer Kultivierung von
weiteren 24 h bei 37 bzw. 4 °C wurden die Zellen erneut gewaschen. Zur spéateren
Lokalisierung der Zellen wurden die Zellkerne mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) blau angefdrbt. Aus einer fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme auf
der Emission des Zellkerns und einer Aufnahme der Emission der ZrO(RRP)-
Nanopartikel wurde jeweils ein iiberlagertes Bild erstellt (Abb. 3.10).

Es ist zu erkennen, dass die Makrophagen innerhalb von 24 h eine zur Farbung der
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3.1 Zirkonylresorufinphosphat - ZrO(RRP)

Zellen ausreichende Zahl an Partikeln aufgenommen haben. Bei 4 °C findet auf
Grund der reduzierten Stoffwechselaktivitit eine wesentlich geringere Aufnahme
statt. Dieser Sachverhalt verdeutlicht, dass es sich hier um eine aktive Aufnahme
lebender Zellen handelt. Es ist weiterhin von Interesse, welches Medium fiir die
Anwendung der ZrO(RRP)-Nanopartikel am besten geeignet ist. Zwischen HEPES-
und Dextran 40-Supensionen ist in den hier durchgefithrten Untersuchungen kein

wesentlicher Unterschied zu beobachten.
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3 Fluoreszierende Hybridnanopartikel
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Abb. 3.10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit ZrO(RRP)-Nanopartikeln
(in HEPES bzw. Dextran 40) inkubierten perltonealen Makrophagen bei 37
bzw. 4 °C.
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3.2 Zirkonylmethylfluoreszeinphosphat - ZrO(MFP)

3.2.1 Der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein

Fluorescein gehort zur Gruppe der Xanthene und besitzt eine auflerordentlich
hohe Quantenausbeute von bis zu 93 %,% was es unter anderem als Biomarker
attraktiv macht. Von Nachteil ist jedoch, dass dessen Fluoreszenzeigenschaften sehr
empfindlich auf die Anderung des pH-Wertes reagieren. Das liegt zum einen, wie
in Abb 3.11 dargestellt, an einem Gleichgewicht zwischen einer offenen und einer
geschlossenen Form. Beide Formen stehen im Gleichgewicht, wobei die offene Form
die stabilere darstellt. Die mehrfach vorhandenen aziden funktionellen Gruppen
(Zwei phenolische OH-Gruppen, sowie eine Carbonsduregruppe) fithren durch
Protonierung bzw. Deprotonierung zu Anderungen der Lumineszenzeigenschaften
bei Anderung des pH-Werts. Die hohe oben genannte Quantenausbeute besitzt
Fluorescein beispielsweise nur bei pH=9,5 als Dianion.® Eine Methode, diese
Problematik in den Griff zu bekommen, ist die Methylierung bzw. die Phospho-
rylierung der beiden Hydroxy-Funktionen, um so die geschlossene Form an der
Ring6ffnung zu hindern.Das so erhaltene 3-O-Methylfluoresceinphosphat (MEFP)
ahnelt in seiner Gestalt sehr stark dem ATP, weshalb MFP als Substrat fiir die
Ca?t-ATPase geeignet ist. 60

Gleichzeitig erfiilllt MFP auch alle Anforderungen an einen Fluoreszenzfarbstoff,
wie er in einem Zikoniumphosphat-basierten Hybridmaterial zum Einsatz kommen
kann. In folgenden Abschnitten werden die Synthese, die Charakterisierung
sowie die Lumineszenzeigenschaften des nanoskaligen anorganisch-organischen

Hybridmaterials beschrieben.

O ’
OH
OH O O OH

Abb. 3.11: Gleichgewicht zwischen offener und geschlossener Form des Fluoresceins.
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3 Fluoreszierende Hybridnanopartikel

3.2.2 Synthese von ZrO(MFP)-Nanopartikeln

Die Synthese von ZrO(MFP)-Nanopartikeln ist eine einfache und vollstandig
wasserbasierte Féallungsreaktion, die bei Raumtemperatur durchgefiithrt wird (vgl.
Abschnitt 2.2.1). In Abb. 3.12 ist die entsprechende Reaktionsgleichung dargestellt.
Die Aufarbeitung der Reaktionssuspension erfolgt ausschliefilich mit Wasser. Der
Einsatz von moglicherweise giftigen organischen Losungsmitteln kann so vermieden

werden.

Abb. 3.12: Reaktionsgleichung zur Synthese der ZrO(MFP)-Nanopartikel.

Die ZrO(MFP)-Nanopartikel wurden durch einfaches Zusammengeben einer
Losung aus ZrOCly - 8 HoO (10mg) in Wasser (2,5ml) und einer Losung
aus Cyclohexylammonium-methylfluoresceinphosphat (24 mg) in Wasser (50 ml)
dargestellt. Mit Hilfe von NaOH (1M) wurde das Cyclohexylammoniumsalz
vollstdndig in Losung gebracht. Das ZrOCl; wurde unter kraftigem Rithren der
Fluoresceinphosphat-Losung zugegeben. Das Keimwachstum wurde nach 2min
durch Abtrennung der Partikel per Zentrifugation (15min bei 25000 U/min)
abgebrochen. Die Partikel wurden zweimal mit Wasser gewaschen, um das im
Uberschufl eingesetzte Fluoresceinphosphat sowie das als Nebenprodukt entste-
hende NaCl bzw. Cyclohexylammoniumchlorid zu entfernen. Im letzten Schritt
wird erneut in Wasser suspendiert. Das Ergebnis ist eine iiber Wochen stabile,

leicht griine, transparente Suspension (Abb. 3.13). Der zu erkennende Streukegel
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3.2 Zirkonylmethylfluoreszeinphosphat - ZrO(MFP)

unterstreicht den kolloidalen Charakter der gezeigten Probe. Fiir die Aufnahme
der in Abschnitt 3.2.4 vorgestellten fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurde im
letzten Schritt in HEPES-Puffer suspendiert.

Abb. 3.13: Fotografie einer ZrO(MFP)-Suspension in Wasser: Unter Anregung einer
UV-Lampe (links), einer Halogenlampe mit Blaufilter (mitte) und bei
Tageslicht (rechts). Die Halogenlampe erzeugt zusétzlich einen
Tyndall-Kegel.

3.2.3 Charakterisierung der ZrO(MFP)-Nanopartikel

Mit Hilfe der Dynamische Lichtstreuung (DLS) wurde eine Verteilung der
Partikelgrofen in der wéssrigen Suspension ermittelt (Abb. 3.14). Der mittlere
hydrodynamische Durchmesser der erhaltenen wassrigen Suspension konnte auf
d = 101 + 21 nm bestimmt werden.

Die Grofle und die Morphologie der durch Eintrocknen der wassrigen Suspension
praparierten Partikel wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie untersucht
(Abb. 3.15). Statistische Auswertungen der Gréfie von 100 Primérpartikeln ergeben
einen mittleren Durchmesser von d = 26 4+ 6 nm. Die Diskrepanz der Werte
aus der DLS bzw. dem REM sind ausschliefSlich durch den Unterschied zwischen
dem tatsédchlichen Durchmesser und dem hydrodynamischen Durchmesser nicht

zu erklaren. Man kommt nicht umhin eine partielle Agglomeration von bis
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3 Fluoreszierende Hybridnanopartikel

30+
25+

20

Anzahl / %

154

10 4

0 T LR R LR | T T T
1 10 100 1000

Durchmesser / nm

Abb. 3.14: Groenverteilung von ZrO(MFP)-Nanopartikeln in einer wéssrigen
Suspension, bestimmt mittels DLS.

Abb. 3.15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von ZrO(MFP)-Nanopartikeln.
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3.2 Zirkonylmethylfluoreszeinphosphat - ZrO(MFP)

zu vier Partikeln anzunehmen. Das vergleichsweise grofle und relativ unpolare
Fluoreszenztarbstoffanion fithrt zu einer verminderten kolloidalen Stabilitat. Eine
Ladungsstabilisierung gelingt nur bedingt mit weniger potentiellen Ladungstriagern
an der Partikeloberfliche. Dennoch kann eine ausreichende Stabilisierung wéssriger
Suspensionen erreicht werden.

Pulverdiffraktometrische Untersuchungen der per Zentrifugation abgetrennten und
getrockneten Nanopartikel zeigen das Beugungsbild einer vollkommen rontgena-
morphen Substanz und fithren somit zu keiner befriedigenden Charakterisierung. Es
ist daher eine Annaherung an die chemische Zusammensetzung iiber verschiedene
analytische Methoden notwendig.

Die IR-Spektroskopie erbringt den Nachweis, dass das organische Leuchtstoff-
molekiil in den Hybridpartikeln enthalten ist (Abb. 3.16). Der Vergleich der
durch Zentrifugation abgetrennten und getrockneten ZrO(MFP)-Nanopartikel
(rot) mit Cyclohexylammonium-methylfluoresceinphosphat (schwarz) als Referenz
zeigt insbesondere im Fingerprint-Bereich eine gute Ubereinstimmung.

Die energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) bietet die Moglichkeit das
Verhéltnis von Zirkonium zu Phosphor zu ermitteln. Die Analyse ergab ein
Verhéltnis von 1,1:1. Dies entspricht nahezu dem zu erwartenden Wert von 1:1
fiir eine dquimolare Zusammensetzung.

Weiterhin wird das thermische Verhalten einer typischen Probe thermogravime-
trisch untersucht (Abb. 3.17). Der Zersetzungsvorgang unter Luft fiihrt zu einem
Gewichtsverlust von 62 % (theoretisch: 64 %). Der stattfindende Zersetzungspro-
zess lasst Riickschliisse auf den organischen Anteil der Hybridverbindung zu.
Ebenfalls tiber eine Zersetzung des organischen Rests werden in der Elementar-
analyse der Gehalt von Kohlenstoff und Wasserstoff ermittelt. In Tab. 3.2 sind die
Elementgehalte an Kohlenstoff und Wasserstoff aufgefiihrt. Die Analysenergebnisse
stimmen sowohl im Fall der Thermogravimetrie als auch in der Elementaranalyse
gut mit den theoretischen Werten tiberein.

Die dargestellten analytischen Daten sind in der Lage in ihrer Gesamtheit
die chemische Zusammensetzung auf die &quimolare Verbindung ZrO(MFP)

elnzugrenzen.
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Abb. 3.16: IR-Spektren der ZrO(MFP)-Nanopartikel (rot) und
Cyclohexylammonium-methylfluoresceinphosphat als Referenz (schwarz).

Tab. 3.2: Gegeniiberstellung der analytischen Daten aus der Elementaranalyse und der
Thermogravimetrie der ZrO(MFP)-Nanopartikel und der entrsprechenden
theoretischen Werte (Angabe jeweils in Gew-%).

C H N Gewichtverlust
Probe 42 3,6 0,2 62
Theorie 47 2,8 0 64

3.2.4 Lumineszenz von ZrO(MFP)-Nanopartikeln

Die Lumineszenzeigenschaften der ZrO(MFP)-Nanopartikel wurden spektrosko-
pisch untersucht. In Abb. 3.18 sind das Emissionsspektrum sowie das Anre-
gungsspektrum der wassrigen Suspension dargestellt. Das Emissionsmaximum liegt
bei A = 518nm. Die griine Emission (Abb. 3.13) ist am besten mit blauem

Licht anregbar, was fiir die Anwendbarkeit in der Medizin von Vorteil ist,
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Abb. 3.17: Thermogramm der abzentrifugierten und getrockneten
ZrO(MFP)-Nanopartikel.

denn im Vergleich zu UV-Licht wird blauer elektromagnetischer Strahlung keine
gewebeschidigenden Eigenschaften mehr zugeschrieben. [61]

Abb. 3.19 zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit ZrO(MFP)-
Nanopartikeln inkubierten peritonealen Makrophage. Die in die Zelle aufgenomme-
nen fluoreszierenden Partikel sind griin dargestellt, der Zellkern ist blau angeférbt.
Die Praparation und die Mikroskopie wurde in Kooperation mit dem MAX-
PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE MEDIZIN von Dr. Joanna Napp in
der Gruppe um Prof. Dr. Frauke Alves durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte in
derselben Art und Weise wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben.
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Abb. 3.18: Anregungs- und Emissionsspektrum von ZrO(MFP)-Nanopartikeln.

Abb. 3.19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit ZrO(MFP)-Nanopartikeln
(in HEPES) inkubierten peritonealen Makrophage.
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3.3 Zirkonylphenylumbelliferonphosphat - ZrO(PUP)
3.3.1 Fluoreszenzfarbstoff Phenylumbelliferon

Phenylumbelliferon ist ein Fluoreszenzfarbstoff der Klasse der Coumarine. Es leitet
sich vom Umbelliferon, einem in verschiedenen Pflanzen teilweise derivatisiert
vorkommenden Naturstoff ab. Das Phenylderivat besitzt im Vergleich zum

Umbelliferon eine leicht rotverschobene Emission im blauen Spektralbereich.

SN OO
HO
Abb. 3.20: Strukturformel des Umbelliferons (links) und des Phenylumbelliferons
(rechts).

Die phosphorylierte Variante des Phenylumbelliferons das Phenylumbelliferon-
phosphat (PUP) besitzt im Vergleich zum Umbelliferonphosphat eine hohere
Hydrolysestabilitat.[? PUP bietet sich somit als blauer Leuchtstoff in einem
Zirkoniumphosphat-basierten Hybridmaterial an. In den folgenden Abschnitten
werden die Synthese, die Charakterisierung sowie die Lumineszenzeigenschaften

des anorganisch-organischen Hybridnanomaterials beschrieben.

3.3.2 Synthese von ZrO(PUP)-Nanopartikeln

Die Synthese der ZrO(PUP)-Nanopartikel ist eine einfache und vollstandig wasser-
basierte Féallungsreaktion bei Raumtemperatur (Abb. 3.21). Auch die Aufarbeitung
des Rohprodukts erfolgt ganzlich ohne den Einsatz organischer, potentiell giftiger
Losungsmittel.

Die ZrO(PUP)-Nanopartikel wurden durch einfaches Zusammengeben einer
Losung aus ZrOCly; - 8 HoO (10mg) in Wasser (5ml) und einer Losung
aus Hemipyridinium-3-phenylumbelliferonphosphat (33mg) in Wasser (50ml)
dargestellt. Das Hemipyridiniumsalz wurde mit Hilfe von NaOH (1 M) voll-
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Abb. 3.21: Reaktionsgleichung zur Synthese der ZrO(PUP)-Nanopartikel.

standig in Losung gebracht. Die Reaktion wird unter kraftigem Riithren der
Phenylumbelliferonphosphat-Losung durchgefithrt. Vor der Abtrennung des Pro-
dukts per Zentrifugation (15 min bei 25000 U/min) wurde 2min abgewartet. Das
Rohprodukt wurde zweimal mit dest. Wasser gewaschen, um das im Uberschuf
eingesetzte Leuchtstoffanion und die als Nebenprodukte entstehenden Salze zu
entfernen. Im letzten Schritt wird erneut in Wasser resuspendiert. Das Ergebnis ist
eine tiber Wochen stabile, transparente, wéssrige Suspension (Abb. 3.22). Der zu

erkennende Streukegel unterstreicht den kolloidalen Charakter der gezeigten Probe.

Abb. 3.22: Fotografie einer ZrO(PUFP)-Suspension in Wasser: Unter Anregung einer
UV-LED (links), bei Tageslicht (rechts).
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3.3.3 Charakterisierung der ZrO(PUP)-Nanopartikel

Zur unmittelbaren Kontrolle des Syntheseerfolgs wurde die Partikelgroflenvertei-
lung mittels DLS bestimmt (Abb. 3.23). Der mittlere hydrodynamische Durch-
messer der erhaltenen wéssrigen Suspension konnte auf d = 67 £ 18 nm bestimmt

werden.
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Abb. 3.23: Bestimmung der Groflenverteilung der ZrO(PUP)-Nanopartikel mittels DLS.

GroBle und Morphologie wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie unter-
sucht. Auf Grundlage der in Abb. 3.24 und Abb. 3.25 dargestellten Aufnahmen
wurde eine statistische Auswertung der Grofle der Priméarpartikel durchgefiihrt. Die
Groflenbestimmung von tiber 100 Partikeln ergeben einen mittleren Durchmesser
von d = 32 + 9nm. Geht man von einer partiellen Agglomeration von bis zu drei
Partikeln aus und berticksichtigt man, dass die DLS den grundsétzlich grofleren
hydrodynamischen Durchmesser ermittelt, ergibt sich ein stimmiges Bild einer
nanoskaligen Suspension.

Pulverdiffraktometrische Untersuchungen der per Zentrifugation abgetrennten und

getrockneten Nanopartikel zeigen das Beugungsbild einer vollkommen roéntgen-
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Abb. 3.24: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme der
ZrO(PUP)-Nanopartikel.

