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Vorbemerkung

Einige Ergebnisse dieser Dissertation wurden in Rahmen von Kooperationsprojekten

erhalten.

So wurden die in Kapitel 3.3 beschriebenen Glycopeptide von Dr. Sebastian Hartmann aus
dem Institut fir Organische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

synthetisiert und sind in seiner Dissertationsschrift enthalten.

Bei den in Kapitel 3.5 beschriebenen Kohlenhydratmimetika-funktionalisierten Nano-
partikeln handelte es sich um ein Kooperationsprojekt zwischen dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. Sabine Schlecht und dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Hans-Ulrich ReiBig. Die
Immobilisierung der Aminooxepane auf der Goldnanopartikeloberflaiche ist somit
ebenfalls in der Dissertation von Dr. Léa Bouché enthalten. Die Ergebnisse der
Aminopyran-koordinierten Nanopartikel werden voraussichtlich auch in den geplanten

Dissertationen von Maja Kandziora und Joana Salta veroffentlicht werden.

Die Durchfiihrung aller in dieser Dissertation verwendeten Zytotoxizitdts- und
Zellproliferationstests an HUVEC-Zellen erfolgte von Dr. Sabine Kuntz aus dem Institut fur
Erndhrungswissenschaften der Justus-Liebig-Universitat GieRRen. Die in vitro Tests an
mesenchymale Stammzellen wurden von Dr. Katja Trinkaus und Olga Dakischew aus dem

Labor fiir experimentelle Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitat durchgefiihrt.
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1 Einleitung und Motivation

1 Einleitung und Motivation

Akute und chronische Entziindungen treten in vielen Krankheitsbildern auf. Neben den
klassischen Erkrankungen wie z.B. rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose, Diabetes,
chronische Bronchitis, oder Hepatitis zeigen weitere Erkrankungen des Nervensystems,
des Herz-Kreislaufsystems und die Morbus-Crohn-Erkrankung solche Entziindungs-
prozesse.[l’z] Zusatzlich konnten neuste Studien nachweisen, dass einige Krebs-
erkrankungen auf der Basis einer chronischen Entziindung entstehen.® In den letzten zwei
Jahrzehnten ist aus diesem Grund das Interesse an der Erforschung der Entstehung von

Entzlindungen rasant gestiegen und die Entwicklung neuer Behandlungsmethoden wird

stetig vorangetrieben.

Das Grundmuster der chronischen Erkrankungen ist dabei oft dhnlich. Durch die
schwellende Entziindung im Kérper wird eine Kaskade von Reaktionen in Gang gesetzt, die
zu einer Extravasation (Auswanderung) der Leukozyten aus dem Blutstrom in das
entziindete Gewebe flhrt. Im Normalfall ist die Extravasation der Leukozyten gewiinscht,
aber im Falle einer akuten bzw. chronischen Entziindung kommt es durch Bakterien, Viren,
Toxine oder entgleisten Enzymen zu einer liberschieBenden Immunantwort mit erhdhter

Auswanderung der Leukozyten.[4]

In der Folge kann es durch unterschiedliche
Mechanismen zu einer Zerstérung des Gewebes bis hin zu Organversagen kommen. Durch
die Aufklarung der einzelnen Schritte der Leukozytenextravasation konnten eine Vielzahl
involvierter Adhdsionsrezeptoren und ihre entsprechenden Liganden nachgewiesen
werden. Aufgrund ihrer zentralen Stellung im Rahmen des Entzlindungsgeschehens durch
die Vermittlung des initialen Kontaktes der Leukozyten mit dem Endothel hebt sich die
Familie der Selektine deutlich von den anderen Adhésionsrezeptoren ab.”! Deshalb gilt
seit ihrer Entdeckung 1989 die gezielte Beeinflussung der Wechselwirkungen zwischen

Selektinen und ihren Kohlenhydrat-Liganden als vielversprechenden Ansatzpunkt fir eine

gerichtete Anreicherung antiinflammatorischer Wirkstoffe im entziindeten Gewebe.

Obwohl die Struktur-Wirkungs-Beziehung der natiirlichen Selektinliganden bis heute noch

nicht vollstandig verstanden ist, konnten in den letzten Jahren einige potenzielle Selektin-




1 Einleitung und Motivation

inhibitoren, wie z. B. Heparin oder verschiedene Kohlenhydratmimetika gefunden
werden.® Fir die Suche nach weiteren effektiveren Selektininhibitoren muss dabei
berlcksichtigt werden, dass die Familie der Selektine als Kohlenhydratbindende
Glycoproteine nur mit einer geringen Affinitdt an ihre Liganden bindet. Dem Vorbild der
Natur folgend, die zur Uberwindung der geringen Affinitat eine groRe Anzahl von Liganden
auf der Zelloberflache prasentiert, kann das Prinzip der Multivalenz ebenfalls fiir die
synthetisierten Inhibitoren Anwendung finden, indem diese auf der Oberflaiche von

biokompatiblen Nanopartikeln immobilisiert werden.

In den letzten Jahren konnte das Potenzial bioaktiver Nanopartikel in einige Anwendungen
in der medizinischen Diagnostik und Therapeutik gezeigt werden.”! Wegen ihrer
einzigartigen Eigenschaften in Kombination mit ihrer Stabilitdat, GrofRe und ihrem hohen
Oberflache-zu-Volumen-Verhdltnisses stellen die Nanopartikel ideale Template fir die
multivalente Prasentation potenzieller Selektin-Liganden dar. Vielversprechende gréRen-
abhangige Eigenschaften[s] wie z.B. der Superparamagnetismus von Eisenoxid-
nanopartikeln, die Oberflaichenplasmonenresonanz bei Edelmetallnanopartikeln oder die
groRenabhangige Lichtemission und der GroéBenquantisierungseffekte bei Halbleiter-
nanopartikeln kénnten zum in vitro oder in vivo Nachweis der Interaktion zwischen

Inhibitor und Selektin eingesetzt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die multivalente Prasentation verschiedener potenzieller
Inhibitoren der Selektin-Ligand-Interaktion durch die Verwendung von bioaktiven

Nanopartikeln und deren anschlieBende immunologische Testung.

Fir diese Aufgabe bedarf es Nanopartikel, die Uber eine hohe Stabilitdt, geringe
Dispersitat und geeignete Oberflaichenfunktionalitaten verfliigen. Deshalb bestand das
erste Ziel der vorliegenden Arbeit in der Synthese monodisperser Nanopartikel mit
unterschiedlichen organischen Hillen und / oder unterschiedlichen GréRen und deren
ausfiihrlicher Charakterisierung. Zur Einfihrung unterschiedlicher Eigenschaften wurde
das Kernmaterial variiert (Abb. 1 D). Neben Edelmetallnanopartikeln (Gold und Silber)
sollten Eisenoxid-nanopartikel und Halbleiternanopartikel (CdTe- und CdSe-Nanopartikel)

verwendet werden.
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Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit jedoch lag auf der Funktionalisierung der aus
der Synthese erhaltenen, monodispersen Nanopartikeln. Anhand von Ligandenaustausch-
reaktionen und Reaktionen an der Ligandenperipherie sollten die Nanopartikel in das
biologisch relevante wassrige Medium UGberfihrt und mit den potenziellen Selektin-
inhibitoren ausgestattet werden. Diese leiteten sich dabei durch Strukturvereinfachung
von dem natiirlichen Bindungsepitop Sialyl-Lewis X (sLe*) ab. Zur Variation der
Beweglichkeit und der Prasentation der funktionellen Gruppen sollte ebenfalls der Linker
(Abb. 1 B) und die Ankergruppe auf der Partikeloberfliche (Abb. 1 C) ausgetauscht

werden.