200nm
=

Abb. 3.25: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme der
ZrO(PUP)-Nanopartikel.
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3.3 Zirkonylphenylumbelliferonphosphat - ZrO(PUP)

amorphen Probe. Daher ist zur Aufklarung der chemischen Zusammensetzung eine
andere Strategie notwendig. Der Nachweis, dass das organische Wirkstoffmolekiil
in den Partikeln enthalten ist, gelingt per IR-Spektroskopie (Abb. 3.26). Dabei
wurden die ZrO(PUP)-Nanopartikel (rot) mit dem eingesetzten Phenylumbellife-
ronphosphat (schwarz) verglichen. Insbesondere im Finger-Print-Bereich ist eine
gute Ubereinstimmung mit der Referenz festzustellen. Die Absorptionsbanden um
3050 cm ™! im Referenzspektrum (schwarz) kénnen den N-H-Schwingungen des
Cyclohexylammonium-Eduktkations zugeordnet werden. Diese Banden fehlen wie

zu erwarten im Produktspektrum (rot).

rel. Intensitat
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Abb. 3.26: IR-Spektrum der ZrO(PUP)-Nanopartikel (oben) sowie des freien
Fluoreszenzfarbstoffs (unten).

Mit Hilfe der energiedispersiven Rontgenspektroskopie konnen Zirkonium und
Phosphor qualitativ nachgewiesen sowie deren Verhaltnis quantitativ ermittelt
werden. Die Untersuchungen ergeben ein Zr:P-Verhaltnis von 1,2:1. Dies entspricht

dem zu erwartenden Verhaltnis von 1:1 fiir eine aquimolare Zusammensetzung.
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Weiterhin wurde der Kohlenstoffgehalt einer typischen Probe thermogravimetrisch
untersucht (Abb. 3.27). Der Zersetzungsvorgang unter Luft bei einer Heizrate
von 5K/min fithrt zu einem Gewichtsverlust von 50 % in Ubereinstimmung
zum theoretisch berechneten Wert von 54 %. Die Elementaranalyse ergibt die
in Tab. 3.3 dargestellten Werte. Organophosphate sind hinlédnglich als Flamm-
schutzmittel bekannt und im Einsatz. % Unter den Verbrennungsbedingungen in
der Elementaranalyse (1150 °C und Og-Atmosphére) kommen offensichtlich die
Flammschutzeigenschaften besser zum Tragen als unter den thermogravimetrischen
Zersetzungsbedingungen. Die nicht vollsténdige Verbrennung ergibt demzufolge
einen zu niedrigen Kohlenstoffwert. In der Summe jedoch sprechen die dargestellten
analytischen Daten fiir eine chemische Zusammensetzung von ZrO(PUP). Die
Lumineszenzeigenschaften der ZrO(PUP)-Nanopartikel wurden spektroskopisch
untersucht. In Abb. 3.28 sind das Emissions- sowie das Anregungsspektrum der
wassrigen Suspension dargestellt. Das Emissionsmaximum liegt bei A = 458 nm.
Die blaue Emission ist gut mit UV-Licht anregbar (Abb. 3.22). Dazu eignet sich

am Besten die Excimerbande einer Hg-Entladungslampe bei A = 365 nm.
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Abb. 3.27: Thermogramm der abzentrifugierten und getrockneten
ZrO(PUP)-Nanopartikel.
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Tab. 3.3: Gegeniiberstellung der analytischen Daten aus Elementaranalyse und
Thermogravimetrie der ZrO(PUP)-Nanopartikel und der entsprechenden
theoretischen Werte (Angabe jeweils in Gew-%).

C H Gewichtsverlust
Probe 32 2.9 50
Theorie 42 2,1 54

Anregung  Emission

rel. Intensitat
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Abb. 3.28: Anregungs- und Emissionsspektrum der ZrO(PUP)-Nanopartikel.
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3.4 Z"O(HPO4)0,992(DUT)0,004
3.4.1 Fluoreszenzmarkierte Nukleotide

Zur Fluoreszenzmarkierung von DNA bietet es sich an Nukleotide mit einem
organischen Leuchtstoffmolekiil zu modifizieren, um so die DNA gezielt markieren
zu konnen. 5263 Zum Einsatz kommen hier Hochleistungsleuchtstoffe, die eine
sehr intensive Lumineszenz zeigen und sogar in der Einzelmolekiilspektroskopie

detektierbar sind. Eine Modifizierung des Nukleotids ist an der 5-Position der

Pyrimidinbase iiber einen Aminoallyl-Linker méglich. 62

O

HNH#ﬂ
O O ©O «4k16

O N Base

HO-P-0-P-0-P-Op
OH OH OH HA‘H@ ZHTH R=OH: Ribose
R=H: Desoxyribose

OH R
L 1 Nukleosid

| I Nukleosidmonophosphat
| Nukleosiddiphosphat Nukleotid
| | Nukleosidtriphosphat

Abb. 3.29: Aufbau von Nukleosiden und Nukleotiden. Im Beispiel hier:
Uridintriphosphat (UTP)Uridintriphosphat bzw.
Desoxyuridintriphosphat (dUTP) Desoxyuridintriphosphat.

Die DNA ist aus einem Doppelstrang aufgebaut, dessen FEinzelstrdnge iiber
Wasserstoftbriickenbindungen fest verbunden sind. Ein Einzelstrang ist wiederum
aus so genannten Nukleotiden aufgebaut. Ein Nukleotid besteht, wie in Abb 3.29
illustriert, aus einer Purin oder einer Pyrimidinbase. Diese ist an eine Desoxyribose
gebunden, die an ihrem 5’-Ende mindestens eine Phosphatgruppe tragt. Uber diese
Phosphatgruppen wird das Riickgrat der DNA durch Veresterung mit der Ribose
des néchsten Nukleotids aufgebaut. 2%

Da jeder Fluoreszenzfarbstoff, der in irgendeiner Form eine Phosphatgruppe

tragt, einen potentiellen Kandidaten fiir den Einsatz in einem Anorganisch-
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organischen Hybridmaterial darstellt, wurde der Markt auf kommerziell verfiighare
leuchtstoffmodifizierte Nukleotide untersucht.

DyoMmics (Jena) ist ein Hersteller von Leuchtstoffen, der fiir den Einsatz in der
Biochemie eine Vielzahl an Leuchtstoffen anbietet. Teilweise werden diese auch
als Nukleotidderivate angeboten. Dy647 ist ein leistungsfédhiger, bei A = 672nm
emittierender und bei A\ = 653nm anregbarer Leuchtstoff, der zur Klasse der
Pentamethyl-Carbocyanine gehort. % Dyomics gibt die genaue Struktur des
Leuchtstoffs nicht an. Aus der Summenformel, sowie der Leuchtstoffklasse, die
angegeben wird, lasst sich jedoch eine Struktur wie sie in Abb. 3.30 gezeigt
ist, rekonstruieren. Vom Hersteller wird diese Substanz als Dy-647-dUTP
bezeichnet. Im Folgenden wird dieser Stoff der Einfachheit halber als DUT
abgekiirzt.

03S

Abb. 3.30: Wahrscheinliche Strukturformel von Dy647-dUTP (DUT).
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3 Fluoreszierende Hybridnanopartikel

3.4.2 Synthese von ZrO(HPO,) 9,(DUT), 94-Nanopartikeln

Dy-647 ist ein in seiner Herstellung &duflerst aufwandiger, gleichzeitig aber ausge-
sprochen leistunsfahiger Leuchtstoff, der mit Vollpartikel der Zusammensetzung
ZrO(DUT) sehr kostspielig wére. Die gewiinschten Lumineszenzeigenschaften
konnen schon mit einem dosierten Einsatz des Leuchtstoffanions erreicht werden.
Wie von Roming am Beispiel von ZrO(HPOy)oo(FMN)o1 gezeigt, kann das
Leuchtstoffanion mit gewohnlichem Phosphat ,verdiinnt* werden.

Im Prinzip handelt es sich bei der Titelverbindung um ZrO(HPO,)-Nanopartikel.
Die Synthese erfolgt nach der in Abb. 3.31 dargestellten Reaktionsgleichung. Die
Menge an DUT, die dem NaoHPO, zugesetzt wird, fithrt unter der Annahme,
dass das eingesetzte DUT vollstédndig in die ZrO(HPO,)-Nanopartikel eingebaut
wird, zu einer chemischen Zusammensetzung von ZrO(HPO4)gg92(DUT)0 004
Die Synthese der ZrO(HPO,)(DUT)-Nanopartikel ist letztendlich eine einfache
und vollstandig wasserbasierte Fallungsreaktion bei Raumtemperatur. Auch die

Aufarbeitung des Rohprodukts erfolgt gianzlich ohne den Einsatz organischer

Losungsmittel.
0
('? Ilil’ + 2 NacCl
_ P al
_O’FI)\OH + ZrOCl, —_ = o o
_0 -
2 Na* Zro2*

Abb. 3.31: Reaktionsgleichung zur Synthese von ZrO(HPOy)-Nanopartikeln. Um
leuchtende Partikel zu erhalten wird zur Losung von NagHPOy4 das
Leuchtstoffanion DUT hinzugefiigt.

Die ZrO(HPOy)g 992(DUT)g go4-Nanopartikel wurden durch einfaches Zusammen-
geben einer Losung aus ZrOCly - 8 HoO (5mg) in Wasser (0,1ml) zu einem
Gemisch zweier Losungen aus NagHPO, - 2 H20 (9mg) in Wasser (2,5ml)
und dem leuchtstoffmodifizierten Nukleotid DUT (1,2 mg) in Wasser (100 ul).
Die Reaktion wird unter kraftigem Riihren durchgefiihrt, anschliefend wird die

erhaltene Suspension 2min nachgeriihrt. Das Produkt wird per Zentrifugation
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(15min bei 25000 U/min) abgetrennt und zweimal mit dest. Wasser gewaschen, um
das im Uberschuf eingesetzte NaosHPO, sowie die entstehenden Nebenprodukte zu
entfernen. Im letzten Schritt wird erneut in Wasser resuspendiert. Das Ergebnis
ist eine tber Wochen stabile, transparente Suspension (Abb. 3.32). Der zu
erkennende Streukegel unterstreicht den kolloidalen Charakter der gezeigten Probe.
Gleichzeitig ist eine rote Lumineszenz zu erkennen, die von der Emission des
Leuchtstoffs herriihrt. Stabile Suspensionen koénnen in HEPES-Puffer (30 mM),

aber auch in einer Dextran 40-Losung (1,6 mg/ml) erhalten werden.

Abb. 3.32: Fotografie einer ZrO(HPOy,)g, 992(DUT)y, 004-Suspension in HEPES-Puffer.

3.4.3 Charakterisierung der ZrO(HPO,)  99,(DUT) 4o4-Nanopartikel

Der Einsatz von DUT in den oben beschriebenen Kleinstmengen fiithrt zu einer ge-
wissen Einschrinkung in der Analytik. Auf in ihrem Materialbedarf anspruchsvolle
Methoden wurde verzichtet. Ohnehin ist ein in so geringer Menge vorhandenes
organisches Molekiil per IR-Spektroskopie nicht nachzuweisen. Ein Nachweis des
organischen Anteils per Thermogravimetrie oder per Elementaranalyse fithrt auf
Grund der Fehlergrenzen der Methoden zu keinem aussagekréftigen Ergebnis. Was
jedoch untersucht werden kann sind die kolloidalen Eigenschaften der Suspension

sowie deren Lumineszenzeigenschaften.
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Per DLS wurde die Partikelgroflenverteilung einer Suspension der
ZrO(HPOy4)0,992(DUT)g goa-Partikel in HEPES-Puffer ermittelt (Abb. 3.33).
Es ergibt sich ein mittlerer hydrodynamischer Durchmesser von d = 14 & 4 nm.
Die statistische Auswertung rasterelektronenmikroskopischer  Aufnahmen
(Abb. 3.34) ergab nach einer Auszédhlung von tiber 100 Partikeln einen mittleren
Durchmesser von d = 13 £ 6 nm. Die Ergebnisse von REM und DLS sind in sich
stimmig. Sie heben sich im Bezug auf Agglomeration und Partikelgrofle positiv
von den bisher in diesem Kapitel prasentierten Hybridmaterialien ab.

Die ZrO(HPO4),992(DUT)g 004-Nanopartikel enthalten im Verhéltnis einen wesent-
lich geringeren organischen Anteil. Ein Phosphorséureester zeigt im Vergleich zum
reinen Phosphat, wie es hier zu einem Grofiteil eingesetzt wurde, mit Zirkonium eine
geringere Schwerloslichkeit. Umgekehrt ist das einfache Hydrogenphosphatanion
sehr viel schwerloslicher und fiithrt somit durch ausgepragtere Keimbildung und

einem entsprechend verkiirzten Keimwachstum zu kleineren Partikeln.

35

301
254
204

154

Anzahl / %

104
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Abb. 3.33: Bestimmung der GroBenverteilung der
ZrO(HPOy)0,992(DUT) gosa-Nanopartikel suspendiert in HEPES mittels DLS.

58
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Abb. 3.34: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der
ZrO(HPO4)g,992(DUT)g g0a-Nanopartikel.

3.4.4 Lumineszenz der ZrO(HPQ,) 99,(DUT), oos-Nanopartikel

Die Lumineszenzeigenschaften einer Suspension von ZrO(HPO4)g992(DUT)g 004~
Nanopartikeln in HEPES-Puffer wurden spektroskopisch untersucht. Anregungs-
und Emissionsspektrum sind in Abb. 3.35 dargestellt. Fluoreszenzmarker fiir
die in vivo-Bildgebung eignen sich auf Grund der ausgepragten Absorption von
Hamoglobin erst ab einer Anregungs- bzw. Emissionswellenlange oberhalb von
650 nm. 11951 Mit weiter zunehmender Wellenlénge entsteht dagegen zunehmend
ein Konflikt mit der Absorption des Wassers. ']

Abb. 3.36 =zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit
ZrO(HPO4)0,992(DUT)g gosa-Nanopartikeln inkubierten peritonealen Makrophage.
Die durch die Blaufarbung des Zellkerns markierte Zelle zeigt eine Aufnahme der
fluoreszierenden Nanopartikel (magenta). Die Praparation und die Mikroskopie
wurde in Kooperation mit dem MAX-PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE
MEDIZIN von Dr. Joanna Napp in der Gruppe um Prof. Dr. Frauke Alves
durchgefithrt. Die Durchfithrung erfolgte in derselben Art und Weise wie in
Abschnitt 3.1.4 beschrieben. Weitergehende Experimente mit DUT-haltigen
Hybridnanopartikel finden sich in Abschnitt 5.2.
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Abb. 3.35: Anregungs- und Emissionsspektrum von
ZrO(HPO4)0,992(DUT)0’004—Nan0partikeln.

Abb. 3.36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit ZrO(HPO4)o 992(DUT)g 004
-Nanopartikeln (in HEPES) inkubierten peritonealen Makrophage.
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3.5 In vivo-Bildgebung

Die in diesem Kapitel bis hierhin préasentierten fluoreszierenden anorganisch-
organischen Hybridnanopartikel decken das gesamte sichtbare Spektrum bis in
den IR-Bereich ab (Abb. 3.37 (rechts)). Eine Auswahl der fir die Bildgebung
interessanten Nanomaterialien wurden im ersten Schritt in wvitro getestet. Der
Erfolg dieser Untersuchungen erlaubt es, den néchsten Schritt, hin zur lebenden

Maus zu gehen.

Abb. 3.37: Optische Bildgebung einer Maus nach subkutaner Injektion ausgewéhlter,
fluoreszierender anorganisch-organischer Hybridnanopartikel (links).
Emissionsspektren der zugehorigen fluoreszierenden Hybridnanopartikel
(rechts): ZrO(PUP) Ao = 458 nm, ZrO(MFP) A0, = 518 nm, ZrO(RRP)
)\ma:c = 584 nm und ZIO(HPO4)07992(DUT)0,004 )\ma;v = 675 nm.

Um das Potetial der fluoreszierenden Hybridpartikel fiir die in vivo-Bildgebung
zu evaluieren, wurden einer méannlichen CD1-Foxnl™-Nacktmaus ZrO(MFP)-,
ZrO(RRP)- und ZrO(HPOy4)0.992(DUT)g gosa-Nanopartikel, suspendiert in HEPES-
Puffer, subkutan injiziert (10 ug, mit einer NaCl-Losung (0,9 %) verdinnt auf
50 ul). Vor der Injektion und der Durchfithrung der optischen Bildgebung
erfolgte eine Narkotisierung mit Isofluran (0,8 -1,0 %). Die Fluoreszenzbilder
der einzelnen Aufnahmen sind in Abb. 3.37 (links) als Gesamtbild tberlagert
dargestellt. Deutlich zu erkennen sind die Fluoreszenzsignale der entsprechenden
Nanopartikel, dargestellt in griin (ZrO(MFP)), rot (ZrO(RRP)) und magenta
(ZrO(HPO4)0,992(DUT)004), was deren Potential fiir die in wvivo Bildgebung
verdeutlicht.
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4 Wirkstoffhaltige Hybridnanopartikel

Im folgenden Kapitel werden anorganisch-organische Hybridmaterialien vorge-
stellt, die aus dem anorganischen Kation [ZrO]*" und einem phosphathaltigen
Wirkstoffanion der allgemeinen Formel [Ryirkstoff — O — PO3]?” bestehen. Die
eingesetzten Wirkstoffanionen stellen durch Phosphorylierung eines Wirkstoffs
synthetisierte Wirkstoffvorstufen dar. Das zu Grunde liegende Prodrug-Konzept
wird im folgenden Unterkapitel vorgestellt. Bei der Auswahl der Wirkstoffe wurde

auf ein moglichst breit gefachertes Anwendungsspektrum hingearbeitet.