Abb. 1: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten synthetischen Ver-
anderungen der funktionalisierten Nanopartikel: Austausch der Epitope (A); Variation des Linkers und seiner
Lange (B); Variation der Ankergruppe (C) und die Variation des Kernmaterials (D).

Ein weiterer Bereich der vorliegenden Arbeit war durch die Frage motiviert, inwieweit die
einzelnen Variationen der funktionalisierten Nanopartikeln die biologische Aktivitat
beeinflussen. Deshalb sollte die Bindungsaffinitdt an die Selektine bestimmt und erste in
vitro Studien durchgefiihrt werden. Neben der Untersuchung der Zellaufnahme sollte ein
umfassendes toxikologisches Screening der funktionalisierten Nanopartikel an

unterschiedlichen Zelltypen durchgefiihrt werden.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in mehrere Teile: Nach der kurzen Einfihrung in das
Thema und der Formulierung der Zielsetzung (dieses Kapitel) wird im nachfolgenden
Kapitel ein Uberblick iber die theoretischen Grundlagen gegeben. Neben der historischen
Einordnung zur Bedeutung der Anwendung von Nanomaterialien im Alltag und der
Medizin, erfolgt eine eingehendere Vorstellung der wichtigsten nanoskaligen

Eigenschaften, der literaturbekannten = Nanopartikelsynthesen  sowie  deren
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Funktionalisierung und Charakterisierung. Abgeschlossen wird das Kapitel durch einen
allgemeinen Uberblick des fiir die Arbeit relevanten medizinischen Gebiets des
Entziindungsprozesses und dem Bereich der Toxikologie von Nanopartikeln. Im dritten
Kapitel (3. Ergebnisse und Diskussion) werden dann die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuche diskutiert, wobei in den einzelnen Unterkapiteln die Synthese
der Nanopartikel, deren Charakterisierung und deren Funktionalisierung mit
unterschiedlichen potenziell an Selektin-bindenden Liganden aus den Bereichen der
Glycoproteine, zyklischen  Oligosacchariden, Kohlenhydratmimetika, azyklischen
Aminoalkoholen und Vertretern der Polyphenole vorgestellt werden. Zusatzlich wird
naher auf die Zellaufnahme der Partikel und die Beeinflussung der biologischen Aktivitat
durch die Ligand-Nanopartikel Konjugate anhand von Immunoassays, Selektin-
Bindungsassays und in vitro Zellproliferations-und Zytotoxizitatstests eingegangen. Daran

schlieBen sich eine Zusammenfassung und der experimentelle Teil an.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Einfiihrung in das Themengebiet

In diesem einflihrenden Kapitel soll zunachst eine kurze Einfihrung in das Themengebiet
gegeben werden. Beginnend mit der historischen Einordnung, wird danach naher auf die
Struktur und Eigenschaften von Nanopartikeln, gefolgt von deren Synthese-,
Funktionalisierungs- und Charakterisierungsmethoden eingegangen. Im abschlieRenden
Teil dieses Kapitels werden einige fiir die vorliegende Arbeit wichtigen biologischen und

medizinischen Grundlagen vorgestellt.

2.1.1 Historischer Hintergrund

In den letzten Jahren wurde in samtlichen Medien, wissenschaftlich oder popular, eine
Reihe von Arbeiten Uber die Begriffe Nanotechnologie, Nanowissenschaften und
Nanomaterialien veroffentlicht und diskutiert. Darin wird dieses Themengebiet mit seinen
Ideen und Konzepten meist als die zukunftsorientierteste und innovativste Schlissel-
technologie des noch jungen 21. Jahrhunderts angesehen. Doch in Wirklichkeit handelt es
sich dabei um keine Entwicklung der letzten zwanzig Jahre, denn ohne das Wissen um ihre
Existenz wurden Nanomaterialien schon seit mehreren Jahrhunderten in verschiedenen
Anwendungen genutzt.[g'g] Erste Hinweise darauf konnen bereits in der Antike gefunden
werden, als unbewusst Edelmetallkolloide zum Anfarben von Glasern verwendet
wurden.™ Eines der prominentesten Beispiele ist der im British Museum in London
ausgestellte romische Lycurgus Kelch (Abb. 2 links unten), der aus dem 4. Jhr.v. Chr.
stammt und je nach Lichteinfall eine andere Farbe zeigt. Wird der Kelch von innen
beleuchtet, so scheint er rot. Befindet sich die Lichtquelle aber auRerhalb des Kelches, so

[1112] Diese Farbinderung in Abhingigkeit der

erhalt er eine opalgrine Farbung.
Beleuchtung kann heute durch die Wechselwirkungen des Lichts mit beigemengten Gold-
und Silbernanopartikeln erklart werden.'Y Diese friihen Kenntnisse der Glasfarbung

fanden ebenfalls in vielen mittelalterlichen Kirchenfenstern Anwendung. So war es den
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Glasmalern durch Zugabe kleiner Mengen Gold und Silber moglich verschiedene
Farbeffekte zu erhalten. Natlirlich war ihnen dabei nicht bewusst, dass diese Farbeffekte

auf der GroRe und Form von Nanopartikeln beruhen.

Ebenfalls seit der Antike ist der aus dem Orient stammende Damaszenerstahl bekannt, der
hauptsachlich zur Herstellung von Schwertern genutzt wurde. Diese Schwerter besaRen
besondere Eigenschaften, sie waren einerseits sehr hart und scharf, aber anderseits auch
sehr leicht. Mit heutigen elektronenmikroskopischen Untersuchungsmethoden konnte
nachgewiesen werden, dass der Damaszenerstahl aus Stahl und einer von Kohlenstoff-
Nanoroéhrchen eingeschlossenen Zementit-Phase besteht und dieses Zusammenspiel von
metallischem Eisen, Eisencarbid und Kohlenstoff-Nanorohrchen den Schwertern ihre

besonderen Eigenschaften verleiht.™!

1861 T. Graham: Kolloid 1974 N. Taniguchi:
»Nanotechnologie”

1988-1993

L. Brus; M. Bawendi:
Synthese von
Quantum Dots

1980 J. Sagiv:
»Self-Assembled-
Monolayers”
1959 R. Feynman: “There’s Plenty of
Room at the Bottom”

14.-16. Jh.
Deruta

Abb. 2: Uberblick der historischen Entwicklung der Nanopartikel.

Auch eine medizinische Anwendung der Nanopartikel ist seit Langerem bekannt. So wurde
Jlosliches Gold“ bereits ab 2500 v. Chr. in Agypten und China zu medizinischen Zwecken

verwendet, [14]

bevor es dank seiner moglichen heilenden Krafte im Mittelalter als
medizinisches Wundermittel zur Behandlung der Syphilis, Epilepsie oder
Herzerkrankungen angepriesen wurde. Alchimisten sahen in ihm sogar das Elixier des

Lebens.”!
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Als einer der ersten Pioniere auf dem Gebiet der Nanopartikelsynthese gilt heute Michael
Faraday. 1857 legte er mit ersten wissenschaftlichen Untersuchungen zu den optischen
Eigenschaften von kolloidalen Goldfilmen den Grundstein fiir die modernen Kolloid-
wissenschaften.!*® Durch Reduktion einer wassrigen Tetrachlorogoldsdaure mit Phosphor
in Kohlenstoffdisulfid stellte Faraday kolloidales Gold her. Aufgrund der roten Farbung der
Losung schloss Faraday, dass ,fein verteiltes Gold“ vorliegen misse. Etwa hundert Jahre
spater konnte die Anwesenheit von Nanopartikeln mit einer GréRBe von 3—-30nm in

(1617} kurz nach den

seinen Proben durch Elektronenmikroskopie bestatigt werden.
Beobachtungen von Faraday wurde 1861 der Begriff Kolloid von Thomas Graham
eingerhrt.[ls] Er beschrieb damit die Beobachtung, dass Metalle wie Gold oder Silber in
der Lage sind, wassrige Losungen auszubilden, ohne dass es zur Bildung eines metallischen
Niederschlags kommt. Einer allgemeineren Definition zufolge beschreibt der Begriff den

Zustand einer Dispersion eines festen oder fllissigen Stoffes in einer anderen Phase, wobei

keine Phasenseparation auftritt.