4.1 Das Prodrug-Konzept

In diesem Abschnitt soll das Prodrug-Konzept, mit dem Schwerpunkt auf der
Strategie synthetische Wirkstoffvorstufen durch Phosphorylierung zu erhalten, kurz
vorgestellt werden. Der Begriff ,,Prodrug® wird im deutschen als ,,Pro-Pharmakon*
iibersetzt, die englischsprachige Bezeichnung ,,Prodrug® ist jedoch mittlerweile im
deutschen Sprachgebrauch etabliert. Beide Begriffe konnen mit dem etwas sperrigen
Wort Wirkstoffvorstufe iibersetzt werden. Eine Prodrug ist demzufolge ein von
einem Wirkstoff abgeleitetes Molekiil, dessen Metabolit einen pharmakologisch
wirksamen Stoff darstellt.

Die pharmazeutische Forschung ist immer daran interessiert, schon bekannte
Wirkstoffe in ihren Eigenschaften weiterzuentwickeln und zu verbessern. Ein
wichtiges Thema dabei ist die Loslichkeit eines Wirkstoffs. Der Wirkstoff soll
in einem moglichst hohen Maf}, d. h. in moéglichst hoher Konzentration in den
Blutkreislauf und damit auch an den Wirkort gebracht werden. Zum einen sollte
sich dazu ein Wirkstoff ausreichend gut im wéssrigen Medium 16sen. Zum anderen
sollte er aber auch in der Lage sein Zellmembranen, oder sogar die Blut-Hirn-
Schranke zu iiberwinden. [0

Eine schon seit langerem verfolgte Strategie ist es, ausgehend von einem bekannten
Wirkstoff, ein Derivat zu synthetisieren, das eine Vorstufe des Wirkstoffmolekiils
darstellt, das in wvivo enzymatisch zersetzt werden kann. Die Derivatisierung
bewirkt, dass sich die Losungseigenschaften des Wirkstoffs verdndern und/oder

die frithzeitige Metabolisierung eines Wirkstoffs verhindert werden kann.[%7)
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Eine Acylierung, eine Alkylierung oder eine Reduktion fithren zu einer weniger
polaren Prodrug. Eine Phosphorylierung bietet umgekehrt die Moglichkeit einen
Phosphorsaureester zu erhalten, der eine wesentlich hohere Wasserloslichkeit zeigt,
da bei physiologischem pH die Phosphorsauregruppe in den meisten Fallen
zumindest partiell deprotoniert vorliegt. (66!

Phosphatasen sind im menschlichen Organismus ubiquitdr. Es existieren Phos-
phatasen, die im sauren Milieu hohere katalytische Aktivitdt besitzen, so
genannte saure Phosphatasen. Genauso gibt es alkalische Phosphatasen, deren
Aktivitdtsoptimum im alkalischen liegt. %369 Die Reaktionsgleichung in Abb. 4.1
illustriert die Zersetzung einer Prodrug mit Hilfe einer Phosphatase zu Phosphat
und dem freien Wirkstoff.

o Phosphatase o
HO-P-O-Rwikstoft + H0 HO=P~OH + HO—Rwirkstof
OH OH

Abb. 4.1: Reaktionsgleichung zur Freisetzung eines Wirkstoffs aus einer
Phosphat-Prodrug.

Die schon in vielen Arbeiten angewandte Phosphorsdureester-Prodrug-Strategie
macht eine Vielzahl an phosphathaltigen Wirkstoffen verfiigbar.[537076 Die
Hydrolyseeigenschaften dieser Phosphorsédureester haben einen grofien Einflufl auf
die pharmakologischen Eigenschaften der entsprechenden Prodrug. Daher wurden
weitere Synthesestrategien zur Phosphorylierung beispielsweise fiir sterisch stark
gehinderte Alkohole entwickelt.[""Neben der Phosphorylierung einer Hydroxyl-
gruppe kénnen auch von tertidren Aminen ausgehend Phosphatderivate erhalten
werden. ™ Diese N-Phosphonooxymethyl-Prodrugs erweitern das Spektrum an
verfiighbaren phosphathaltigen Prodrugs zusatzlich.

Die Existenz dieser Strategien und das durch viele Vorarbeiten etablierte Synthese-
Know-how stellen eine Vielzahl von moglichen phosphathaltigen Wirkstoffvorstufen
fir die Verwendung in Zirkoniumphosphat-basierten anorganisch-organischen

Hybriden zur Verfiigung. Sie gibt zudem eine Vorstellung in welcher Art und
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Weise ein Wirkstoff aus einem Hybridnanopartikel freigesetzt wird. In den
folgenden Abschnitten dieses Kapitels wird jeweils beispielhaft ein wirkstoffthaltiges

Hybridnanomaterial vorgestellt.
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4.2 Zirkonylacetaminophenphosphat - ZrO(AAPP)

4.2.1 Acetaminophen

Roming konnte erstmals am Beispiel von ZrO(UFP) zeigen, dass die Freisetzung
eines organischen Molekiils aus einem Zirkoniumphosphat-basierten anorganisch-
organischen Hybridmaterial moglich ist. Er konnte die Freisetzung eines Fluo-
reszenzfarbstoffs spektroskopisch nachweisen.®!! In der Folge entstand die Idee,
das sich bis dahin auf Fluoreszenzfarbstoffe beschrankende, bestehende Konzept
der Zirkoniumphosphat-basierten, anorganisch-organischen Hybride auf Wirkstoffe
zu erweitern. Dazu wurde zunachst ein chemisch moglichst einfaches und leicht
verfiighares Wirkstoffmolekiil gesucht, das strukturell die Moglichkeit einer
Veresterung bietet. 327

Die Wahl fiel auf Acetaminophen, das im deutschen Sprachraum als Paracetamol
bekannt ist. Beide Benennungen leiten sich von der TUPAC-Bezeichnung Para-
acetyl(amino)phenol ab (Abb. 4.2). Im Folgenden wird konsequent die angloame-

rikanische Bezeichnung Acetaminophen verwendet.

HO
Abb. 4.2: Strukturformel des Acetaminophens.

oY _JOT 2807

Abb. 4.3: Strukturformel der Acetaminophen-Prodrugs: Acetanilid (links), Phenacetin
(mitte)und Propacetamol (rechts).
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Acetaminophen stellt ein haufig verabreichtes, weit verbreitetes Schmerzmittel
dar, das zudem fiebersenkend wirkt. Es gehort jedoch nicht zur Gruppe der
entziindungshemmenden Schmerzmittel wie Ibuprophen oder Acetylsalicylsaure.
Acetanilid, Phenacetin und Propacetamol sind zudem Prodrugs, die zu Aceta-
minophen verstoffwechselt werden (Abb 4.3). Propacetamol ist ein Ester des
Acetaminophens, der eine erhohte Loslichkeit in Wasser zeigt. Die hier interessante
Prodrug, der entsprechende Phosphorsidureester zeigt im Vergleich eine noch
hohere Wasserloslichkeit. %3 Acetaminophenphosphat verliert im Vergleich zum
Acetaminophen seinen bitteren Geschmack und ist iiber eine Umsetzung mit
Phosphorpentoxid zugénglich (Abschnitt. 2.2.4). 53] Tm folgenden Unterkapitel wird
von Synthese und Charakterisierung der Acetaminophen-haltigen anorganisch-
organischen Hybridnanopartikel ZrO(AAPP) berichtet.

4.2.2 Synthese von ZrO(AAPP)-Nanopartikeln

Die Synthese von ZrO(AAPP)-Nanopartikeln ist eine einfache und vollstandig
wasserbasierte Fallungsreaktion bei Raumtemperatur (Abb. 4.4). Auch die Aufar-
beitung des Rohprodukts erfolgt ganzlich ohne den Einsatz organischer, potentiell
giftiger Losungsmittel. Die Darstellung des Acetaminophenphosphats wurde in
Kapitel 2.2.4, Seite 27 vorgestellt.

¥ N
N
. N 0 g
I
_ P 0O + ZrOCl, — = - _Po e} + 2 NH4CI
OINe o ‘o
O o
(NHz")2 Zro2+

Abb. 4.4: Reaktionsgleichung zur Synthese von ZrO(AAPP)-Nanopartikeln.

ZrO(AAPP)-Nanopartikel wurden durch einfaches Zusammengeben einer Losung
aus ZrOCly-8H0 (10 mg) in Wasser (5 ml) und einer Losung aus Ammoniumaceta-
minophenphosphat ((NHy)2AAPP, 25 mg) in Wasser (50 ml) dargestellt. Dies wird
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unter kraftigem Riithren durchgefiihrt, anschliefend wird die erhaltene Suspension
2 min nachgertihrt. Das Produkt wird per Zentrifugation (15 min bei 25000 U /min)
abgetrennt und zweimal mit Wasser gewaschen, um das im Uberschuf eingesetzte
(NH4)2AAPP sowie das als Nebenprodukt entstehende NH4Cl zu entfernen. Im
letzten Schritt wird erneut in Wasser resuspendiert. Das Ergebnis ist eine iiber
Wochen stabile, transparente, wéssrige Suspension (Abb. 4.5). Der zu erkennende

Streukegel unterstreicht den kolloidalen Charakter der gezeigten Probe.

A
L —

Abb. 4.5: Fotografie einer ZrO(AAPP)-Suspension in Wasser mit Tyndallkegel.

4.2.3 Charakterisierung der ZrO(AAPP)-Nanopartikel

Zur unmittelbaren Kontrolle des Syntheseerfolgs wurde die Partikelgrofenvertei-
lung mittels DLS ermittelt (Abb. 4.6). Der mittlere hydrodynamische Durchmesser
der erhaltenen wassrigen Suspension konnte auf d = 89 + 20 nm bestimmt werden.
Zum besseren Verstdndnis der kolloidalen Stabilitat einer ladungsstabilisierten
Suspension ist die Kenntnis des Zetapotentials einer typischen wassrigen Sus-
pension hilfreich. Uber die Messung des Zetapotentials ist die Oberflichenladung
der kolloiddispersen Partikel zugénglich. Erfahrungsgemafl geht man bei Werten
ab £30mV von einer ausreichenden kolloidalen Stabilitit aus.!*?! Die in Wasser
suspendierten ZrO(AAPP)-Nanopartikel zeigen in einem Bereich oberhalb von
pH=6 einen nahezu konstanten Wert von —40 mV'. Die negative Oberflachenladung

ist durch die Dissoziation von OH-Gruppen an der Partikeloberfliche zu erkléaren.
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Abb. 4.6: Bestimmung der Grofenverteilung von ZrO(AAPP)-Nanopartikeln mittels
DLS.

Der isoelektrische Punkt wird nicht erreicht, da sich die Partikel bei niedrigen

pH-Werten unterhalb von pH=2.,5 auflosen.
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Abb. 4.7: Messung einer wéssrigen Suspension der ZrO(AAPP)-Nanopartikel des
Zetapotentials in Abhéngigkeit des pH-Werts.
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Eine Alternative zur Ladungsstabilisierung kann eine Stabilisierung der Partikel
mit sterisch anspruchsvollen, an der Partikeloberfliche adsorbierten Liganden
sein. Dies wird hier aber bewusst vermieden, um zum einen eine Freisetzung des
Wirkstoffs nicht zu behindern, aber auch um eine zukiinftige Funktionalisierung
der Oberflichen fiir die medizinische Anwendung nicht zuséatzlich zu erschweren.
Gleichzeitig kann hierin ein Ansatzpunkt liegen, eine Freisetzung im Einzelfall
gezielt zu verzogern.

Grofle und Morphologie der ZrO(AAPP)-Nanopartikel wurde mit Hilfe der Raste-
relektronenmikroskopie untersucht (Abb. 4.8 und 4.9). Statistische Auswertungen
der Grofle der Priméarpartikel von tiber 100 Partikeln ergaben einen mittleren
Durchmesser von d = 37 + 11 nm. Geht man von einer partiellen Agglomeration
von zwei Partikeln aus und beriicksichtigt man, dass die DLS den grundsétzlich
groferen hydrodynamischen Durchmesser ermittelt, ergibt sich ein stimmiges Bild

einer nanoskaligen Suspension, in der keine grofferen Agglomerate vorhanden sind.

Abb. 4.8: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsufnahme von
ZrO(AAPP)-Nanopartikeln.

Pulverdiffraktometrische Untersuchungen der per Zentrifugation abgetrennten
und getrockneten Nanopartikeln zeigen keinerlei Bragg-Reflexe. Daher ist zur

Aufklarung der chemischen Zusammensetzung ein anderer Ansatz notwendig.
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Abb. 4.9: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme von
ZrO(AAPP)-Nanopartikeln.

Der Nachweis, dass das organische Wirkstoffmolekiil in den Partikeln enthalten
ist, gelingt mit Hilfe der IR-Spektroskopie (Abb. 4.10). Dazu wurden die
ZrO(AAPP)-Nanopartikel (a) mit dem Edukt (NHy)2AAPP (b) und ,leeren“
ZrO(HPO,)-Nanopartikel verglichen. Insbesondere im Bereich um 1000 cm™!, in
dem die P-O-Schwingungen des Phosphats auftreten, ist bei den nanoskaligen
Materialien eine Verbreiterung der Bande zu erkennen. Dies ist auf deren amorphen
Charakter zurtickzufiihren. Insbesondere im Fingerprint-Bereich unterhalb von
1500 cm ™! ist eine Ubereinstimmung zwischen dem wirkstoffhaltigen Edukt und
den ZrO(AAPP)-Nanopartikeln zu beobachten.

Dass in ZrO(AAPP) sowohl Zirkonium als auch Phosphor enthalten sind, zeigt
die energiedispersive Rontgenspektroskopie. Die Untersuchungen ergeben ein Zr:P-
Verhéltnis von 1,0:1. Dies entspricht dem zu erwartenden Wert fiir eine dquimolare
Zusammensetzung. Die in ZrO(AAPP) enthaltenen leichten Elemente Kohlenstoff,
Stickstoff, Sauerstoff und Wasserstoff konnen dagegen nicht mit hinreichender
Genauigkeit bestimmt werden.

Weiterhin wird der Anteil des organischen Rests einer typischen Probe thermo-
gravimetrisch analysiert (Abb. 4.11). Der Zersetzungsvorgang unter Luft bis zu
einer Temperatur von 900 °C fithrt zu einem Gewichtsverlust von 45 %. Dieser

Wert stimmt mit dem theoretischen Werten uberein. Der Riuckstand wurde
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Abb. 4.10: IR-Spektren der ZrO(AAPP)-Nanopartikel (a), des Edukts (NHy)oAAPP
(b) sowie von ZrO(HPOy4)-Nanopartikel (c).

rontgenographisch als ZrP,O7 und einem geringen Anteil an ZrO, identifiziert.

Die Elementaranalyse ergibt die in Tab. 4.1 dargestellten Werte. Die experimen-
tellen Werte zeigen bis auf den Wasserstoffgehalt eine Ubereinstimmung mit den
gegeniibergestellten theoretisch berechneten Werten. Der erhohte Wasserstoffgehalt
ist auf an der Oberfliche der Partikel adsorbierte Wassermolekiile zurtickzufiithren.
Die dargestellten analytischen Daten sprechen in ihrer Gesamtheit fiir eine

chemische Zusammensetzung ZrO(AAPP).

4.2.4 Wirkstofffreisetzung im Modellexperiment

Phosphorsédureester hydrolysieren meist langsam in wéssrigen Medien. % Mit
einer Phosphatase kann dieser Vorgang katalytisch beschleunigt werden.8 Im
Organismus sind je nach Ort die Konzentrationen an Phosphatasen unterschiedlich
grofl. Bestimmte Krankheitsbilder verandern deren Konzentrationen lokal. Bei

an Prostatakrebs erkrankten Mannern findet man beispielsweise erhohte Werte

72



4.2 Zirkonylacetaminophenphosphat - ZrO(AAPP)

Tab. 4.1: Gegeniiberstellung der analytischen Daten aus der Elementaranalyse und der
Thermogravimetrie fiir die ZrO(AAPP)-Nanopartikel und der theoretisch
berechneten Werte (Angaben jeweils in Gew-%).