Die technologischen Fortschritte hinsichtlich der Synthese und der exakten
Charakterisierung haben in den letzten drei Jahrzehnten ein multidisziplinares Interesse an
Nanomaterialien ausgelost. Neben der Verwendung in der medizinischen Diagnostik und
Therapeutik,[lg] ist der Einsatz von nanostrukturierten Partikeln inzwischen in Bereichen
wie der Optoelektronik, Biosensoren und der Katalyse sowie in der Produktion von
Konsumgltern, z.B. in der Lebensmittel-, Automobil- und Kosmetikindustrie, weit

verbreitet und zum Teil zur Routine geworden.[s’zol

2.2 Eigenschaften von Nanopartikeln

Warum das Interesse fiir die Anwendung von Nanomaterialien in Forschung und Alltag in
den letzten Jahren rasant angestiegen ist, ldsst sich vereinfacht auf ihre GroRe
zurickfuhren. So sind Nanopartikel in ihrer GroRe auf die Nanometerskala (1 — 100 nm)
begrenzt, wobei in manchen wissenschaftlichen Zweigen, wie z.B. dem pharmazeutischen
Bereich, dieser GroRenbereich auch auf 1-1000 nm ausgedehnt wird.!?4 Eigentlich

sollten sich die chemischen und physikalischen Eigenschaften eines Feststoffes
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unabhangig von seiner Grofle konstant verhalten, aber im Nanometerbereich ist dies nicht
der Fall, was groBenabhangige Eigenschaften wie die Oberflaichenplasmonenresonanz bei

[22]

Metall-nanopartikeln oder die groRenabhdngige Lichtemission und GroRen-

(231 zeigen. Dadurch lassen sich

guantisierungseffekte bei Halbleiternanopartikeln
Nanomaterialien mit ihren einzigartigen Eigenschaften weder dem atomaren Verhalten
noch dem makroskopischen Verhalten zuordnen und stellen somit eine Briicke zwischen
den Welten der molekularen Strukturen und dem ,,Bulk-“ Material dar.[?4

Die groRenabhangige Veranderung der Eigenschaften lasst sich hauptsachlich durch das
auBerst hohe Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis der Partikel und somit gréReren Anzahl
an beeinflussenden Oberflaichenatomen begrUnden.[ZS] So sind bei 10 nm groRen Partikeln
bereits 20% der Atome an der Partikeloberfliche gebunden. Wird hingegen der
Partikeldurchmesser auf 2 nm verkleinert, befinden sich 80% der Atome an der
Oberflache. Diese Oberflaichenatome unterscheiden sich von den ,Bulk-“ Atomen

insofern, dass sie eine hdohere Energie besitzen und sich wesentlich leichter bewegen oder

entfernen lassen.

Molekiile Viren Haar
‘\‘ //.
5 \ 7
J : v _~4
0,1nm 10nm 1000 nm 10°nm
1nm 100 nm 10°nm 10°nm
4 \ £ J/
f\ { «
w y
Gene und rote Blut- Fliege
Proteine korperchen

Abb. 3: GroRenvergleich natlrlicher Systeme.

Ein weiterer interessanter Punkt in Bezug auf die mogliche Anwendung von Materialien im
Nanometerbereich besteht in der dhnlichen GroRe zu biologischen Systemen (Abb. 3). Da
Zellkompartimente (10 — 100 um), Proteine (5 — 50 nm), Gene (1 - 100 nm) und Viren (20 —

450 nm) sich in einer dhnlichen GroRenskala bewegen, konnen biofunktionalisierte
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Nanopartikel biologische Barrieren (z.B. Blut-Hirn-Schranke oder Blut-Lungen-Schranke)
Uberwinden und in Zellen eindringen. Dies ist beispielsweise im Bereich der medizinischen
Therapeutik und Diagnostik von grofRer Bedeutung, wo daran gearbeitet wird, Wirkstoffe
mithilfe nanoskaliger Transporter gezielt zu bestimmten Orten im Korper zu
transportieren.[7’26’27]

Die ahnliche GroRe zu biologischen Systemen und das gleichzeitig dufRerst hohe
Oberflachen-zu-Volumen-Verhiltnis bieten die Maoglichkeit der Immobilisierung einer
Vielzahl von Molekilen auf einer verhaltnismaRig kleinen Menge Kolloid. Dies in
Kombination mit der einfachen Synthese und der hohen chemischen Bestandigkeit
machen Nanopartikel zu einem idealen Templat fir die multivalente Prasentation
bioaktiver Liganden.[28] Dabei versteht man unter dem Begriff der Multivalenz, die
chemische Wechselwirkung von mehreren Liganden einer biologischen Einheit (eines
Molekiils, einer Oberflache) mit mehreren Rezeptoren einer anderen biologischen Einheit.
Die dabei entstehende Bindung ist in vielen Fallen deutlich starker als die reine Addition
der Einzelbetrage. Diese multivalenten Wechselwirkungen kommen Uberall in

biologischen Schliisselprozessen wie dem Zellwachstum, der Zelldifferenzierung und der

Zellkommunikation vor.

il

e
OO0 DO 000000

Abb. 4: Schematische Darstellung des Prinzips der Multivalenz: A) Bindung eines polyvalenten Liganden an
mehrere Bindungsstellen eines membranstiandigen Rezeptors, B) gleichzeitige Bindung eines polyvalenten
Liganden an mehrere membranstdndige Rezeptoren (entnommen aus [29])
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Deshalb kénnte die multivalente Prasentation von bioaktiven Liganden ein interessanter
Ansatz fur die Verwendung von Nanopartikeln in der medizinischen Diagnostik und
Therapeutik darstellen.®® Neben den bereits vorgestellten, fir alle Nanopartikelarten
glltigen Eigenschaften konnten noch weiterer einzigartiger Eigenschaften der
Nanomaterialien genannt werden. Da dies aber deutlich den vorgesehenen Rahmen
sprengen wiirde, wird in den folgenden Unterkapiteln nur auf die wichtigsten
Eigenschaften der flr die vorliegende Arbeit relevanten Nanopartikeltypen eingegangen

und an dieser Stelle auf die weiterfiihrende Literatur verwiesen,%?%2331

2.2.1 Metallische Edelmetallnanopartikel

Metallische Edelmetallnanopartikel besitzen materialspezifische, einzigartige, optische
Eigenschaften und lassen sich durch ihre einfache Synthese und ihre hohe chemische und
thermische Stabilitat gut handhaben. Dabei nehmen Gold- und Silberkolloide unter den
Edelmetallnanopartikeln eine besondere Rolle ein.??3? wihrend Goldnanopartikel in der

Bl \werden Silber-

Katalyse, der Medizin und der Optik zur Anwendung kommen,
nanopartikel aufgrund ihres antibakteriellen Charakters und ihrer antiseptischen Wirkung
heute in einige Alltagsbereichen als Beschichtung eingesetzt. Man findet sie z.B. in
Kleidung, elektrischen Haushaltsgerdaten, biomedizinischen Implantaten und

' Die wohl bekannteste Eigenschaft der Gold- bzw.