C H N Gewichtsverlust
Probe 29 3,9 5,2 45
Theorie 29 2,4 4.2 45

100 o = = = = —mm = mm e mmmmmmm e mme e
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80
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Abb. 4.11: Thermogramm der abzentrifugierten und getrockneten
ZrO(AAPP)-Nanopartikel.

in den Knochen, sobald sich dort Metastasen gebildet haben.® Diese Tatsache
kann zu einer verstarkten Freisetzung eines Wirkstoffmolekiils aus einer Prodrug
oder eines wirkstofthaltigen Hybridnanopartikels an Orten, die eine erhohte
Phosphatasekonzentration aufweisen, genutzt werden. Die in Abb. 4.12 dargestellte
Reaktionsgleichung formuliert diesen Vorgang allgemeingiiltig fiir phosphathaltige
Prodrugs.

Abb. 4.13 zeigt die Ergebnisse eines Modellversuchs zur Freisetzung von Wirk-
stoffen aus den anorganisch-organischen Hybridnanopartikeln ZrO(AAPP) und
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4 Wirkstoffhaltige Hybridnanopartikel

9 Phosphatase 0]
oh . 11

HO Fl’ O-Rwirkstoft  + H»0 HO—FI’—OH + HO—Rwjirkstoff
OH OH

Abb. 4.12: Reaktionsgleichung zur Freisetzung eines Wirkstoffs aus einer
Phosphat-Prodrug.

ZrO(BMP) (siehe Abschnitt 4.3). Stellvertretend fir ZrO(FAUMP) wurde das
strukturell nahezu identische ZrO(UMP) untersucht (sieche Abschnitt 4.4). 5!

Die entsprechenden Nanopartikelsuspensionen wurden entsprechend der oben be-
schriebenen Vorschriften in ausreichenden Mengen synthetisiert. Um die Konstanz
der pH-Werte zu gewéhrleisten, wurden die Partikel in HEPES suspendiert und
iiber einen Zeitraum von bis zu 48 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde ein fiir eine Elementaranalyse ausreichendes
Probenvolumen entnommen, abzentrifugiert und getrocknet. Der sich aus der
Elementaranaylse ergebende Kohlenstoffgehalt ist zur besseren Vergleichbarkeit der
einzelnen Materialien als prozentualer Restanteil des Startgehalts angegeben.

Deutlich erkennbar ist, dass die Freisetzungsgeschwindigkeit der Wirkstoffe von der
Natur der Phosphorsédureesterbindung, genauer von der Hydrolyseempfindlichkeit
abhangt. Es ist bekannt, dass phenolische im Vergleich zu aliphatischen Phosphor-

68.82] Die vergleichsweise

siureestergruppen wesentlich hydrolyseinstabiler sind. !
starke Freisetzung von Acetaminophen aus ZrO(AAPP) ist so zu erkldren. Die
minimal stirkere, aber insgesamt langsame Freisetzung des BMPs aus ZrO(BMP)
im Vergleich zum ZrO(UMP) ist auf den minimal stiarkeren induktiven Effekt des
organischen Rests zuriickzufiihren. Gleichzeitig ist die insgesamt sehr langsame
Freisetzung in beiden Fallen moglicherweise eine Erklarung der hohen Wirksamkeit
insbesondere der ZrO(FAUMP)-Nanopartikel (Abschnitt 4.4). Umgekehrt muss
daraus jedoch geschlossen werden, dass ZrO(AAPP) seinen Wirkstoff in vivo zu
schnell freisetzen wiirde, womoglich sogar bevor das Nanopartikel seinen eigentli-
chen Wirkort erreichen konnte. Medizinische Untersuchungen zum Verhalten von

BMP-haltigen Hybriden in vivo befinden sich in Abschnitt 5.2.3.
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Kohlenstoffgehalt der Nanopartikel / %
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Abb. 4.13: Modellversuch zur Freisetzung von Wirkstoffen aus ZrO(AAPP),

7rO(FAUMP) und ZrO(BMP).
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4.3 Zirkonylbetamethasonphosphat - ZrO(BMP)
4.3.1 Betamethason

Betamethason ist ein Glucocorticoid (GC) mit entziindungshemmender und
immunsuppressiver Wirkung. Seine Struktur leitet sich von Cortisol ab (Abb. 4.14).
Von anderen bekannten Glucocorticoiden unterscheidet sich Betamethason durch
seine verhaltnisméafig hohe Wirksamkeit. Die Wirkungsstarke wird in Bezug
auf das im Korper natiirlich vorkommende Cortisol angegeben. Betamethason
wirkt 35- bis 40-fach stirker als Cortisol.!®3 Glucocorticoide im Allgemeinen
beeinflussen den Stoffwechsel von Kohlehydraten, Proteinen und Lipiden und
vielen anderen Lebensfunktionen, die Entziindungsreaktionen und die Fahigkeit,
mit Stress umzugehen mit eingeschlossen.?” Betamethason findet hauptsichlich
Anwendung gegen Erkrankungen, wie beispielsweise Multiple Sklerose (MS) und
Asthma, bei denen Entziindungen eine grofie Rolle spielen.

Betamethason kommt in der Regel in seiner wasserloslichen Variante als
Betamethason-21-phosphat (BMP) zum Einsatz. In dieser Form bietet es sich
auch als Wirkstoffanion in einem Zirkoniumphosphat-basierten Hybridmaterial
an. In den folgenden Abschnitten werden die Synthese und die Charakterisierung
derartiger Hybridnanopartikel beschrieben. In Kapitel 5 werden auflerdem erste
medizinische Untersuchungen an BMP-haltigen anorganisch-organischen Hybrid-

materialien vorgestellt.

Abb. 4.14: Strukturformel des Betamethasons.
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4.3.2 Synthese von ZrO(BMP)-Nanopartikeln

Bei der Synthese von ZrO(BMP)-Nanopartikeln handelt es sich um eine einfache,
vollstédndig wasserbasierte Fallungsreaktion bei Raumtemperatur (Abb. 4.15).
Die Synthese der ZrO(BMP)-Nanopartikel kommt vollig ohne potentiell toxische

organische Losungsmittel aus.

o Zro%*
(@) O—IID_—O
+ ZTOC|2 —_—
+ 2 NaCl
2Na

Abb. 4.15: Reaktionsgleichung zur Synthese von ZrO(BMP)-Nanopartikeln.

Abb. 4.16: Fotografien wéssriger ZrO(BMP)-Suspensionen mit und ohne
Tyndall-Streukegel.

ZrO(BMP)-Nanopartikel wurden durch einfaches Zusammengeben einer Losung

aus ZrOCly - 8 HoO (10mg) in Wasser (0,5ml) und einer Losung aus Natrium-
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4 Wirkstoffhaltige Hybridnanopartikel

betamethasonphosphat (NasBMP, 50 mg) in Wasser (50ml) dargestellt. Selbiges
wird unter kraftigem Riithren durchgefiithrt, anschlieBend wird die erhaltene
Suspension nachgerithrt (2min). Das Produkt wird per Zentrifugation (15min
bei 25000 U/min) abgetrennt und zweimal mit Wasser gewaschen, um das im
Uberschufl eingesetzte Edukt sowie das als Nebenprodukt entstehende NaCl zu
entfernen. Im letzten Schritt wird erneut in Wasser resuspendiert. Das Ergebnis ist
eine iber Wochen stabile transparente, wéssrige Suspension (Abb. 4.16). Der zu

erkennende Streukegel unterstreicht den kolloidalen Charakter der gezeigten Probe.

4.3.3 Charakterisierung der ZrO(BMP)-Nanopartikel

Die Partikelgroflenverteilung einer typischen ZrO(BMP)-Suspension ist in
Abb. 4.17 dargestellt. Der mittlere hydrodynamische Durchmesser der erhaltenen

wassrigen Suspension konnte auf d = 68 + 19 nm bestimmt werden.

254

204

154

Anzahl / %

10+

0 —— e ———
1 10 100 1000

Durchmesser / nm

Abb. 4.17: Groflenverteilung der ZrO(BMP)-Nanopartikel in Wasser, bestimmt mittels
DLS.
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4.3 Zirkonylbetamethasonphosphat - ZrO(BMP)

Die Rasterelektronenmikroskopie bietet die Moglichkeit die ZrO(BMP)-
Nanopartikel auf Morphologie und Grofle hin zu untersuchen. Dabei wird
eine Probe durch Eintrocknen der Suspension auf einem Siliziumwafer prépariert
und anschliefend elektronenmikroskopisch analysiert (Abb. 4.18, 4.19, 4.20).
Statistische Auswertungen der Grofie der Primérpartikel ergeben einen mittleren
Durchmesser von d = 31+10 nm. Geht man von einer partiellen Agglomeration von
bis zu drei Partikeln aus und beriicksichtigt man, dass die DLS den grundsatzlich
groferen  hydrodynamischen Durchmesser bestimmt, ergibt sich aus beiden

Methoden ein stimmiges Bild einer nanoskaligen Suspension.

Abb. 4.18: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme von
ZrO(BMP)-Nanopartikeln.

Der Zentrifugationsriickstand verandert sich von einer weichen, transparenten
Masse wahrend des Trocknungsvorgangs hin zu sproden transparenten Blattchen
(Abb. 4.21). Rontgendiffraktometrische Untersuchungen der durch Zentrifugation
abgetrennten, getrockneten und pulverisierten Nanopartikeln zeigen keine Bragg-
Reflexe. Der Nachweis, dass das organische Wirkstoffmolekiil in den Partikeln
enthalten ist, gelingt mittels IR-Spektroskopie (Abb. 4.22). Dabei wurden die
ZrO(BMP)-Nanopartikel (oben) mit dem Edukt NasBMP (unten) verglichen.

1

Insbesondere im Bereich um 1000cm™, in dem die P-O-Schwingungen des
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4 Wirkstoffhaltige Hybridnanopartikel

Abb. 4.19: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme von
ZrO(BMP)-Nanopartikeln.

Abb. 4.20: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme von
ZrO(BMP)-Nanopartikeln.

Phosphats zu erwarten sind, ist eine Verbreiterung der Bande zu erkennen.

Dass sowohl Zirkonium als auch Phosphor enthalten sind, zeigt die energiedisper-
sive Rontgenspektroskopie. Die Untersuchungen ergeben ein Zr:P-Verhéltnis von
1,0:1. Dies entspricht dem zu erwartenden Wert fiir eine aquimolare Zusammenset-
zung von Kation zu Anion. Weiterhin wird der organische Anteil einer typischen

Probe thermogravimetrisch analysiert (Abb. 4.23). Der Zersetzungsvorgang unter
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200 pm
|

g
&

Abb. 4.21: Fotografie von abzentrifugierten und getrockneten
ZrO(BMP)-Nanopartikeln. Gezeigt ist eine stark vergroferte Aufnahme
eines (0,7 x 0,8) mm grofien Agglomerats.

rel. Transmission

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl / cm™’

Abb. 4.22: IR-Spektren der ZrO(BMP)-Nanopartikel (rot) und NasBMP (schwarz).

Luft fihrt bei einer Heizrate von 5K/min zu einem Gewichtsverlust von 64 %
(theoretisch: 66 %). Die Elementaranalyse ergibt die in Tab. 4.2 dargestellten
Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalte. Die theoretischen stimmen mit den expe-
rimentellen Werten tiberein. Der Riickstand wurde rontgenographisch als ZrO,
und ZrP,07 identifiziert. Die dargestellten analytischen Daten sprechen in ihrer

Gesamtheit fiir eine chemische Zusammensetzung der amorphen Nanopartikel von
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4 Wirkstoffhaltige Hybridnanopartikel

7rO(BMP).

Tab. 4.2: Gegeniiberstellung der analytischen Daten aus der Elementaranalyse und der
Thermogravimetrie fiir die ZrO(BMP)-Nanopartikel und der theoretisch
berechneten Werte (Angaben jeweils in Gew-%).

C H Gewichtsverlust
Probe 42 5,3 64
Theorie 42 5,4 66
100
90
o 807
°
& 60-
e
i3
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Abb. 4.23: Thermogramm der abzentrifugierten und getrockneten
ZrO(BMP)-Nanopartikel (5K /min bis 1400 °C).
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4.4 Zirkonylfluordesoxyuridinmonophosphat - ZrO(FAUMP)

4.4.1 5-Fluoruracil - ein Zytostatikum

5-Fluoruracil (5-FU) ist ein weit verbreitetes Zytostatikum. Es wird zur chemo-
therapeutischen Behandlung von Tumoren, insbesondere von Brusttumoren einge-
setzt. 5-FU wird in die RNA bzw. DNA eingebaut und stért das Tumorzellwachs-
tum. 8% Es wurde bereits im Jahr 1957 entdeckt, nachdem beobachtet wurde, dass
Tumorzellen zur DNA-Synthese weit mehr Uracil verbrauchen als normale Zellen
(Abb. 4.24). Das fluorierte Uracil 5-FU wird zu 5-Fluordesoxyuridinmonophosphat
(FAUMP), welches die intrazellular aktive Form des Wirkstoffs darstellt, verstoff-
wechselt. FIUMP inhibiert die Produktion von Thymidin.®® Tatséchlich ist die

O
H

HN | HN |
OéJ\N O)\N
H H

Abb. 4.24: Strukturformeln von Uracil (links) und 5-FU (rechts).

Synthese von Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) aus Desoxyuridinmonophos-
phat (dUMP) ein fiir stark proliferierende Zellen wie Krebszellen eminent wichtiger
Prozess, denn fiir die zur Zellteilung notwendige DNA-Synthese wird ein standiger
Nachschub an dTMP benotigt. Dieses wird durch die Thymidylat-Synthase zur
Verfiigung gestellt, wobei dUMP an der 5-Position der Base methyliert wird.
Genau an dieser Position sind 5-FU bzw. FAUMP fluoriert (Abb. 4.25).% Normale,
langsam wachsende Zellen sind zwar wesentlich unempfindlicher gegen FAUMP, da
sie weniger dTMP benotigen, dennoch sind Nebenwirkungen nicht von der Hand zu
weisen. Knochenmarkzellen (Blutwerte), Zellen der Darmschleimhaut (Verdauung)
und die Haarfollikel (Haarausfall) sind ebenfalls empfindlich, da sie sich genau
wie Tumorzellen durch eine haufige Zellteilung auszeichnen. Die Nebenwirkungen
sind daher betréchtlich. Eine neue Darreichungsform, die in der Lage wére, diese

Nebenwirkungen zu reduzieren, ist aus den genannten Griinden erstrebenswert.
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0 0
H
HN HN)j/F
9 O)\N 9 O)\N
0-P-0] 0-P-01 o
O H H o] H H
OH H OH H

Abb. 4.25: Strukturformeln von dUMP (links) und FAUMP (rechts).

Bei den bisher vorgestellten wirkstoffhaltigen Hybridnanopartikeln wurde als
Wirkstoff jeweils eine durch Phosphorylierung erzeugte Prodrug des tatséachlichen
Wirkstoffs zur Partikelsynthese genutzt (Abschnitt 4.1). Im hier vorgestellten
wirkstofthaltigen anorganisch-organischen Hybridmaterial stellt das eingesetzte
Wirkstoffanion jedoch keine Prodrug, sondern, wie oben beschrieben, einen
Metaboliten des gebrauchlichen Chemotherapeutikums 5-FU dar. Auf Grund der
vorhandenen Phosphatfunktion bietet sich FAUMP jedoch direkt zum Einsatz
als Wirkstoffanion in einem Zirkoniumphosphat-basierten Hybridmaterial an.
In den folgenden Abschnitten werden Synthese und Charakterisierung solcher

Hybridnanopartikel sowie erste medizinische Experimente beschrieben.

4.4.2 Synthese von ZrO(FdUMP)-Nanopartikeln

Die Synthese von ZrO(FAUMP)-Nanopartikeln wurde in einem vergleichsweise
kleinen MaBstab durchgefithrt. Im Hinblick auf das sehr teure Edukt Nay(FAUMP),
wurde das Wirkstoffanion nicht im dreifachen, sondern nur im zweifachen
UberschuB eingesetzt. Die Synthese folgt der in Abb. 4.26 dargestellten Reakti-
onsgleichung und entspricht einer einfachen Fallungsreaktion. Die ZrO(FdUMP)-
Nanopartikel werden durch einfaches Zusammengeben einer Losung aus ZrOCl, -
8 HoO (3mg) in Wasser (0,1ml) zu einer Loésung von Nag(FAUMP)(6mg) in
Wasser (2,5 ml) bei Raumtemperatur dargestellt. Die Zugabe erfolgt unter heftigem
Rithren der FAUMP-Losung, wahrend das ZrOCly schnell zugespritzt wird. Die
erhaltene Suspension wurde zwei Minuten nachgeriihrt, das Produkt wurde durch
Zentrifugation (20min bei 25000 U/min) abgetrennt. Die Nanopartikel wurden

zweimal mit Wasser gewaschen, um die tiberschiissigen Reaktanden sowie das als
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Nebenprodukt entstehende NaCl zu entfernen. Das bedeutet, es wurde zusétzlich
zweimal abzentrifugiert und erneut resuspendiert. Im letzten Schritt wurde in
HEPES-Puffer (30 mM, pH = 7,4) resuspendiert und so eine iiber Wochen stabile
und im medizinischen Experiment einsetzbare Suspension erhalten (Abb. 4.27). Der

Tyndall-Kegel bestatigt das Vorliegen einer transparenten kolloidalen Suspension.

o) i o
F
AN N
o A |
TO-P o N Zrocl Q 0”7 "N” 42 Nacl
OtFI)_O o) + r 2 ‘O_lla_o o
R G o K OH
2 Na 2+
OH H ZrO
OH H

Abb. 4.26: Reaktionsgleichung zur Synthese von ZrO(FdUMP)-Nanopartikeln.