elektronischen Geriten.™
Silbernanopartikel dirfte aber ihre Rot- und Gelbfarbung sein. Diese wird durch die
sogenannte Oberflachenplasmonenresonanz hervorgerufen, welche im Folgenden kurz
erlautert werden soll. Wenn der Partikeldurchmesser gegentiiber der Eindringtiefe einer
elektromagnetischen Welle nicht zu grol} ist, kann diese den Partikel anndhernd
vollstdandig durchdringen und eine kollektive Oszillation der freien Leitungsbandelektronen
im Goldnanopartikel anregen. Dadurch erfolgt eine Auslenkung der Elektronen gegeniiber
dem Gitter der positiv geladenen Atomrimpfe. Diese Polarisierung des Nanopartikels
bewirkt eine riickstellende Coulombkraft, sodass sich der gesamte Nanopartikel wie ein

durch die elektromagnetische Welle getriebener Oszillator verhalt. Dabei wird die

spektrale Lage des Resonanzmaximums von der Stiarke der Rickstellkraft des
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oszillierenden Systems beeinflusst, die von der Form und der GroRe des Partikels und

dessen Umgebung abhangt.

elektromagnetische
Welle

®©

Metallnanopartikel

Ruckstellkraft ‘

Abb. 5: Schematische Darstellung der Plasmonanregung in einem spharischen Nanopartikel. Die
Leitungsbandelektronen werden durch die einfallende elektromagnetische Welle verschoben, so dass sich
ein Elektroneniiberschuss an einer Oberfliche des Nanopartikels ausbildet. Aufgrund der
Coulombwechselwirkung wirkt eine Riickstellkraft auf die Elektronen.

2.2.2 Halbleiternanopartikel

Seit den ersten Beobachtungen von Alexei Ekimov und Louis Brus zur Groenabhangigkeit
der optischen Eigenschaften von CdS-Partikeln in den frihen 1980er, haben kolloidale
Halbleiternanopartikel ein stetig wachsendes Interesse hervorgerufen.[34’35] Es handelt sich
bei ihnen um quasi nulldimensionale spharische Einzelkristalle mit einem definierten
Durchmesser 2 - 10 nm, weswegen sie haufig auch als Quantum Dots (QDots) bezeichnet
werden. Heute gelten sie als eine vielversprechende neue Klasse von Fluorophoren fiir
diagnostische und sensorische Anwendungen.® Dabei besitzen sie gegeniiber iiblichen
organischen Farbstoffen deutliche Vorteile (Abb. 6 A+B), wie z.B. eine starke und stabile
Fluoreszenz, eine hohere Fotostabilitdat, breite Anregungsspektren mit hohen
Absorptionskoeffizienten und eine einstellbare Emissionswellenldnge. Diese einzigartigen
optischen Eigenschaften, die durch eine Verdanderung der Partikelzusammensetzung oder
der TeilchengroRe variiert werden kénnen, werden durch den gréRenabhangigen
quantum confinement effect (GroRenquantisierungseffekt) hervorgerufen, der im
Folgendem kurz erldutert werden soll.B7*9 Wihrend die Atom- und Molekiilorbitale im
makrokristallinen Halbleiter zu kontinuierlichen Energiebdandern verschmolzen sind, fihrt

eine Verkleinerung des Durchmessers zur VergrofRerung der Bandliicke und Diskretisierung

11
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der quasikontinuierlichen Energiebander (Abb. 6 C). Dieser GroRenquantisierungseffekt
wird dabei durch die raumliche Beschrankung eines durch Lichtabsorption entstandenen
Elektron-Loch-Paares (Exciton) bedingt. Weil QDots in ihrer raumlichen Dimension kleiner
als der Bohrsche Radius sind, nehmen die Elektronen-Loch-Paare einen Zustand hoéherer
Energie an. Aus diesem Grund hangt die Wellenlange des emittierten Lichtes von der
Zusammensetzung und der GrofRe des Nanokristalls ab. Je kleiner der Kristall, desto

energiereicher ist das emittierte Licht.”!
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Abb. 6: A+B: Vergleich der Absorptions-und Emissionsspektren herkémmlicher Fluorophore (Rhodamine
Red, DsRed2; A) mit denen reprasentativer QDot-Proben (B) (entnommen aus [38]); C: Schematische
Darstellung des GroRRenquantisierungseffekts anhand der Energieniveaus von Halbleiternanopartikeln. Das
Foto zeigt kolloidale CdSe-Suspensionen verschiedener GréRen unter UV-Anregung (entnommen aus [39]); D:
Représentative QDot-Kernmaterialien in Abhangigkeit von ihrer Emissionswellenlange (entnommen aus [37]).

2.2.3 Magnetische Eisenoxidnanopartikel

Eisenoxidnanopartikel werden wegen ihrer speziellen magnetischen Eigenschaften, in der
Katalyse, bei der magnetischen Datenspeicherung, in der Umweltsanierung und der
Wasseraufbereitung verwendet.***!! Die zwischen 5 - 50 nm groflen y-Fe,0; (Maghemit)
oder Fe30; (Magnetit) Nanopartikel haben wegen ihrer hohen Stabilitdt, guten

Bioabbaubarkeit und ihrer hohen Biokompatibilitat auch das Interesse fiir die Anwendung
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in biologischen Systemen und der Medizin geweckt. Als erste FDA-zugelassene
Nanopartikel werden sie als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomografie (MRT), zur
magnetischen Zellseparation, als Vehikel fir den Wirkstofftransport und zur Bekampfung
von Tumorzellen in der Wirmetherapie (Hyperthermie) eingesetzt.*?! Das magnetische
Verhalten der Eisenoxidnanopartikel unterscheidet sich stark von ihren ,Bulk”-
Gegenstiicke und wird hauptsachlich ab einer bestimmten Grole durch ihre
superparamagnetischen Eigenschaften hervorgerufen. Als Superparamagnetismus wird
die Eigenschaft von sehr kleinen Eisenpartikeln in Pulvern oder Suspension bezeichnet, die
sich im Magnetfeld stark magnetisieren lassen aber im Unterschied zu Ferromagneten

nach dem Entfernen des Feldes keine Restmagnetisierung mehr aufweisen.!*!

In Abb. 7 sind die Grundlagen der magnetischen Eigenschaften der Eisenoxidnanopartikel
schematisch gezeigt. Ferromagnetische Bulk-Materialien besitzen eine Multidoméanen-
struktur, in der die Weill’schen-Bezirke durch Domadnenwande getrennt sind. Unterhalb
der Curie-Temperatur (T¢) richten sich die magnetischen Momente innerhalb dieser
einzelnen Weil’schen Bezirke parallel aus und resultieren in einem magnetischen

Gesamtmoment von Null.*"

Superpara-
magnetismus

D¢ PartikelgroRe
Multi-Domane

DSP
Einzel-Domane

Abb. 7: Schematische Darstellung der magnetischen Eigenschaften von Eisenoxidnanopartikeln. Die
Koerzitivfeldstarke (H¢) hangt vom Partikeldurchmesser ab. Ab einem kritischen Durchmesser (D¢) liegen die
Nanopartikel als Einzeldoméanen vor, die sich beim Anlegen eines Magnetfeldes einzeln im Feld ausrichten
und zu einer vernachldssigbaren Remanenz und Koerzitivkraft fiihren.
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Nach Anlegen eines duBeren Magnetfeldes werden die Bezirke gleichgerichtet, und fiihren
zum Auftreten einer spezifischen Hystereseschleife mit einer spezifischen remanenten
Magnetisierung (Mg), einer Sattigungsmagnetisierung (Ms) und Koerizitivfeldstarke (Hc)
(grine Hystereseschleife in Abb. 7).[44] Wird die GroRRe eines ferromagnetischen Stoffes
reduziert, so kommt es bei einer bestimmten GréBe (kritischer Durchmesser D¢) zu dem
Punkt, dass keine WeiRR’schen Bezirke mehr ausgebildet werden und die Partikel als Einzel-
Domadnen vorliegen (verbreiterte Hysteresekurve, Maximum H¢, blauer Bereich Abb. 7).
Als Folge zeigen spharische Eisenoxidnanopartikel mit Partikeldurchmessern <20 nm
superparamagnetisches Verhalten (sigmoidale Magnetisierungskurve ohne Hysterese,
Hc =0, roter Bereich Abb. 7), wobei sich das magnetische Moment der Partikel durch die
thermische Energie frei bewegen kann. In Abwesenheit eines Magnetfeldes fihrt die freie

Orientierung dieser magnetischen Momente zu einer mittleren Magnetisierung von

Null 4446l

2.3 Die medizinische Anwendungen von Nanopartikeln und ihre Toxizitat

Die einzigartigen Eigenschaften und die Tatsache, dass Nanopartikel durch Modifikation
der organischen Ligandenhiille eine Vielzahl von bioaktiven Molekiilen auf ihrer
Partikeloberflache binden kdénnen, hat in den letzten Jahren zu einem regen Interesse an
der Erforschung zur medizinischen Nutzung von synthetischen Nanopartikeln in
biologischen Systemen gerhrt.[26] So versprechen funktionalisierte Nanopartikel durch die
Entwicklung neuer Ansatze eine deutliche Verbesserung bestehender Methodiken in der
Diagnose und Therapie. Wahrend Nanomaterialien zur Behandlung von Krebs-
erkrankungen, als Biodetektoren von Erkrankungsmakern, in der Pharmakotherapie, in der
Implantattechnologie und in der molekularen Bildgebung bereits in den klinischen Alltag
Ubernommen wurden, konnten in den letzten Jahren immer neue medizinische
Einsatzmoglichkeiten flir Nanomaterialien in experimentellen Systemen nachgewiesen

werden.*”!

Dabei weckt die stetig wachsende Anzahl der Anwendungsmaoglichkeiten gleichzeitig die

Frage nach ihrer potenziellen Wirkung auf den Menschen und die Umwelt. 484! Wegen
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ihrer GroBe, dem groBen Oberflaiche-zu-Volumen-Verhdltnis und der daraus
resultierenden hohen chemischen Aktivitat wird dabei haufig die falschliche Annahme
getroffen, dass sich Nanopartikel per se schadlich auf die Gesundheit auswirken. Diese
Besorgnis leitet sich von friiheren Erfahrungen mit Asbestfasern und Feinstaubpartikel ab,
die aber wegen unterschiedlicher GroBen und Materialien nicht grundsatzlich auf
Nanopartikel angewendet werden konnen.[*®*® Weiter kénnen auch keine Riickschliisse
auf die toxische Wirkung von Nanopartikeln anhand ihrer Eigenschaften im ,Bulk”-
Material getroffen werden. So ist zwar z.B. Gold als ,Bulk“-Material chemisch inert und
somit nicht-toxisch, aber eine toxische Wirkung von Goldnanopartikel wird wegen
unterschiedlicher Studienergebnisse weiterhin heil diskutiert.®™*? Es ist deshalb duRerst
wichtig, die grundlegenden Fragen nach der Aufnahme von Nanopartikeln in das
biologische System und ihre Auswirkungen auf Gewebe und Zellen zu untersuchen. Dazu
wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von in vitro und in vivo Tests mit akuter und
chronischer Exposition sowie mit toxikologischen und pharmakologischen Dosen
durchgefiihrt.®**¥ Diese Studien kamen zu dem Ergebnis, dass es sich bei Nanopartikeln
um komplexe Strukturen handelt, die durch viele unterschiedliche Parameter einen
Einfluss auf die toxikologische Wirkung haben.® Fiir eine umfassende toxikologische
Risikobewertung miissen deshalb neben den bekannten Kriterien der Toxikologie wie
Material, Konzentration und Dauer der Exposition, weitere Parameter beriicksichtigt
werden. Ebenfalls besitzt die PartikelgroRe, die Dispersitdat der GroRe, der
Agglomerationsgrad, die Form, die Oberflachen-funktionalisierung, die Oberflachenladung
und auch der fir in vitro Tests verwendete Zelltyp einen erheblichen Einfluss auf die

Wirkung der Partikel im biologischen System.4&>1]

Trotz dieser intensiven Forschung auf dem Gebiet der Nanotoxikologie und der standigen
Zunahme an Publikationen sind nur wenige Studien fiir eine bisherige Risikobewertung
von Nanopartikeln geeignet. Dies liegt daran, dass die meisten Studien nur wenige der
beschriebenen Faktoren eines bestimmten Nanopartikeltyps auf einem bestimmten
Zelltyp anhand eines bestimmten Inkubationsprotokolls beschreiben und somit ein
Vergleich zwischen den Studien unmoglich ist. Zusatzlich erschwerend fir Vergleiche der
unterschiedlichen Studien sind eine meist fehlende umfassende Charakterisierung der

eingesetzten Nanopartikel und die fehlende Verwendung von Referenzmaterialien.
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Flr ein umfassendes Gesamtbild der Toxizitat von Nanopartikeln missten deshalb Studien
auf Grundlage fundierter Analysen unter Beriicksichtigung aller Kriterien anhand
standardisierter Protokolle erfolgen. Erst wenn durch diese Tests mogliche Risiken, die von
den einzelnen biofunktionalisierten Nanopartikeln ausgehen, nachgewiesen wurden, kann

eine Bewertung dieser Materialien erfolgen.

2.4 Synthese und Funktionalisierung von Nanopartikeln

Alle bisher angesprochenen Eigenschaften und die damit verbundenen Anwendungs-
moglichkeiten der Nanopartikel hangen stark von ihrer GroRe und Form ab, weswegen fir
die Synthese und Funktionalisierung von Nanopartikeln einige grundlegende
Anforderungen berlicksichtigt werden missen, die im nachfolgenden Abschnitt naher

besprochen werden.

Seit den eingehenden Untersuchungen an Goldnanopartikeln von Michael Faradaym] und
den damit verbundenen Anfangen der Kolloidchemie Mitte des 19. Jahrhunderts wurde
eine Vielzahl von Syntheserouten fiir die Darstellung von Nanomaterialien entwickelt, die
auf ihre vielfaltigen Materialeigenschaften und den daraus entstehenden Anwendungs-
moglichkeiten zurtickzuflihren sind. Alle Synthesemethoden haben gemein, dass ihre
zentrale Aufgabenstellung in der Herstellung von Nanostrukturen mit genau definierten
PartikelgroRen, Partikelformen und Oberflachenstrukturen liegt. Dabei werden in der
Fachliteratur die verschiedenen Synthesemethoden grundsatzlich in zwei Verfahrens-
ansatze den , Top-down“- und den ,, Bottom-up“-Ansatz eingeteilt (Abb. 8).

Der durch physikalische und mechanische Methoden dominierte ,, Top-down“-Ansatz ldsst
sich im Alltag mit der Herstellung einer Statue aus Stein vergleichen und beruht auf der
gezielten Miniaturisierung von makroskopischen Ausgangsmaterialien bis zur
gewlinschten GroBe im Nanometerbereich. Beispiele fir ,Top-down“-Techniken sind
Atzverfahren, wie die Elektronenstrahl- und Laserlithografie, sowie das Mahlen von
Mikropartikeln in KugeImUhIen.[56] Diese Methoden haben zwar den industriellen Vorteil,
dass groBe Mengen an Nanomaterialien zugdnglich sind, doch ist ein erheblicher

zeitlicher, technischer und 6konomischer Aufwand von Néten.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der prinzipiellen Verfahrensansatze zur Synthese nanoskaliger Materialien
durch den ,Top-down"-Ansatz und den ,Bottom-up"-Ansatz.