Abb. 4.27: Fotografie einer ZrO(FAUMP)-Suspension in Wasser mit Tyndall-Kegel.
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4.4.3 Charakterisierung der ZrO(FdUMP)-Nanopartikel

Mit Hilfe der DLS wurde die Partikelgroflenverteilung einer typischen Suspension
von ZrO(FAUMP) in HEPES-Puffer ermittelt (Abb. 4.28). Der mittlere hydrody-

namische Durchmesser betrug d = 95 4 28 nm.

30+
254
20+

154

Anzahl / %

10+

10 100 1000
Durchmesser / nm

Abb. 4.28: Groflenverteilung der ZrO(FAUMP)-Nanopartikel, bestimmt mittels DLS.

Die statistische Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
ergaben nach einer Ausziahlung von iiber 100 Partikeln einen mittleren Durchmesser
von d = 56 + 16 nm. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die auf
einem Siliziumwafer eingetrocknete, wéssrige Suspension. Abb. 4.29 gibt einen
Uberblick und zeigt die Einheitlichkeit der Probe auf. Die Abbildungen 4.30 und
4.31 stellen die nahezu sphéarischen Nanopartikel im Detail dar. Die Ergebnisse
von REM und DLS in Kombination charakterisieren unter Beriicksichtigung einer
gewissen Agglomeration eine nanoskalige Suspension, die fiir eine biomedizinische
Anwendung geeignet ist.

Die mittels Zentrifugation abgetrennten und getrockneten Nanopartikel wurden IR-
spektroskopisch untersucht (Abb. 4.32). Der Vergleich der ZrO(FAUMP)-Partikel
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Abb. 4.29: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme der
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel.

Abb. 4.30: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme der
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel.

(rot) mit NaH(FAUMP) (schwarz) zeigt eine Ubereinstimmung insbesondere im
Fingerprint-Bereich. So konnte iiberprift werden, ob das organische Wirkstoffanion
tatsdchlich in den Partikeln enthalten ist.

Weitere materialintensivere analytische Methoden wurden aus Kostengriinden
nicht durchgefiihrt. Es kann jedoch auf die fiir Zirkonyluridinmonophosphat
(ZtO(UMP)) zur Verfiigung stehenden Daten verwiesen werden. 331 FAQUMP
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Abb. 4.31: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme der
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel.

und UMP unterscheiden sich strukturchemisch nur marginal, so dass aus der

Thermogravimetrie und der Elementaranalyse sowie aus der energiedispersiven

rel. Transmission
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Abb. 4.32: IR-Spektren der ZrO(FAUMP)-Nanopartikel (rot) und dem Edukt
NaH(FAUMP) (schwarz).
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Rontgenspektroskopie keine abweichenden Ergebnisse zu erwarten sind.

4.4.4 Wirksamkeitsstudien von ZrO(FAUMP)-Nanopartikeln in Tumorzellen

Die im folgenden gezeigten Untersuchungen zur Wirksamkeit von ZrO(FdUMP)-
Nanopartikeln wurden von Dr. Joanna Napp am MAX-PLANCK-INSTITUT FUR
EXPERIMENTELLE MEDIZIN in Gottingen in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Frau-
ke Alves durchgefiihrt.

Ausgehend von ZrO(FAUMP)-Suspensionen in HEPES-Puffer (pH=74)
fanden Wirksamkeitstests an zwei verschiedenen Zelllinien statt: Der
U87 MG Glioblastoma- und der MDA MB 231 Mammakarzinoma-Zelllinie. 6]
Es handelt sich dabei um Zellen eines Gehirn- bzw. eines Brusttumors.
Untersucht wurde die zytostatische Wirksamkeit der ZrO(FdUMP)-Nanopartikel
in verschiedenen Konzentrationen auf die Tumorzellen im Vergleich zu freiem
5-Fluoruracil (5-FU).

Die Zellen der entsprechenden Zellinie wurden jeweils 24 Stunden vor der
Behandlung kultiviert (jeweils 5000 Zellen pro Well) und anschlieflend mit frischem
Medium und der entsprechenden Probe in Konzentrationen von 2,5 bis 250 uM
versetzt. Die Zellen wurden fir 24h, 48h und 72h bei 37 °C inkubiert. Jede
einzelne Variante wurde dreifach ausgefithrt. Die metabolische Aktivitdt und
daraus die Viabilitdt der Zellen wurde nach 24, 48 und nach 72 Stunden mit Hilfe
eines CellTiter96 Kit AQueous-One-Solution-Cell-Proliferation-Assays (PROMEGA)
calorimetrisch bestimmt. Die Absorption bei 490nm wurde an einem Wallac-
1420-Victor-2-Multilabel-Counter (AMERICAN INSTRUMENT EXCHANGE, USA)
vermessen. Die dargestellte Viabilitat ergibt sich aus der Absorption der Testzellen
im Verhaltnis zur Absorption von unbehandelten Zellen.

In den Abbildungen 4.33, 4.34 und 4.35 sind die Viabilitdten der U87 MG Zellen
nach der Behandlung mit ZrO(FAUMP)-Nanopartikeln, ZrO(UMP)-Nanopartikeln
und freiem 5-Fluoruracil dargestellt. Es sind die Ergebnisse nach 24h, 48h und
72h bei verschiedenen Konzentrationen aufgefiihrt. Die Ergebnisse fiir die exakt
identische Behandlung der MDA MB 231 Zellen mit Hybridnanopartikeln sind in
den Abbildungen 4.36, 4.37 und 4.38 dargestellt. Zwischen den Zellinien gibt es

keine auffalligen Unterschiede.
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Abb. 4.33: Viabilitdt von U887 MG Zellen nach 24 h nach Behandlung mit
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel in verschiedenen Dosierungen.
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Abb. 4.34: Viabilitdt von U887 MG Zellen nach 48 h nach Behandlung mit
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel in verschiedenen Dosierungen.
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U87MG 72h
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WO M2,5H5M10M25 M507100° 250

Abb. 4.35: Viabilitidt von U887 MG Zellen nach 72 h nach Behandlung mit
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel in verschiedenen Dosierungen.

Parallel wurde als Positivkontrolle das freie Zytostatikum 5-FU in gleichen Kon-
zentrationen getestet. Als Negativkontrolle fungierten ZrO(UMP)-Nanopartikel,
gleicher Konzentration, ebenfalls in HEPES-Puffer suspendiert. Diese wurden
von Luisa Sonntag im Rahmen ihrer Diplomarbeit bereitgestellt.8!] UMP ist
strukturchemisch nahezu identisch mit FAUMP, es ist jedoch nicht fluoriert,
weshalb es keine zytostatische Wirksamkeit zeigt.

Zunichst kann festgestellt werden, dass die ZrO(UMP)-Nanopartikel keinen
Einfluss auf die Viabilitdt der Zellen haben. Jeder beobachtete Effekt der
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel auf die Viabilitat der Zelllinien kann demnach nicht
auf das in den Partikeln enthaltene Zirkonium oder auf die alleinige Tatsache,

dass es sich um ein Nanomaterial handelt, zurtickgefiihrt werden.

Abschlieflend kann eine anti-proliferative Wirkung der ZrO(FdUMP)-Nanopartikel
sowohl gegentiber der U7 MG Zellen als auch der MDA MB 231 Zelllinie aufgezeigt
werden. Diese Wirkung ist im Vergleich zu 5-FU starker, sowohl was die absolute

Grofle der Viabilitat nach 72h als auch den unmittelbaren Eintritt der Wirkung
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MDA MB 231 24 h
160 %
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EQN25M5M10M25750° 100 250
Abb. 4.36: Viabilitdt von MDA MB 231 Zellen nach 24 h nach Behandlung mit
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel in verschiedenen Dosierungen.

MDA MB 231 48h
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HOM2,5M5M10M25M5017100 250

Abb. 4.37: Viabilitit von MDA MB 231 Zellen nach 48 h nach Behandlung mit
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel in verschiedenen Dosierungen.
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MDA MB 231 72h
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Abb. 4.38: Viabilitdt von MDA MB 231 Zellen nach 72 h nach Behandlung mit
ZrO(FAUMP)-Nanopartikel in verschiedenen Dosierungen.

angeht. Deutlich zu beobachten ist, dass die Wirksamkeit mit der Konzentration
der Partikel zunimmt. Die bisher durchgefiihrten in wvitro Experimente liefern
vielversprechende Ergebnisse, konnen aber noch nicht endgiiltig alle Fragen
die Langzeitwirksamkeit, den Wirkmechanismus sowie das Verhalten in wvivo

betreffend, kldren. Sie bieten allerdings den Anreiz weitergehende Untersuchungen
durchzufiihren.
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4.5 Zirkonylclindamycinphosphat - ZrO(CIiP)
4.5.1 Clindamycin - ein Bakteriostatikum

Clindamycin und das verwandte Lincomycin bilden gemeinsam die Wirkstoftklasse
der Lincosamide (Abb. 4.39). Diese hemmen die ribosomale Proteinsynthese von
Bakterien oder blockieren diese sogar vollstandig. Von Lincomycin unterscheidet
sich Clindamycin lediglich durch einen Chlorsubstituenten an Stelle einer Hydro-
xyfunktion. Dieser marginale Unterschied fiihrt jedoch zu einer wesentlich héheren
Wirksamkeit.

Clindamycin ist ein Antibiotikum, das zur Behandlung von Infektionen mit gram-
positiven Bakterien eingesetzt wird. Es kommt héufig im Zusammenhang mit Akne
zum Einsatz. Da es bei einer Anwendung des Hydrochlorids haufig zu Irritationen
der Haut kommt, wurde Clindamycinphosphat als vertraglichere Alternative ein-
gefithrt. 87 Auf Grund seiner bakteriostatischen, in hohen Konzentrationen sogar
bakteriziden Wirkung, dient Clindamycin als Reserveantibiotikum in Kliniken
besonders bei Infektionen mit Staphylococcus aureus und Bacteriodes fragilis. Es
wird auch fiir den Einsatz gegen Streptokokken, Mycoplasmen, Corynebakterien
oder Cl. perfringens bereitgehalten. Alle gramnegativen aeroben Bakterien sind

jedoch gegen Clindamycin resistent. 5%

Abb. 4.39: Strukturformeln der Lincosamide Clindamycin (links) und Lincomycin
(rechts).

Grundsétzlich haben nicht alle Streptokokken oder Staphylokokken einen negativen

Einfluss auf das menschliche Wohlbefinden, da sie Bestandteil der menschlichen

94



4.5 Zirkonylclindamycinphosphat - ZrO(CliP)

Flora sind. Erst wenn das menschliche Immunsystem geschwacht ist, kénnen
die Bakterien Krankheitsbilder hervorrufen, die im schlimmsten Falle bis hin zu
todlich verlaufenden Erkrankungen wie Sepsis oder Pneumonie reichen. Diese
Infektionen, die bei einem Aufenthalt oder einer Behandlung im Krankenhaus
vorkommen, werden als nokosomiale Infektionen oder auch umgangssprachlich als
Krankenhausinfektionen bezeichnet. Bekanntheit als Krankenhauskeime erlangten
beispielsweise Methicillin-resistente Bakterien der Gattung Staphylococcus aureus,
die sogenannten MRSA, deren Bekémpfung aufgrund der zahlreichen Antibiotika-
resistenzen schwierig ist.®” Da Schétzungen zur Zahl nokosomialer Infektionen
in Europa den akuten Handlungsbedarf in diesem Gebiet aufzeigen,!®? ist die
pharmazeutische Forschung stdndig auf der Suche nach neuen Wirkstoffen. !
Jedoch ist in diesem Zusammenhang eine Suche nach neuen Darreichungsformen
mindestens genauso wichtig, wenn nicht sogar langfristig zielfithrender. (38!

Clindamycinphosphat ist eine Prodrug, die enzymatisch durch Phosphatasen
unter Freisetzung des biologisch aktiven Clindamycins gespalten wird (vgl.
Abschnitt 4.1).[929Es bietet sich dementsprechend auf Grund seiner Phos-
phatgruppe als Wirkstoffanion in wirkstoffhaltigen Zirkoniumphosphat-basierten
anorganisch-organischen Hybridnanopartikeln an. In den folgenden Unterkapiteln
wird von der Syntese, der Charakterisierung und von einem ersten medizini-
schen Test auf eine Wirksamkeit gegen Staphylococcus aureus der ZrO(CliP)-
Nanopartikel berichtet. Um eine Verwechslung mit dem Nukleotid Cytidinmono-

phosphat (CMP) zu vermeiden, wird das Clindamycinphosphat als CliP abgekiirzt.

4.5.2 Synthese von ZrO(CliP)-Nanopartikeln

Die Synthese von ZrO(CliP)-Nanopartikeln folgt der in Abb. 4.40 dargestellten
Reaktionsgleichung und ist letztendlich eine einfache Fallungsreaktion bei Raum-
temperatur.

ZrO(CliP)-Nanopartikel wurden durch einfaches Zusammengeben einer Losung aus
ZrOCly - 8 HyO (4,25 mg) in Wasser (5ml) und einer Lésung aus Natriumclinda-
mycinphosphat (25 mg) in Wasser (50 ml) dargestellt. Die CliP-Losung wird zuvor
durch die Zugabe von NaOH (140 pl, 0,5 M) mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette auf
pH = 7 eingestellt. Die Zugabe der ZrOCls-Losung wird unter kraftigem Riithren
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NaOH, 25°C o

+ ZrOCl, - 8H,0

H,O

I 080

Zro%t

Abb. 4.40: Reaktionsgleichung zur Synthese von ZrO(CliP)-Nanopartikeln.

Abb. 4.41: Fotografie einer ZrO(CliP)-Suspension in Wasser mit Tyndallkegel.

durchgefiihrt, anschlieSend wird die erhaltene Suspension 2min nachgeriihrt.
Die entstandenen Partikel werden abzentrifugiert (25000 U/min, 15min) und in
Wasser resuspendiert. Auf diese Art und Weise wird ein weiteres Mal mit Wasser
gewaschen. Als Ergebnis wird eine transparente, iiber Wochen stabile, wéssrige
Suspension erhalten (Abb. 4.41). Der zu erkennende Streukegel unterstreicht den

kolloidalen Charakter der gezeigten transparenten Probe.

4.5.3 Alternativer Syntheseweg

Wird die oben beschriebene Synthesemethode analog, jedoch ohne den Einsatz von
NaOH durchgefiihrt, werden keine Partikel erhalten. Wird nach dem Mischen der
Reaktanden im Nachhinein Base zugegeben, werden Partikel erhalten. Alternativ
konnen also zunachst die Losungen aus Clindamycinphosphat und ZrOCls vereinigt

und anschlieflend unter starkem Riithren mit Natronlauge (140 pl, 0,5 M) versetzt
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werden. Die Aufarbeitung erfolgte analog zur obigen Methode. Man erhélt auch
hier eine stabile Suspension nanoskaliger ZrO(CliP)-Partikel.

Die Beobachtung eines kritischen pH-Werts lasst darauf schlieffen, dass die
Konzentration des Dianions bei pH-Werten kleiner 6 nicht ausreicht, um das Los-
lichkeitsprodukt der ZrO(CIliP)-Partikel zu tiberschreiten und damit eine Fallung
zu bewirken. Das in Abb. 4.42 dargestellte Gleichgewicht spielt dementsprechend
eine mafigebliche Rolle. Es ist daher notwendig, das Gleichgewicht auf die rechte
Seite zugunsten des Dianions zu verschieben. Die Manipulation des Gleichgewichts
gelingt, indem durch Zugabe von Natronlauge die Hydroxidionenkonzentration
erhoht wird. Im Ergebnis unterscheiden sich beide Methoden nicht. Somit steht
fir zukiinftige Anforderungen eine alternative Synthesevariante zur Verfiigung.
Eine Saure-Base-Reaktion stellt eine der schnellsten bekannten Reaktionen dar,
sie ist auBlerdem eine stark exotherme Reaktion, durch eine schlagartige Anderung
des pH-Werts kann eine homogene Ubersittigung erreicht werden. Gleichzeitig
wird Energie zur Keimbildung zur Verfiigung gestellt. Beides ermdglicht eine gute
Kontrolle der Keimbildungs- und Keimwachstumsprozesse (vgl. Abschnitt 2.2.1).
Ein moglicher Nachteil ist, dass die Synthese bifunktionaler Hybridmaterialien, wie
sie in Kapitel 5 vorgestellt werden, auf Grund der unterschiedlichen Fallungseigen-

schaften der Phosphatanionen wesentlich erschwert ist.

/ Cl
H
/Nj}(N -“\k
- / +2 H+

I 080
FI) —_

I
OH

Abb. 4.42: Saure-Base-Gleichgewicht von Natriumclindamycinphosphat und der
korrespondierenden Séure.
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4.5.4 Charakterisierung der ZrO(CIliP)-Nanopartikel

Die Grofle der synthetisierten ZrO(CliP)-Partikel wurde sowohl mittels Raster-
elektronenmikroskopie als auch mit der dynamischen Lichtstreuung bestimmt. Die
Abbildungen 4.43 und 4.44 zeigen mit dem Rasterelektronenmikroskop aufgenom-
mene Detailaufnahmen der ZrO(CliP)-Nanopartikel. Der mittlere Durchmesser
bei 100 ausgemessenen Priméarpartikeln betrug d = 44 + 11 nm. Dartiiber hinaus
ist in Abb. 4.45 eine Ubersichtsaufnahme dargestellt, die die Einheitlichkeit
der untersuchten Probe illustriert. Die Suspensionen von ZrO(CliP)-Partikeln in
Wasser enthalten laut der Analyse mittels dynamischer Lichtstreuung vorwiegend
nanoskalige Partikel mit mittleren Durchmessern von d = 73 £ 14 nm (Abb. 4.46).

Abb. 4.43: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme der
ZrO(CliP)-Nanopartikel.

Die Anwesenheit des Wirkstoffs in den synthetisierten Partikeln kann
mit Hilfe der IR-Spektroskopie nachgewiesen werden (Abb. 4.47). Das
aufgenommene FT-IR-Spektrum der ZrO(CliP)-Nanopartikel (rot) zeigt
iiberall sehr gute Ubereinstimmung verglichen mit dem Referenzspektrum
des reinen Natriumclindamycinphosphats (schwarz). Besonders auffillig sind

hierbei die Banden bei Wellenzahlen von 7= 950cm~' bis 1100 cm™!, welche
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Abb. 4.44: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme der
ZrO(CliP)-Nanopartikel.

Abb. 4.45: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme der
ZrO(CliP)-Nanopartikel.

den charakteristischen Absorptionsbereich der P-O-Schwingungen darstellen. ¥
Auflerdem enthalten beide Proben Restanteile von Wasser, da die drei IR-
aktiven Normalmoden des Wassers bei 7 = 1600 cm ™! (Deformationsschwingung)
und bei 7 = 3200cm™! bis 3500cm™! (symmetrische und antisymmetrische

Valenzschwingung) eindeutig identifizierbar sind.
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Abb. 4.46: Groflenverteilung der ZrO(CliP)-Nanopartikel, bestimmt mittels DLS.
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Abb. 4.47: IR-Spektren der ZrO(CliP)-Nanopartikel (rot) und Nay(CliP) (schwarz).
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Pulverdiffraktometrische Untersuchungen der abzentrifugierten und getrockneten
Nanopartikel, zeigen dass die ZrO(CIliP)-Partikel keinerlei Kristallinitat aufweisen,
sondern vollig rontgenamorph sind. Um die chemische Zusammensetzung der
dargestellten Partikel zu ermitteln, wurde die Probe mit thermogravimetrischer
Analyse, Elementaranalyse und energiedispersiver Rontgenanalytik untersucht.

Dabei ergaben sich aus der Elementaranalyse die in Tab. 4.3 aufgefithrten

Tab. 4.3: Gegeniiberstellung der analytischen Daten aus der Elementaranalyse und der
Thermogravimetrie fir die ZrO(CliP)-Nanopartikel und der theoretisch
berechneten Werte (Angaben jeweils in Gew-%).

C H N S Gewichtsverlust
Probe 33 5,6 5,6 4,6 66
Theorie 35 4,6 5,3 5,3 68

Elementgehalte. Diese kongruieren mit den gegeniibergestellten theoretisch be-
rechneten Werten fiir eine Zusammensetzung von ZrO(CliP). In Abb. 4.48 ist
ein Thermogramm der ZrO(CIliP)-Nanopartikel dargestellt, welches ausgehend
von einer Starttemperatur bei 30 °C mit einem Temperaturanstieg von 5K pro
Minute unter Luft bis zu einer Temperatur von 900 °C aufgenommen wurde. Der
beobachtete Gewichtsverlust betrdgt in Ubereinstimmung mit dem theoretischen
Wert 66 % (Tab. 4.3).

Des Weiteren wurde die Zusammensetzung der ZrO(CliP)-Partikel mit Hilfe der
energiedispersiven Rontgenspektroskopie abgesichert. Hiermit konnte sowohl das
Zr:P-Verhéltnis als auch das Cl:S-Verhéltnis zu 1,1:1 (theoretisch jeweils 1:1)
bestimmt werden. Angesichts der experimentellen Daten kann die chemische

Zusammensetzung der synthetisierten Partikel auf ZrO(CIliP) eingegrenzt werden.
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Abb. 4.48: Thermogramm der abzentrifugierten und getrockneten
ZrO(CliP)-Nanopartikel.

4.5.5 Wirksamkeit der ZrO(CliP)-Nanopartikel gegen Staphylococcus aureus

Alle im folgenden Abschnitt dargestellten Untersuchungen wurden von Dr. Oliver
Goldmann und Dr. Kurt E. J. Dittmar am HELMHOLTZ ZENTRUM FUR INFEK-
TIONSFORSCHUNG (HZI) in Braunschweig durchgefiihrt. Dort besteht ein grofies
Interesse neue pharmazeutische Wirkstoffe, aber auch neue Darreichungsformen zu
entwickeln, die gegen multiresistente Erreger wie Staphylococcus aureus wirksam
sind. " Dabei spielen Strategien gegen bakterielle Infektionserreger eine Rolle, die
es schaffen konnen von den Bakterien selbst unbemerkt zu bleiben.

In Abb. 4.49 ist ein erster Test zur Wirksamkeit der ZrO(CliP)-Nanopartikel
gegeniiber Staphylococcus aureus dargestellt. Dabei wurde eine mit dem
Bakterienstamm SH1000 infizierte Zellkultur mit in HEPES-Puffer suspendierten
ZrO(CliP)-Nanopartikeln behandelt und das Bakterienwachstum iiber einen
Zeitraum von 6 Stunden untersucht. Gegeniiber eines durchgefiihrten
Kontrollexperiments ohne ZrO(CliP)-Behandlung ist ein stark verringertes

Wachstum der Bakterien festzustellen.

102



4.5 Zirkonylclindamycinphosphat - ZrO(CliP)
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Abb. 4.49: Wachstumskurve von Staphylococcus Aureus SH1000 mit
ZrO(CliP)-Nanopartikeln (rot) und als Kontrolle ohne
ZrO(CliP)-Nanopartikel (schwarz).

Die durchgefithrte Untersuchung stellt ein vielversprechendes erstes in witro
Testergebnis dar. Es kann eindeutig eine Wirksamkeit der ZrO(CIliP)-Nanopartikel
an sich aufgezeigt werden. Weitere Untersuchungen sprengen jedoch den Rahmen

dieser Arbeit.
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Im folgenden Kapitel werden anorganisch-organische Hybridmaterialien vorge-
stellt, die die FEigenschaften der in Kapitel 3 vorgestellten fluoreszierenden
Nanopartikel und die wirkstoffhaltigen anorganisch-organischen Hybridmateria-
lien aus Kapitel 4 in einem Nanomaterial vereinen. Dies gelingt, indem ein
Fluoreszenzfarbstoff der allgemeinen Formel [Rparbstofs —O—POg]Q_ und ein
Wirkstoff [Rwirkstoff — O — PO3)?>~ auf Partikelebene kombiniert wird. Durch die
Schwerléslichkeit beider Bestandteile zusammen mit dem Zirkonylkation [ZrO]**
konnen Wirkstoffanion und Fluoreszenzfarbstoffanion in ihrer Zusammensetzung
nahezu frei variiert werden. Allgemein formuliert kann jedes Material der Zu-
sammensetzung ZrO(Rwirkstorf — O — PO3)1—x(Rrarbstoff — O — PO3)x realisiert
werden. FEine derartige Mischphasenbildung ist durch den amorphen Charakter
der Ausgangsmaterialien sogar beglnstigt. Im folgenden Kapitel werden zwei
Materialien vorgestellt, die diese Idee der Vereinigung von diagnostischen und
therapeutischen Eigenschaften verfolgen. Bei therapiebegleitender Diagnose spricht
man von so genannten Theranostics.!%! Zudem werden medizinische Experimente
gezeigt, die das Potential der, trotz ihrer bifunktionalen Eigenschaften im Sinne von

Theranostics, weiterhin einfach zu synthetisierenden Hybridnanopartikel aufzeigen.

5.1 ZrO(BMP), o(FMN), ,

Fir fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen der Aufnahme von wirkstoff-
haltigen ZrO(BMP)-Nanopartikeln in Zellen ist zundchst ein gut verfiigbarer
Fluoreszenzfarbstoff auszuwéhlen, der in der Lage ist die Anforderungen im
Hinblick auf die Fluoreszenzintensitdt und die Eindringtiefe zu erfiillen. Fla-
vinmononukleotid, auch Riboflavinphosphat (FMN) ist als Fluoreszenzfarbstoff
in Zirkoniumphosphat-basierten anorganisch-organischen Hybriden in vielerlei

Hinsicht untersucht worden. 3154

Fir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
in vitro ist FMN gut geeignet.

Der Anteil an Fluoreszenzfarbstoff wurde so gewéahlt, dass die synthetisierten Par-
tikel einen moglichst hohen Wirkstoffanteil besitzen, aber gleichzeitig ausreichend

stark fluoreszieren. Im folgenden Unterkapitel werden Synthese, Charakterisierung
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Abb. 5.1: Strukturformel des Riboflavinphosphats bzw. Flavinmononukleotids (FMN).

und die biomedizinische Anwendung griin lumineszierender Betamethson-haltiger
Hybridnanopartikel der Zusammensetzung ZrO(BMP)q o(FMN)g 1 vorgestellt.

5.1.1 Synthese von ZrO(BMP), o(FMN), ;-Nanopartikeln

ZrO(BMP)go(FMN)o; wurde durch Mischen zweier wéssriger Losungen darge-
stellt. ZrOCls - 8 HoO (5mg) wurde in Wasser (2,5ml) gelost und zu einer Losung
aus Natriumriboflavin-5-monophosphat-dihydrat (2,5mg) und Natriumbetame-
thasonphosphat (22mg) in Wasser (25ml) gegeben. Die Zugabe erfolgte unter
kréaftigem Rithren. Nach zweimintitigem Rithren wurde das gelb gefarbte, feste Pro-
dukt durch Zentrifugieren (15 min bei 22500 U min~!) abgetrennt. Die Nanopartikel
wurden zweimal in Wasser (25ml) resuspendiert und erneut abzentrifugiert, um
alle iiberschiissigen Edukte sowie die entstandenen Nebenprodukte zu entfernen.
SchlieBlich wurden stabile Suspensionen durch Resuspendieren der Nanopartikel
in HEPES-Puffer (12ml, 30 mmol/l, pH=7,4) erhalten. Alternativ wurde der
Riickstand in dest. Wasser (3,1 ml) resuspendiert. AnschlieBend wurde zu dieser
Suspension unter Rithren eine Losung aus Dextran 40 (3ml, 1,6 mg/ml Wasser)
getropft.

Um die in wvivo-Untersuchungen durchfiihren zu konnen, sind teilweise hohere
Partikelkonzentrationen erforderlich. Diese werden durch eine Aufkonzentrierung
im letzten Aufarbeitungsschritt erreicht. Dazu wird in entsprechend geringerem

Volumen an Medium resuspendiert (siche auch Abschnitt 2.2.2).
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5.1.2 Charakterisierung der ZrO(BMP), ,(FMN), ;-Nanopartikel

Zunachst stehen die Lumineszenzeigenshaften der dargestellten
ZrO(BMP)( o(FMN)g ;-Nanopartikel im Vordergrund. Diese decken sich wie
erwartet mit den Eigenschaften des ZrO(FMN).[™ Eine Anregung der griinen
Emission bei A = 535 nm ist mit A = 368 nm moglich, fir die optische Bildgebung
ist jedoch die Anregung mit blauem Licht (Blaulicht-LED) auf Grund der héheren
Eindringtiefe ins Gewebe vorteilhafter (Abb. 5.3).

Anregung Emission

rel. Intensitat

0 — 71T - T ' T - T T ' T T *+ T ' 1T
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange / nm

Abb. 5.2: Anregungs- und Emissionsspektrum der ZrO(BMP)g o(FMN)g 1-Nanopartikel.

Mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) wurde die PartikelgroBenverteilung
bestimmt (Abb. 5.4). Die Messung ergab einen mittleren hydrodynamischen
Durchmesser von d = 69 + 18 nm. Die Grofle und die Morphologie der aus
der wéssrigen Suspension durch Trocknen praparierten Nanopartikel wurde mit
Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie untersucht (Abbildungen. 5.5 und 5.6).
Statistische Auswertungen der Grofle von 100 Partikeln ergaben einen mittleren

Durchmesser von d = 29 + 9nm.

107



5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

Abb. 5.3: Fotografien einer ZrO(BMP), 9(FMN)g 1-Suspension in HEPES-Puffer unter
Anregung mit einer Blaulicht-LED (links) und unter einer UV-Lampe (rechts).

Sowohl bei der DLS als auch bei der REM ist tatsichlich eine genaue Ubereinstim-
mung der Charakterisierung mit den in Abschnitt 4.3.3 dargestellten analytischen
Ergebnissen fiir die reinen ZrO(BMP)-Nanopartikel festzustellen. Beide Metho-
den geben keinerlei Hinweise darauf, dass ZrO(BMP) bzw. ZrO(FMN)-Partikel
getrennt voneinander, d. h. nebeneinander vorliegen. Geht man von einer partiellen
Agglomeration von bis zu drei Partikeln aus und berticksichtigt man, dass die DLS
den grundsatzlich grofferen hydrodynamischen Durchmesser bestimmt, ergibt sich
aus beiden Methoden ein stimmiges Bild einer nanoskaligen Suspension.
IR-spektroskopische  Untersuchungen stiitzen die Annahme, dass die
ZrO(BMP)( o(FMN)g ;-Nanopartikel in ihrer Zusammensetzung den ZrO(BMP)-
Nanopartikeln entsprechen (abb. 5.7). Ein Vergleich mit den Referenzspektren von
ZrO(BMP)- und ZrO(FMN)-Nanopartikeln, zeigt dass die ZrO(BMP)g o(FMN)g 1-
Nanopartikel hauptsdchlich aus Betamethasonphosphat (BMP) bestehen.
Jedoch kann an Hand einer fur ZrO(FMN) charakteristischen Bande bei
1540cm ™! (schwarzer Pfeil) Riboflavin (FMN) nachgewiesen werden. Die
Annahme eines quantitativen 9 zu 1-Verhéaltnisses von BMP zu FMN beruht
auf den entsprechenden Einwaagen. Diese Annahme geht von einer gleichen
Schwerloslichkeit beider Organophosphatanionen aus.

Auf Grund der engen Verwandschaft von ZrO(BMP)o(FMN)q; und ZrO(BMP)
sind in Bezug auf die Ergebnisse der EDX, der TG und der Elementaranalyse keine

abweichenden Ergebnisse zu erwarten.
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Abb. 5.4: Grofenverteilung von ZrO(BMP)g o(FMN)g ;-Nanopartikeln in
HEPES-Puffer, bestimmt mittels DLS.

Abb. 5.5: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme der
ZrO(BMP)g 9(FMN), ;-Nanopartikel.
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5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

Abb. 5.6: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahme der

ZrO(BMP)p o(FMN)( 1-Nanopartikel.
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Abb. 5.7: IR-Spektren von ZrO(BMP)-Nanopartikeln (oben), von
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ZrO(FMN)-Nanopartikeln (unten) sowie von
ZrO(BMP)p 9(FMN)g 1-Nanopartikeln (mitte) in rot. Der schware Pfeil
markiert eine charakteristische Bande des ZrO(FMN), die sich in
ZrO(BMP)g o(FMN)g ; wiederfindet, in ZrO(BMP) jedoch nicht vorhanden
ist.



5.1 ZrO(BMP), o(FMN), ,

5.1.3 Wirksamkeit und Zellgdangigkeit von
ZrO(BMP), o(FMN), ;-Nanopartikeln

Alle im folgenden dargestellten Untersuchungen wurden von Dr. Joanna Napp
am MAX-PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE MEDIZIN in der Gruppe um
Prof. Dr. Frauke Alves in Gottingen durchgefiihrt.