Die verwendeten Methoden bewirken auch einen hohen Anteil an Defekten auf der
Partikeloberflache, die fir die Verwendung in biologischen Systemen von Nachteil sind.
Zusatzlich besitzen die verwendeten technischen Gerdte und Bearbeitungsmethoden
selbst gewisse physikalische Dimensionen, die es schwierig machen mit ihnen Nano-
materialien einer definierten GréRe herzustellen. Wegen dieser hohen Dispersitat der
PartikelgroRe und der fehlenden Kontrolle Gber die Form der synthetisierten Nanopartikel
aus dem ,Top-down“-Ansatz kommt heutzutage der Entwicklung neuer Nanomaterialien
nach dem Prinzip der belebten Natur ein groRRer Stellenwert in der Forschung zu. Dabei
beruht der sogenannte , Bottom-up“-Ansatz auf dem physikalisch-chemischen Prinzip der
Selbstorganisation von kleineren Einheiten wie z.B. Atomen, lonen und Molekiilen, welche
sich gezielt zu groReren Partikeln und Clustern zusammenlagern. Hierzu zahlen neben der
Herstellung der Nanomaterialien aus der Gasphase, elektrochemischen Verfahren, das
Templatverfahren und dem Sol-Gel-Prozess auch die im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Methode der Reduktion von Metallsalzen in wassrigen und organischen

Lésungsmitteln.[24’57]
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2.4.1 Monodisperse Nanopartikel

Fir die meisten Anwendungen werden Nanopartikel mit einer engen GréRenverteilung
bendtigt, weswegen das Augenmerk bei der Nanopartikelsynthese auf dem Erhalt relativ
monodisperser Nanopartikeln Iiegt.[ss'sg] Nach dem klassischen Modell zum Partikel-

60]

wachstum von LaMer und Dinega'® wird dafiir eine Trennung der Nukleations- und

Wachstumsphase in zwei Stufen benétigt.

In Abb. 9 ist der Nukleations- und Wachstumsmechanismus nach LaMer anhand des
zeitlichen Verlaufs der Monomerkonzentration (Konzentration der ,freien” Metallatome)
schematisch dargestellt. Dieser Mechanismus ldsst sich dabei in drei Phasen unterteilen.
Zu Beginn sind noch keine freien Monomere in der Reaktionslésung vorhanden. In Phase |
flihrt die Reduktion der in der Losung enthaltenen Metallionen oder die Injektion der
Prakursorlosung zu einer Erhéhung der Monomerkonzentration, bis eine Sattigungs-
konzentration erreicht wird. Dabei findet noch keine Nukleation in der Losung statt. Die
weitere Erhéhung der Monomerkonzentration fiihrt dann zu einer Ubersattigung der
Losung und es kommt spontan zur Aggregation der Monomere. In der anschlieBenden
Nukleationsphase wachsen so innerhalb kurzer Zeit viele Nukleationskeime unter
Verbrauch der Monomere. Dadurch sinkt die Anzahl der Monomere unter die
Nukleationsgrenze. Die zuvor entstandenen Keime wachsen nun in der Wachstumsphase
durch weitere Anlagerung von Monomeren, bis sich zwischen der Anlagerung und der
Abgabe der Monomere ein Gleichgewicht einstellt. Fiir die Ausbildung von monodispersen
Nanopartikeln missen wie in der Abbildung gezeigt, die Nukleation schnell und der
Wachstumsprozess langsam verlaufen.®® % |n der anschlieRenden Reifungsphase kdnnen
die Partikel weiter wachsen. Dabei unterscheiden sich die Synthese der
Halbleiternanopartikeln und die Synthese der metallischen Nanopartikel voneinander. Im
Gegensatz zur Synthese der Halbleiternanopartikel findet bei der Synthese der
metallischen Nanopartikel keine Ostwald-Reifung statt, d.h., es erfolgt kein Wachstum der
grofRen Partikel durch Aufnahme der kleinen Partikel.[®%5%! Hingegen hangen bei der
Synthese von metallischen Nanopartikeln die resultierenden Partikelgrolen von der

temperaturabhangigen Nukleationsgeschwindigkeit ab.
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Abb. 9: Nukleation und Wachstum nach LaMer mit anschlieRender Reifungsphase (entnommen aus [59]).

So werden bei einer schnellen Nukleationsgeschwindigkeit (hohe Temperaturen) viele
Nukleationskeime gebildet, die zur Entstehung kleiner Partikel fiihren. Eine langsame
Nukleationsgeschwindigkeit (niedrige Temperaturen) fiihrt nur zur Bildung weniger Keime,
die zu groRen Partikeln wachsen.® Auch mit Hilfe von Stabilisatoren kann ein Einfluss auf

die PartikelgréRe ausgelibt werden.

2.4.2 Stabilisierung der Kolloide

Grundsatzlich besitzen alle synthetisierten Nanopartikel die Tendenz zur Aggregation, um
auf diese Weise die grofRe Oberflache, die mit einer entsprechenden Oberflachenenergie
verbunden ist, zu verringern. Deshalb lagern sie sich ohne eine stabilisierende Schutzhiille
zu groReren und damit thermodynamisch ginstigeren Partikeln zusammen. Durch den
Einsatz von geeigneten stabilisierenden Liganden kann die Aggregation verhindert
werden. Dabei unterscheidet man prinzipiell zwei Arten der Stabilisierung, die auf
sterischen bzw. auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruhen. Bei der sterischen
Stabilisierung wird der Kontakt der Kolloidkerne durch sterisch anspruchsvolle

Schutzhillenliganden unterbunden.®*!
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Abb. 10: Schematische Darstellung der sterischen (links) und der elektrostatischen (rechts) Stabilisierung der
Nanopartikel.

Dazu kdénnen neben Polymeren und Tensiden auch langkettige Alkanthiole verwendet
werden. Die andere Moglichkeit der Abschirmung ist die elektrostatische Stabilisierung.
Sie basiert auf der Coulomb-AbstoRBung zwischen zwei benachbarten Partikeln, die durch
eine elektrische Doppelschicht, welche von adsorbierten lonen und ihren Gegenionen
ausgebildet wird, hervorgerufen wird."®®! Diese Methode wird haufig bei metallischen
Partikeln angewandt und arbeitet typischerweise mit Citraten oder Donormolekiilen wie
z.B. Phosphinen und Aminen. Allerdings ist die ausgebildete Doppelschicht gegeniber
dulleren Parametern wie der Temperatur und der lonenstarke empfindlich, sodass dulRere

Einflisse zur Agglomeration der Partikel flihren kénnen.

2.4.3 Synthese von Edelmetallnanopartikeln

In diesem Unterkapitel soll die Synthese der in der vorliegenden Arbeit als Ausgangs-
materialien fir weitere Oberflachenfunktionalisierungen verwendeten Edelmetall-
nanopartikel genauer vorgestellt werden. Die durch unterschiedliche Syntheserouten
synthetisierten Gold- und Silbernanopartikel unterscheiden sich in ihrer GroRe und ihrer
Ligandenhiille. Dabei beruhen alle Synthesen auf demselben Prinzip, namlich der
Reduktion eines Metallsalzes durch ein addquates Reduktionsmittel in Gegenwart eines
Stabilisators in organischen oder wassrigen Losungsmitteln. Der resultierende

Partikeldurchmesser wird durch die geeignete Ligandenwahl, der Loésungsmittelpolaritat,
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der Reaktionstemperatur und —dauer sowie der Konzentration und Stdchiometrie der

Edukte eingestellt.