Mit den in HEPES-Puffer suspendierten ZrO(BMP)go(FMN) ;-Nanopartikel
wurden Zelltests durchgefithrt. Dazu wurden zunachst peritoneale Makrophagen
kultiviert. Nach einer Kultivierung der Zellen iiber 48h bei 37 °C wurde das
Néhrmedium entfernt und durch ZrO(BMP)go(FMN) ;-haltiges Medium ersetzt
(0,07 mg/ml). Parallel wurden zwei verschiedene Medien auf ihre Biokompatibilitét
in Kombination mit ZrO(BMP)g o(FMN) 1-Partikeln getestet. Die Partikel wurden
entweder in HEPES-Puffer (pH=7,4) oder in Dextran 40-Losung (1,6 mg/ml)
suspendiert eingesetzt. Nach Kultivierung tiber weitere 24h bei 37 bzw. 4 °C
wurden die Zellen erneut gewaschen. Zur spateren Lokalisierung der Zellen wurden
die Zellkerne mit DAPI blau angefarbt. Ausgehend von fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen auf der Emission des Zellkerns und Aufnahmen der Emission der
ZrO(BMP)( o(FMN)g ;-Nanopartikel wurden iiberlagerte Bilder erstellt (Abb. 5.8).
Es ist zu erkennen, dass die Makrophagen innerhalb von 24h eine grofie Zahl
an Partikeln aufgenommen haben. Bei 4 °C findet auf Grund der reduzierten
Stoffwechselaktivitéit eine wesentlich geringere Aufnahme der Nanopartikel statt.
Schon nach 5h ist eine Aufnahme an Partikeln in die Zellen zu erkennen. Beides
verdeutlicht, dass es sich hier um eine aktive Aufnahme von Nanopartikeln lebender
Zellen handelt.

Weiterhin ist von Interesse, welches Medium fiir die Anwendung der
ZrO(BMP)( o(FMN)( ;-Nanopartikel am besten geeignet ist. Daher wurde der
Zelltest mit ZrO(BMP)g o(FMN)g ;-Nanopartikeln, suspendiert in Dextran 40,
wiederholt (Abb. 5.9). Zwischen der HEPES- und der Dextran 40-Supension ist

jedoch in den hier durchgefiihrten Untersuchungen kein Unterschied zu beobachten.
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5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

Nuclei ZrO(BMP), o(FMN), 4
blau gran Merged

37°C
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Abb. 5.8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit
ZrO(BMP)p o(FMN)g 1-Nanopartikeln (in HEPES) inkubierten Makrophagen
nach 24 bzw. 5h und bei 37 bzw. 4 °C.
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Nuclei ZrO(BMP), o(FMN)g 4
blau grun Merged

5h
37°C

4°C

24h
37°C

4°C

Abb. 5.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit
ZrO(BMP)p o(FMN)g 1-Nanopartikeln (in Dextran 40) inkubierten
Makrophagen nach 24 bzw. 5h und bei 37 bzw. 4 °C.

113



5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

Nuclei ohne Nanopartikel
blau gran Merged

24h
37°C

4°C

Abb. 5.10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Makrophagen zur Kontrolle ohne
Inkubation mit Nanopartikeln.
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5.1 ZrO(BMP), o(FMN),

Um die entziindungshemmende Wirkung der ZrO(BMP)g o(FMN)y ;-Nanopartikel
zu testen, wurden peritoneale Makrophagen mit dem Endotoxin Lipopolysacharide
(LPS) behandelt. Auf diese Weise kann in den Zelle eine Entziindung induziert
werden. Die Bestimmung des so genannten Tumornekrosefaktors Alpha (TNF«)
gibt einen Hinweis auf die Stérke der Entztindungsreaktion der Zelle. Die Messung
der Konzentration des Zytokins TNFa erfolgt mit Hilfe eines ELISA Assays.
Peritoneale Makrophagen wurden kultiviert und mit verschiedenen Dosen an
freiem Dexamethason bzw. ZrO(BMP)go(FMN)g ;-Nanopartikeln inkubiert. Die
TNFa-Werte nach 48h sind in Abb. 5.11 dargestellt. Mit einer zunehmenden
Konzentration der ZrO(BMP)o(FMN)g 1-Partikel, kann ein verstarkter Effekt
der Wirkstoftfpartikel auf den TNF« festgestellt werden. Der beobachtete Effekt
ist im Vergleich zu Dexamethason bei gleicher Konzentration in der gleichen

Grofenordnung.
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Abb. 5.11: Auftragung des Tumornekrosefaktors Alpha (TNF«) nach Behandlung mit
ZrO(BMP)g o(FMN)g 1-Nanopartikeln. Im Vergleich die Behandlung mit
Dexamethason mit und ohne Lipopolysacharide (LPS) sowie ohne
Behandlung.
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5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

5.1.4 In vivo-Tests zur Behandlung von Multipler Sklerose

Nachdem eine prinzipielle entziindungshemmende Wirksamkeit gezeigt werden
konnte (Abschnitt 5.1.3), wurden die ZrO(BMP)go(FMN)g -Nanopartikel im
Hinblick auf die Autoimmunkrankheit Multiple Sklerose (MS) untersucht. Die
im Folgenden dargestellten Untersuchungen wurden von Sarah Ring an der
UNIVERSITATSMEDIZIN GOTTINGEN in der Gruppe um Prof. Dr. Holger Reichardt
durchgefiihrt. 0]

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eine Autoimmun-
krankeit bei Mausen, die der beim Menschen auftretenden Multiplen Sklerose
sehr &dhnlich ist und durch Immunisierung mit MOGss;_55 in KFA induziert
wird. Dieses Mausmodell wird genutzt um MS zu simulieren, so dass neue
therapeutische Ansétze erforscht werden kénnen. Zunéchst ist die Wirksamkeit
von Glucocorticoiden, die im klinischen Alltag routineméaflig bei MS-Schiiben zur
Milderung der Symptome eingesetzt werden in Abb. 5.12 dargestellt. "] Der aufge-
tragene Clinical Score stellt eine durch den Experimentator durch Beobachtung
der Symptome ermittelte Klassifizierung des Stadiums des Krankheitsverlaufs
dar. Der Clinical Score spiegelt die zunehmenden Krankheitssymptome wider,
die sich durch zunehmende Lahmungserscheinungen &duflern. Ein Score von 3
entspricht leichten Symptomen bzw. geringen Lahmungserscheinungen, ein Score
von 7 reprasentiert eine vollstandige Lahmung der Hinterextremitaten. Durch den
Einsatz von Glucocorticoiden konnen die Symptome deutlich abgeschwécht werden.
Mit Prednisolon und dem etwas wirksameren Dexamethason kann der Clinical
Score im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert werden.

In Abb. 5.13 ist nun der Krankheitsverlauf der EAE wahrend der Be-
handlung mit ZrO(BMP)g9(FMN)g -Nanopartikeln dargestellt. Gebeniiberge-
stellt sind der Krankheitsverauf ohne Behandlung sowie mit wirkstofffreien
ZrO(HPOy4)09(FMN)g ;-Nanopartikeln. Die ZrO(HPOy)o(FMN)g 1-Nanopartikel
haben, wie an der Ubereinstimmung mit der Kontrolle festzustellen ist, keinen
EinfluB auf den Krankheitsverlauf. Die Wirkung der ZrO(BMP)go(FMN)g -
Nanopartikel ist daher ausschliefSlich mit wirkstoffhaltigen Partikeln zu erreichen
und nicht allein auf den nanoskaligen Charakter der Substanz zuriickzufiihren.

In weiterfiihrenden Untersuchungen geht es darum, neben der Wirksamkeit
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an sich, auch die Art und Weise zu untersuchen, wie Betamethason-haltige

Hybridnanopartikel im Zusammenhang mit MS wirken. ?"
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Abb. 5.12: Krankheitsverlauf der Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)
und deren Behandlung mit verschiedenen Glucocorticoiden. 7
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Abb. 5.13: Krankheitsverlauf der EAE und deren Behandlung mit
ZrO(BMP)g o(FMN)g 1- bzw. ZrO(HPOy4)0,9(FMN)g ;-Nanopartikeln.
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5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

5.2 ZrO(BMP)g 955(DUT)g 904

Ziel war es zunéchst, bifunktionale anorganisch-organische Hybridnanopartikel zu
entwickeln, die im Gegensatz zu den im vorhergehenden Kapitel 5.1 vorgestellten
ZrO(BMP) o(FMN)g 1-Partikel zum Einsatz in vivo geeignet sind. Fir die in
vivo-Bildgebung ist es entscheidend, die Absorption von Hémoglobin sowie eine
Uberlappung mit der griinen Autofluoreszenz des Gewebes zu vermeiden. [®! Dies
gelingt mit Fluoreszenzfarbstoffen, die oberhalb von 650 nm mit rotem Licht anreg-
bar sind. Daher wurden fir in vivo-Untersuchungen ZrO(BMP)-Partikel mit dem
kommerziell in verschiedenen Varianten erhaltlichen Fluoreszenzfarbstoft Dy-647
ausgestattet. Dessen Nukleotidderivat Dy647-dUTP (DUT) ist ebenfalls erhaltlich
und kann auf Grund seiner Phosphat-Gruppe in Zirkoniumphosphat-basierten
anorganisch-organischen Hybridmaterialien eingebaut werden (Abb. 5.14). Letzt-
lich basieren die im folgenden Kapitel vorgestellten fluoreszierenden Wirkstoffpar-
tikel auf den schon in den Abschnitten 4.3 und 3.4.1 présentierten ZrO(BMP)-
bzw. ZrO(HPO4)0 992(DUT)g gp4-Nanopartikeln.

OH H
Abb. 5.14: Wahrscheinliche Strukturformel von Dy647-dUTP (DUT).
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5.2 ZrO(BMP) 905(DUT)g 004

5.2.1 Synthese von ZrO(BMP) o9,(DUT); g94-Nanopartikeln

Fiir die Synthese fluoreszierender Wirkstoffpartikel wird grundséatzlich nur so viel
Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt wie fiir eine ausreichende Emissionsintensitéat
notwendig ist. Ein Hochleistungsfluoreszenzfarbstoff wie DUT eroffnet
die Moglichkeit, nahezu reine Wirkstoffpartikel mit einem sehr geringem

Farbstoffanteil herzustellen.

Abb. 5.15: Fotographien von ZrO(BMP)g 992(DUT)g gosa-Suspensionen in Wasser. Mit
roter Lumineszenz, angeregt durch gelbes Licht.

ZrO(BMP)( 992(DUT)g 004 wurde durch Mischen zweier wéssriger Losungen darge-
stellt. ZrOCly - 8 H,O (5mg) wurde in Wasser (2,5ml) gelost und zu einer Losung
aus Natriumbetamethasonphosphat (22mg) und DUT (1,2mg) in Wasser (25 ml +
100 pul) gegeben. Die Zugabe erfolgte unter kraftigem Rithren. Nach zweiminiitigem
Rithren wurde das blau gefarbte, feste Produkt durch Zentrifugieren (15min
bei 22500 Umin~1) abgetrennt (Abb. 5.16). Die Nanopartikel wurden zweimal in
Wasser (2,5ml) resuspendiert und erneut abzentrifugiert, um alle verbliebenen
iiberschiissigen Edukte sowie entstandene Nebenprodukte zu entfernen. Auch
nach wiederholtem Waschen der Partikel zeigt der Zentrifugationsriickstand

weiterhin eine intensive Blaufarbung auf Grund der Absorption von DUT im
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5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

roten Spektralbereich. SchliefSlich wurden iiber Wochen stabile Suspensionen durch
Resuspendieren der Nanopartikel in HEPES-Puffer bzw. Dextran 40 erhalten.

Abb. 5.16: Fotografie des abzentrifugierten blauen Riickstands einer
ZI"O(BMP)QQQQ(DUT)0,004—SUSpenSiOH.

5.2.2 Charakterisierung der ZrO(BMP), 49,(DUT), oos-Nanopartikel

Wie in Abschnitt 5.1 gezeigt werden konnte, weicht die Charakterisierung der
ZrO(BMP)( o(FMN)g ;-Nanopartikel, abgesehen von den Lumineszenzeigenschaf-
ten nicht von den in Abschnitt 4.3.3 dargestellten Ergebnissen fir ZrO(BMP)
ab. ZrO(BMP)p 992(DUT)g gps-Nanopartikel enthalten im Vergleich einen noch
geringeren Anteil an Fluoreszenzfarbstoff, dementsprechend dominiert BMP bis
auf die Lumineszenz die Eigenschaften der Nanopartikel.

IR-Spektren der abzentrifugierten und getrockneten ZrO(BMP)g g92(DUT)g 0o4-
Nanopartikel unterscheiden sich beispielsweise nicht von der nicht mit Leuchtstoff
versehenen Verbindung ZrO(BMP) (Abb. 4.22). DUT ist in zu geringem Mafe
enthalten, als dass es IR-spektroskopisch zu identifizieren wére. Zu erwarten ist eine
vollstindige Uberlagerung der Absorptionsbanden durch die Banden des BMP. Von
Methoden wie der TGA, der Elementaranalyse sowie der EDX ist ebenfalls kein
abweichendes Verhalten der ZrO(BMP)g g92(DUT)g gosa-Nanopartikel zu erwarten.
Zudem ist die Synthese DUT-haltiger Hybridmaterialien zu kostenintensiv, um
materialintensive analytische Methoden durchzufiihren.

Die Anwesenheit des DUT ldsst sich iiber die Fluoreszenz der
ZrO(BMP)( 992 (DUT)g gosa-Nanopartikel nachweisen. Das Anregungs-
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5.2 ZrO(BMP) 905(DUT)g 004

und Emissionsspektrum ist in Abb. 5.17 dargestellt und entspricht
den  Lumineszenzeigenschaften der in  Abschnitt 3.4.4  vorgestellten
71O (HP O4 ) 0,992 (DUT)0,004—Nanopartikel.

Anregung Emission

rel. Intensitat

T T 1 T LI T 1 1 T LI LI
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Abb. 5.17: Anregungs- und Emissionsspektrum der
ZrO(BMP) 992(DUT)g go4-Nanopartikel.

5.2.3 Passive Anreicherung von Wirkstoffpartikeln in vivo

Die im folgenden Abschnitt vorgestellten Untersuchungen zur Wirksamkeit der
ZrO(BMP)( 992(DUT)g 004-Nanopartikel wurden von Dr. Joanna Napp am MAX-
PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE MEDIZIN in Gottingen in der Arbeits-
gruppe um Prof. Dr. Frauke Alves durchgefiihrt. Hierbei stand im Vordergrund auf-
zuzeigen, dass BMP-haltige Hybridnanopartikel sich an einem Wirkort anreichern.
Dies kann hier mit Hilfe bifunktionaler Wirk- bzw. Fluoreszenzfarbstoft-Partikel
bewerkstelligt werden, indem fiiber die Fluoreszenz des DUT mittels optischer
Bildgebung der Verbleib der Nanopartikel verfolgt werden kann.

An einem der zwei hinteren Gliedmafien (rechts) einer Maus wurde durch

subkutane Injektion einer Zymosan-A-Losung eine akute Entziindung induziert.
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5 Bifunktionale Hybridnanopartikel

Auf der anderen, nichtentziindeten Seite (links) fand zur Kontrolle eine In-
jektion von PBS (50 ul) statt. Nach zwei Stunden, wurde die Entziindung
durch eine intravenése Injektion von ZrO(BMP)ggg92(DUT)g gos-Nanopartikeln
behandelt (2mg/kg Korpergewicht). In verschiedenen Zeitabstanden (15 min, 1h,
24h und 48h) wurden fluoreszenztomographische Aufnahmen der narkotisierten
Maus durchgefiithrt (Abb 5.18). Auf Grund der Lumineszenzeigenschaften konnte
eine passive Partikelanreicherung am Entziindungsherd innerhalb kiirzester Zeit
beobachtet werden. Diese ist an der Kartierung der Fluoreszenzintensitiat zu
erkennen. Das Verhéltnis der mittleren Intensititen zwischen der linken Seite
(Entziindung) und der rechten Seite (Kontrolle) ist angegeben.

Das in Abb. 5.18 dargestellte Experiment zeigt, dass mit dem Leuchtstoff DUT
versehene Wirkstoff-Hybridpartikel mit Hilfe der optischen Bildgebung bis an ihren
Wirkort verfolgt werden konnen. Es konnte in diesem Fall dargestellt werden, dass
sich die Nanopartikel am Entziindungsherd anreichern. So kénnte eine Entziindung
effektiver und mit geringeren Nebenwirkungen bekampft werden. Die in diesem
Abschnitt dargestellten in vivo Experimente sind als erste Testexperimente zu
verstehen. Deren Erfolg macht weitere Untersuchungen notwendig, die jedoch den
zeitlichen Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirden. So konnte in diesem speziellen
Experiment nicht gezeigt werden, dass die Partikel am Ort der Anreicherung auch
eine therapeutische Wirksamkeit besitzen. Hilfreich wére dazu eine Dokumentation
des Entziindungswertes des Mausmodells. Weiterhin miissen noch zusatzliche

Experimente mit Kontrollsubstanzen durchgefiihrt werden.
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Abb. 5.18: Durch optische Bildgebung erzeugte Aufnahmen eines Entziindungsmodells
nach Behandlung mit ZrO(BMP)g 992(DUT)g oo4-Nanopartikeln in HEPES
bzw. in Dextran 40, nach 15min, 1h, 24 h und 48 h. Angegeben ist zudem
das Verhéltnis der mittleren Fluoreszenzintensitiaten zwischen der
Entziindungs- und der Kontrollseite.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die fluoreszierenden Zirkoniumphosphat-
basierten anorganisch-organischen Hybridnanopartikel um eine ganze Reihe an
neuen Vertretern erweitert. Sie stellen in Bezug auf die Einfachheit der Syn-
these und der Biokompatibilitdt eine Alternative zu den weithin bekannten
Halbleiterquantendots dar. Erstmalig wurde das Konzept der Zirkoniumphosphat-
basierten anorganisch-organischen Hybridnanopartikel auf Wirkstoffe und Wirk-
stoffvorstufen erweitert. So konnten wirkstofftransportierende Nanopartikel mit
hohen Wirkstoffgehalten von bis zu 66 Gew—% im Vergleich zu den bekannten,
meist in ihrer Synthese aufwandigen Systemen, erhalten werden.

Formal setzt sich jedes Zirkoniumphosphat-basierte anorganisch-organisch Hybrid-
material aus dem anorganischen Kation [ZrO]*" und einem Organophosphatanion
der allgemeinen Formel [Rorgano — O — PO3]>~ zusammen. Gerade wegen ihres
rontgenamorphen Charakters, konnen anorganisch-organische Hybride iiber den
Einsatz verschiedenster Organophosphatanionen mit nahezu jeder denkbaren funk-
tionellen Eigenschaft, welche die organische Chemie bietet, ausgestattet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Eigenschaften ausgewahlt: Es wurden
sowohl Phosphatderivate von Fluoreszenzfarbstoffen als auch Wirkstoffe mit
Phosphatfunktionalisierung bzw. Wirkstoffvorstufen eingesetzt, wodurch diverse
neue fluoreszierende sowie wirkstofthaltige anorganisch-organische Hybridnanoma-
terialien erstmalig dargestellt werden konnten. Abbildung 6.1 illustriert in einer
schematischen Darstellung die Breite und die funktionellen Eigenschaften der in
dieser Arbeit dargestellten neuartigen Hybridmaterialien.

Die synthetisierten Hybridnanomaterialien sind nach der elektronenmikroskopi-
schen Analyse im Mittel zwischen 10 und 60 nm grof8 und ergeben iiber Wochen
stabile Suspensionen sowohl in Wasser als auch in den in der Biomedizin gebrauch-
lichen wéssrigen Medien. Alle in dieser Arbeit vorgestellten Nanomaterialien gehen
aus vollstdndig wasserbasierten Synthesen hervor. Auch die Aufarbeitung erfolgte
ausschlieBlich mit Wasser und ohne potentiell toxische Losungsmittel. Sowohl fiir
die Anwendung in witro als auch in wvivo stellten sich HEPES-Pufferlosungen
und Dextran 40-Losungen als geeignete Medien heraus. Uber eine Kombina-

tion aus verschiedenen Methoden konnte deren chemische Zusammensetzung
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zu dquimolaren Verbindungen der allgemeinen Formel ZrO(Rorgano — O — PO3)
bestimmt werden. Dazu wurde mittels IR-Spektroskopie die Anwesenheit des
organischen Anions tiberpriift. Mit der energiedispersiven Rontgenanalyse wurde
das stochiometrische Verhéltnis von Kation zu Anion tber das Elementverhéaltnis
von Zirkonium zu Phosphor bestimmt. Der organische Anteil der Substanzen wurde
per thermogravimetrischer Analyse und Elementaranalyse untersucht und mit
den zur chemischen Zusammensetzung passenden theoretisch berechneten Werten

verglichen.

Wirkstofffrei-
setzung

Fluoreszenz

nanopartikel
[zrOT*
[ROrgano'o'Poii]z-

OH ZrO(RWirkstoff'o'PO3 )1 -X(RFarbstoff'o'POS )x

Bifunktional

Abb. 6.1: Die schematische Darstellung der in dieser Arbeit eingesetzten
Organophosphatanionen illustriert die Breite der in dieser Arbeit
dargestellten Zirkoniumphosphat-basierten anorganisch-organischen
Hybridnanopartikel und deren fluoreszierenden bzw. wirkstofffreisetzenden
Eigenschaften. Die Kombination eines Wirkstoffanions und eines
Fluoreszenzfarbstoffanions ergeben bifunktionale Nanopartikel.
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Die in dieser Arbeit dargestellten fluoreszierenden Nanomaterialien decken das
gesamte sichtbare Spektrum bis in den IR-Bereich ab, beginnend bei ZrO(PUP)-
Nanopartikeln im blauen Spektralbereich, tiber grine ZrO(MFP)-Nanopartikel
bis hin zu orange-rot lumineszierenden ZrO(RRP)-Nanopartikeln. Die Lage der
Emissionsbanden ist unabhingig von Groéfle und Kristallinitdt der Partikel. Die
genannten Nanomaterialien sind zur Bildgebung von Oberflichen und zu fluo-
reszenzmikroskopischen Untersuchungen in wvitro geeignet. Fiir nichtmedizinische
Anwendungen sind die fiir das menschliche Auge sichtbaren Emissionsfarben
interessant im Sinne von Beschichtungen oder fiir die Einlagerung in Polymer-
materialien.

Die im  dunkelroten  (engl.:  far-red)  Spektralbereich  anregbaren
ZrO(HPOy )0 992(DUT)g 004-Nanopartikel sind insbesondere zur in vivo-Bildgebung
geeignet. Zwischen 650 und 700nm ist die Eindringtiefe ins Gewebe auf
Grund der geringen Absorption des Héamoglobins und der noch nicht so
stark ausgepragten Absorption des Wassers optimal. Die Synthese gelang
mit Hilfe des fluoreszenzmodifizierten Nukleotids DUT. Die gewiinschten
Luminiszenzeigenschaften konnen schon mit einem sehr geringen Anteil an
Fluoreszenzfarbstoff erreicht werden.

Als erstes wirkstofthaltiges Zirkoniumphosphat-basiertes anorganisch-organisches
Hybridnanomarial konnte ZrO(AAPP) auf Grundlage des strukturell einfachen
und leicht verfiighbaren Analgetikums Acetaminophen als neues Konzept zum Wirk-
stofftransport und zur Wirkstofffreisetzung dargestellt werden. Diese Verbindung
wurde in ihren kolloidalen Oberflicheneigenschaften durch eine Bestimmmung
der Oberflichenladung iiber das Zetapotential sowie in einem Modellversuch zur
Wirkstofffreisetzung besonders intensiv betrachtet. Nachdem im ersten Schritt
gezeigt werden konnte, dass die Freisetzung eines Wirkstoffs grundséitzlich
funktioniert, wurden im néchsten Schritt Nanomaterialien synthetisiert, die ein
weites Wirkspektrum abdecken. Die Wirksamkeit der neuartigen Materialien
wurden allesamt in experimentell in verschiedenen Kooperationen evaluiert.

Mit den ZrO(BMP)-Nanopartikeln wurde ein Glucocorticoid-haltiges immunsu-
pressiv und anti-inflammatorisch wirkendes anorganisch-organisches Hybridnano-

material synthetisiert, dessen Wirksamkeit sowohl in vitro als auch in vivo aufge-
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6 Zusammenfassung

zeigt werden konnte. In Zellexperimenten in Kooperation mit dem MAX-PLANCK-
INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE MEDIZIN wurde eine entziindungshemmende
Wirkung der ZrO(BMP)-Nanopartikel durch eine Absenkung der Konzentration
des Entziindungsmarkers TNFa nachgewiesen. Im Zusammenhang mit Multipler
Sklerose (MS), konnte in Zusammenarbeit mit der UNIVERSITATSMEDIZIN GOT-
TINGEN gezeigt werden, dass mit Hilfe von ZrO(BMP)-Nanopartikel die Symptome,
der bei der Maus auftretenden Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis
EAE gelindert und deren Krankheitsverlauf verzogert werden konnte.

Die ZrO(FAUMP)-Nanopartikel enthalten den Metaboliten FAUMP des weit
verbreiteten Chemotherapeutikums 5-Fluoruracil (5-FU). Untersuchungen, die in
Kooperation mit dem MAX-PLANCK-INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE MEDIZIN
an einer Gehirntumor- und einer Brustkrebszellline durchgefithrt wurden, konnten
eine deutliche antiproliferierende Wirkung der Nanopartikel nachweisen. Die
Wirkung itibersteigt sogar die Wirkung des freien Zytostatikums 5-FU. Durch
einen Vergleich mit den nicht wirkstoffhaltigen ZrO(UMP)-Nanopartikeln konnte
aufgezeigt werden, dass nicht allein der nanoskalige Charakter fiir die Abnahme der
Zellviabilitat verantwortlich sein kann. Es konnte damit indirekt bestatigt werden,
dass die Zirkoniumphosphat-basierten anorganisch-organischen Hybridnanoparti-
kel keine zellschadigenden Eigenschaften haben.

In einem Modellversuch zur Freisetzung der Wirkstoffe konnten Beobachtungen
gemacht werden, die zu dem Schluf§ fithren, dass die Freisetzungsgeschwindigkeit
in erster Linie von der Hydrolisierbarkeit der Phosphorsaureesterbindung abhangig
ist. Der Vergleich der Freisetzungsgeschwindigkeiten zeigt, dass Acetaminophen
aus ZrO(AAPP) im Vergleich zum ZrO(FdUMP)-Analogon ZrO(UMP) und dem
ZrO(BMP) relativ schnell freigesetzt wird. Betrachtet man dazu im Vergleich
die durchgefiilhrten medizinischen Experimente zu den beiden letztgenannten
Nanomaterialien, kann man zum Schlufl kommen, dass die langsame Freisetzung
aus ZrO(BMP) bzw. ZrO(FAUMP) fiir deren hohe Wirksamkeit verantwortlich ist.
Die ZrO(CliP)-Nanopartikel enthalten das bakteriostatisch wirkende Antibioti-
kum Clindamycin. Im Zusammenhang mit dem multiresistenten (Methicillin-
resistenten) Staphylococcus aureus (MRSA), besteht ein grofies Interesse neue

Darreichungsformen zu finden, um die gemeinhin als Krankenhauskeime bekannten
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Erreger zu bekampfen. Dazu wurden in Kooperation mit dem HELMHOLTZ
ZENTRUM FUR INFEKTIONSFORSCHUNG (HZI) erste Test der Wirksamkeit
durchgefiihrt. In einem Zellexperiment wurden Zellen mit Staphylococcus aureus
SH1000 infiziert und das Bakterienwachstum verfolgt. Eine Behandlung mit
ZrO(CliP)-Nanopartikel fithrte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu einem
stark unterdriickten Wachstum der Bakterien.

Sowohl die in dieser Arbeit vorgestellten lumineszierenden als auch die
wirkstoffhaltigen Nanopartikel wurden synthetisch auf gleichem Weg erhal-
ten. Dies eroffnet in einfacher Art und Weise beide Materialeigenschaften
nahezu frei zu kombinieren - auch auf Grund der amorphen Eigenschaften
aller vorgestellten Nanomaterialien. So konnten Materialien erhalten werden,
die Diagnostik und Therapie in einem Partikel nach der allgemeinen Formel
21O0(Rwirkstorf — O — PO3)1-x (Rrarbstoff — O — PO3)x vereinen. Ausgehend von
ZrO(BMP) wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von Riboflavinphosphat
(FMN), ein bifunktionelles Nanomaterial, maBgeschneidert fiir die Anwendung
in witro, entwickelt. Mit Hilfe der ZrO(BMP)go(FMN)g 1-Nanopartikel konnte
fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert werden, dass eine Aufnahme wirkstoffhal-
tiger anorganisch-organischer Hybridpartikel in Makrophagen erfolgt. Fiir die in
vivo-Bildgebung wurden ZrO(BMP)-Nanopartikel mit dem Nukleotidleuchtstoff
DUT ausgestattet. Uber optische Bildgebung konnte eine passive Anreicherung
von ZrO(BMP)g 992(DUT)g gps-Nanopartikeln an einem Entziindungsherd belegt
werden. Im Sinne einer therapiebegleitenden Diagnose ist es so moglich, eine Ent-
zindung zu lokalisieren und gleichzeitig zu behandeln. In diesem Zusammenhang
wurde der Begriff Theranostics geprigt. Trotz einer zusétzlichen funktionellen

Eigenschaft ist kein erheblicher zuséitzlicher synthetischer Aufwand notwendig.
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7 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedener Substanzen
entwickelt und bis in die biomedizinische Forschung gebracht. Deren Potential
konnte zwar abgeschatzt werden, jedoch im begrenzten zeitlichen Rahmen dieses
Promotionsvorhabens nicht bis in alle Details untersucht werden. Die bisher
durchgefiihrten Tests in der Medizin beschéaftigen sich primér mit einer Wirkung
der vorgestellten wirkstoffhaltigen Nanopatikel an sich. Hiervon ausgehend sind
weitergehende pharmakologische und pharmakokinetische Detailuntersuchungen
fir das Verstandnis der Wirkweise notwendig. Weiter in die Tiefe gehende
Untersuchungen schlieen jedoch eine Weiterentwicklung des Wirkstoffspektrums
in die Breite nicht aus.

Fiir die Erprobung von Substanzen bis in die Humanmedizin ist eine Zusammenar-
beit mit einem Industriepartner sicher unumganglich, aus diesem Grund wurde eine
Patentanmeldung durchgefiihrt, die die in dieser Arbeit vorgestellten Materialien
umfasst. Weiterhin ist flir tiefer gehende, mit einem hoéheren Materialbedarf
einhergehende Untersuchungen ein Upscaling der Synthesen unter Beibehaltung
der Partikelqualitidt notwendig. Gleichzeitig sind fiir ein Screening weiterer Orga-
nophosphate oft nur kleine Eduktmengen verfiighar, fiir eine ersten medizinischen
in vitro Test sind aber auch nur kleine Produktmengen erforderlich. Daher sollte
in Folgearbeiten ebenfalls ein Downsizing der Synthesen ein Ziel sein. In diesem
Zusammenhang konnte der Einsatz von mikrofluidischen Durchflussapparaturen
einen Verbesserungsansatz bieten. Dabei ist die Grofle eines Reaktors variabel, tiber
die Mischgeschwindigkeit ist moglicherweise eine Grofleneinstellbarkeit in einem
kontinuierlichen Prozess umsetzbar.

In der Reihe der fluoreszierenden anorganisch-organischen Hybride sind fir die
optische Bildgebung Materialien gefragt, deren Anregungs- und Emissionswel-
lenldngen weiter im Nahinfraroten Bereich (NIR) liegen. Derartige Nanopartikel
konnen durch entsprechende Wahl eines Fluoreszenzfarbstoffs erhalten werden.
Multimodale Kontrastmittel bieten die Mdoglichkeit mit Hilfe einer Substanz den
Kontrast fiir verschiedene bildgebende Methoden zu erhdhen.!' Auf Grund
der Lanthanoidenkontraktion, resultierend in einem sehr dhnlichen Ionenradius,

verhalt sich Hafnium chemisch wie Zirkonium. Der Einsatz von Hafniumphsphat-



7 Ausblick

basierten anorganisch-organischen Hybridverbindungen, koénnte auf Grund der
hohen Ordnungszahl des Hafniums, einen erhohten Rontgenkontrast erzeugen. Dies
ist fiir die Computertomographie (CT) interessant.

Kombinationspriaparate sind in der Pharmazie weit verbreitet und
ein  wirkungsvolles Instrument. Prinzipiell sind mit Hilfe des hier
vorgestellten Konzepts derartige Nanomaterialien mit der allgemeinen Formel
210(Rwirkstoff A — O — PO3)1_x (Rwirkstoff B — O — POg)y realisierbar. Von den
hier vorgestellten Nanomaterialien ausgehend waren beispielsweise Nanopartikel
denkbar, die gleichzeitig zytostatisch und anti-inflammatorisch wirken und sogar
zusatzlich optisch detektiert werden konnten.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Anwendung der anorganisch-organischen
Hybride in der Medizin. Am Beispiel von ZrO(FMN) konnte allerdings auch gezeigt
werden, das eine Einbettung von fluoreszierenden Zirkoniumphosphat-basierten

(54 Dieser

anorganisch-organischen Hybridnanopartikeln in Polymere moglich ist.
Anwendungsbereich steht natiirlich auch allen in dieser Arbeit présentierten
Materialien, insbesondere den fluoreszierenden Partikeln, offen. Gleichzeitig konnte
es aber auch interessant sein, wirkstoffhaltige Nanopartikel in biokompatible
Polymere einzubetten und diese als wirkstofffreisetzende Implantate zu nutzen.

Einer der nachsten Schritte, der mit den Zirkoniumphosphat-basierten anorganisch-
organischen Hybridmaterialien getan werden muss, ist die Oberflaichenmodifikation
der Nanopartikel mit zellspezifischen Antikérpern.!'9 Damit kénnte eine zielge-
richtete Markierung und/oder Wikstofffreisetzung von spezifischen Zelltypen wie

Tumorzellen erreicht werden.
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