In Tabelle 1 sind die bekanntesten Synthesen zur Darstellung von Goldnanopartikeln nach
dem ,,Bottom-up“-Prinzip aufgeﬂjhrt.[zzl Dabei ist die 1994 veroffentlichte Brust-Schiffrin-
Methode eine der bedeutendsten Synthese-Methoden zur Darstellung kleiner Gold-
nanopartikel.[“] Diese von Faraday inspirierte Methode beruht auf der Reaktion eines in
Wasser gelosten Goldsalzes mit Natriumborhydrid als Reduktionsmittel im Zwei-Phasen-
System. Durch Zugabe eines Phasentransferreagenz wie Tetraoctylammoniumbromid
(TOAB) wird das Goldsalz als Kontaktionenpaar in die Toluolphase transferiert und an der
Phasengrenze in Anwesenheit eines Alkanthiols reduziert.®”) Die Verwendung von
Methanol als Losungsmittel ermdglicht zusatzlich die Synthese im Einphasensystem. Auf
diese Weise stellt die Brust-Schiffrin-Methode eine einfache Synthese fiir thermische und
luftstabile Goldnanopartikel mit einer GréRe von 1,5 —5 nm dar. Die Vorteile der Methode
bestehen in der einfachen Einstellung der PartikelgroRe durch das Gold / Ligand-

24881 ynd in der Moglichkeit, eine groBe Zahl von Liganden mit

Verhaltnis
unterschiedlichen Funktionalititen zu verwenden.* Hingegen zeigt sich der Nachteil der
Methode in einer breiten GrolRenverteilung der erhaltenen Partikel. Um diese fir
verschiedene Anwendungen nachteilige GroRenverteilung zu umgehen, publizierten 2006
Stucky et al. eine Methode im Einphasensystem, mit der in einem Schritt kleine

monodisperse Partikel mit einer Abweichung < 5% erhalten werden konnten.!®!

|

Tabelle 1: Ubersicht der bekanntesten Synthesemethoden fiir Goldnanopartike

PartikelgroRRe Methode stab|I|_5|erender
(nm) Ligand
Schmid-Cluster: Reduktion von . [70]
1-2
AuCI(PPh3) durch Diboran oder NaBH,4 Phosphin
Reduktion von HAuCl,; durch NaBH, in . [66]
1,56 Anwesenheit von Thiolliganden Al
Reduktion von HAUCI, durch NaBH, in 167]
>8 Anwesenheit von TOAB TOAB
8-20 Synthese von Amin koord. AuNP OIeyIaminm]
Citrat-Methode: Reduktion von o [72-74]
2-2
00 HAuCl4 durch Natriumcitrat in H,0 Citrat
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Ausschlaggebend fiir diese enge GrofRenverteilung ist der als Reduktionsmittel
verwendete Boran-Komplex, der im Vergleich zu anderen Reduktionsmitteln wie z.B.
NaBH; oder LiBH; eine schwachere Reduktionsfahigkeit besitzt und durch die daraus
folgende langsamere Reduktionsgeschwindigkeit eine gewisse Kontrolle U(ber das

1.7 eine Studie zur

Wachstum der Nanopartikel erlaubt. 2011 veroffentlichten Song et a
Synthese von 1-6 nm grofBen Thiol-stabilisierten Goldnanopartikeln nach der Stucky-
Methode. Darin konnten Sie zeigen, dass flir die Synthese monodisperser
Goldnanopartikel auch das Goldsalz Triphenylphosphingoldchlorid mit seinen
Phosphinliganden zwingend notwendig ist, da die Durchfliihrung der Synthese mit
Tetrachlorogoldsdure zu 1,5 nm grofRen polydispersen Partikeln fihrte. Neben dem
eingesetzten Goldsalz und dem Reduktionsmittel spielen auch die Reaktionstemperatur,
die Reaktionszeit, das organische Losungsmittel und die Konzentration der Reaktanten bei
diesem Syntheseweg eine wichtige Rolle. Je héher die Reaktionstemperatur und die
Konzentration der Reaktanten sind, umso schneller verlduft die Reduktion und somit das
Wachstum der Partikel. So kénnen z.B. Nanopartikel bei 55 °C in 5 min hergestellt werden,

wahrend die Synthese bei Raumtemperatur 1h benétigen wiirde.®

Gleichzeitig
beglinstigt eine hohe Reaktionstemperatur die Bildung groRBerer Partikel.””! Das
verwendete organische Losungsmittel beeinflusst die GroRe der Partikel insofern, dass
umso kleinere Partikel entstehen, je polarer das Losungsmittel ist (Tabelle 2). Generell
konnen auch andere Thiole zur Stabilisierung der Goldnanopartikel verwendet werden.
Neben Monothiolen sind Di- und Trithiole wegen moglicher Chelateffekte von groRem

Interesse.[76’77]

Tabelle 2: Variation der Reaktionsparameter fiir die Partikelsynthese nach Stucky et. al. zur Erzeugung
unterschiedlicher PartikelgroRe.

PartikelgroRe Verhaltnis Ligand / Losungs- Reaktionszeit Reaktions-
(nm) Goldsalz mittel (h) temperatur (°C)
7 2:1 Benzol 1 55
5 2:1 Benzol 1 RT
3,5 3:1 Chloroform 5 65
1 g | s w
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Unter einer Vielzahl an mehrzahnigen Thioliganden ist die Dihydroliponsaure (DHLA) eine
der am haufigsten untersuchten und zeichnet sich durch eine hohe Stabilitdt und
Aggregationshemmung der erhaltenen Goldkolloide in wassrigem Medium aus. 787
Neben der Immobilisierung von Thiolen ist auch die Stabilisierung von Goldkolloiden mit
schwacheren Liganden wie Selenole, Phosphine und Amine moglich, wobei die Bindungs-
affinitat der Liganden auf die Partikeloberfliche dem HSAB-Konzept von Pearson folgend
von S>P >N >0 abnimmt.B? Leff et al. publizierten 1997 eine Modifizierung der Brust-
Schiffrin-Methode zur Synthese von Amin-koordinierten Goldkolloiden durch Reduktion
von Tetrachlorogoldsdaure mit Natriumborhydrid in Anwesenheit von Oleylamin oder
Dodecylamin als Stabilisator.”* Nach Untersuchungen von Gandubert und Lennox'®!
erfolgt die Stabilisierung der funktionalisierter Goldnanopartikel durch Ausbildung eines
labilen Donor-Akzeptor-Komplexes des 4-Dimethylaminopyridins mit der Goldoberflache.
Somit bindet der DMAP-Ligand im Unterschied zu den Dodecanthiol-funktionalisierten
Goldkolloiden nicht-kovalent an die Partikeloberflache und besitzt dadurch im Vergleich zu
Thiolen eine geringere Bindungsaffinitat, die einen quantitativen Austausch der
Ligandenhiille auch gegen schwach stabilisierende Liganden ermdglicht. Dies, die
Loslichkeit in Wasser und die Stabilitat Gber einen weiten pH-Bereich (5 - 12,8) machen 4-
Dimethylaminopyridin-funktionalisierte Goldkolloide zu einem hervorragenden Prakursor
fir Anwendungen, bei denen wasserlosliche Nanopartikel benétigt werden.’®

Die bekannteste Methode zur Synthese von Goldnanopartikeln im wassrigen Medium
stellt jedoch die von Turkevitch et al. [7273] 1951 ausfiihrlich beschriebene und von Frens et
al.’¥ 1973 weiterentwickelte Citrat-Methode dar. Dabei wird Tetrachlorogoldsiure in
Wasser gelost und bis zum Sieden erhitzt, bevor eine Natriumcitrat-Losung hinzugegeben
wird. Das Natriumcitrat Gbernimmt dabei die Funktion des Reduktionsmittels wie auch die
Rolle als Ligand, der durch Coloumb-Wechselwirkungen an die Partikeloberflache
gebunden wird und dadurch die Partikel stabilisiert. Durch Anderung des Citrat / Goldsalz-
Stoffmengenverhaltnisses und durch Ersetzen eines Teils des Citrats durch Zitronensaure
zur Variation des pH-Wertes kénnen Partikeldurchmesser von 15— 150 nm eingestellt

werden.??
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Ahnlich wie Goldnanopartikel kénnen Silbernanopartikel mit verschiedenen GréRen,
Formen, Ladungen und unterschiedlicher Oberflachenfunktionalisierung nach den bereits
beschriebenen Methoden hergestellt werden.>#! Wegen seiner guten Loslichkeit in
polaren Lésungsmitteln werden als Silbervorstufe meistens Silbernitrat® oder

Silberacetat &

verwendet und als Stabilisatoren werden Citrat, Oleylamin oder
Dodecanthiol eingesetzt. Die weitverbreitetste Methode zur Herstellung von
Silbernanopartikeln ist aber die Lee-Meisel-Methode. In der von der Turkevich-Methode

abgeleiteten Synthese wird Silbernitrat durch NaBH4 und Natriumcitrat reduziert.'®®

2.4.4 Synthese von Halbleiternanopartikeln

Die Beobachtung des Einflusses der PartikelgroRe auf die optischen Eigenschaften der
Halbleiternanopartikel gab den AnstoR zur Entwicklung verschiedener Synthesemethoden.
Die ersten Synthesen erfolgten dabei durch ,Top-down“-Prozesse (z.B. Lithografie), durch
Fallungsreaktionen in wdssrigen Medien, aus ionischen Vorstufen in Gegenwart von
strukturierten Mizellen oder in organischen hoch siedenden Lésungsmitteln.>! Allerdings
zeigten die so hergestellten Nanopartikel oft eine schlechte Kristallinitdt und eine hohe
Polydispersitat. Deshalb stellte 1993 die Gruppe um Bawendi eine Methode zur
Herstellung von monodispersen CdS-, CdSe-, und CdTe-Nanopartikeln mit einer
GroRenverteilung von 8-11% vor.®”! Diese organometallische Synthese erfolgt bei 250 -
350 °C im hoch siedenden Losungsmittel Trioctylphosphinoxid (TOPO) durch Umsetzung
von Dimethylcadmium mit einer Chalkogenid / Trioctylphospin (TOP)-Vorstufe und wird
deshalb auch als Heillinjektionsverfahrens (“Hot-Injection”) bezeichnet. In den letzten
Jahren wurde diese Methode optimiert. Z.B. gelang es Alivisatos et al. durch einen
einfachen Austausch von TOP gegen Tributylphosphinoxid die Ostwald-Reifung bei der
Synthese kolloidaler CdSe-QDots besser zu kontrollieren.®® Durch geeignete Wahl der
Reaktionstemperatur ist zudem die Synthese bestimmter Partikelgrofen ohne
anschlielende groRenabhangiger Abtrennung von anderen Partikelgrofen erstmals
moglich. 2001 verbesserten Peng et al. die Methode weiter, indem die Gruppe das giftige
Dimethylcadmium gegen das weniger giftige Cadmiumoxid oder Cadmiumacetat

ersetzten.®¥ zusstzlich kann durch den Einsatz von Alkylaminen wie Hexadecylamin (HDA)
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als weiterer Liganden neben den langkettigen Alkylphosphinoxid TOPO und den
Alkylphosphin TOP eine Verbesserung der PartikelgroRenverteilung erzielt werden.”® Die
Zugabe der sterisch weniger anspruchsvollen Amine fiihrte dabei zu einer hoheren
Bedeckungsdichte und einer besseren Stabilisierung der Partikel. Weiterhin kann durch
die Zugabe von nicht koordinierenden Losungsmitteln, wie z.B. Octadecen die Reaktions-
geschwindigkeit gesenkt und somit eine engere PartikelgroBenverteilung erhalten
werden.*!

Diese Hochtemperatursynthese in Kombination mit der Verwendung der Schlenktechnik
gilt noch heute die beste Methode zur Herstellung von 1,2-11 nm groBen Halbleiter-
nanopartikeln mit einer hohen Qualitdt und hohen Reproduzierbarkeit in Bezug auf die
Monodispersitat, Kristallgrofle, Quantenausbeute und Form. Den vielen Vorteilen steht
der Nachteil gegeniiber, dass die erhaltenen QDots wegen ihrer hydrophoben Liganden
nicht wasserloslich sind. Fiir mogliche Anwendungen in biologischen Systemen miissen die
Nanopartikel deswegen durch aufwendige Ligandenaustauschreaktionen mit Mercapto-
carbonsduren, amphiphilen Polymeren oder durch Beschichtung mit einer Silikahille ins
wassrige Medium Uberflihrt werden. Neben einer moéglichen Agglomeration der QDots
und der Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers haben Ligandenaustausch-
reaktionen den Nachteil, dass es meist zur Abnahme der Quantenausbeute kommt. 2

Deswegen hat sich in den letzten Jahren eine weitere Synthesestrategie etabliert, die eine

direkte Umsetzung der Cadmium-Vorstufe mit der im wassrigen Medium in Gegenwart

[93] | [94]

von kurzkettigen Mercaptocarbonsauren vorsieht. Fir die auf Weller et a
zurlickgehende und von Zang et al.®! verbesserte Synthesestrategie werden meist H,X-
Gas oder NaHX (X =Te, Se, S) als Chalkogenid-Vorstufe verwendet, die bei 100 °C und
einem pH-Wert von > 10 mit der Cadmium-Vorstufe und dem Stabilisator zur Reaktion

56571 pjie Qualitat, die Fotolumineszenz und die Quantenausbeute der

gebracht werden.
Nanopartikel werden bei der Reaktion vom pH-Wert, den absoluten Konzentrationen und
den Verhaltnissen zwischen Cd:X und Cd:Thiol bestimmt. Durch die Optimierung dieser
Werte konnen Mercaptocarbonsdure stabilisierte QDdots mit einem Partikel-
durchmesser < 6 nm hergestellt werden, die den ganzen sichtbaren Bereich des Lichts
abdecken und eine Quantenausbeute von 70% besitzen. Diese kdnnen somit mit den

Besten aus der organometallischen Synthese erhaltenen QDots konkurrieren.®® Im
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Vergleich zur organischen Synthesestrategie ist die Synthese im wassrigen Medium
zusatzlich einfacher, ginstiger, weniger toxisch und kann auch fir groRe Ansatze
verwendet werden.®® Die aus der direkten Synthese im wassrigen Medium erhaltenen
QDots zeigen zusatzlich eine exzellente Wasserloslichkeit, Biokompatibilitat und
Langzeitstabilitét.[%]

Durch eine postsynthetische Beschichtung der QDots kénnen mogliche toxikologische
Aspekte beeinflusst und die Quantenausbeute weiter erhoht werden.®® Der Aufbau
solcher Kern-Schale-Partikel erfolgt meist durch die Verwendung eines Materials mit
groRerer Bandllicke (z.B. ZnS). Neben dem Schutz des Kerns vor Oxidation ermdglichen
solche Schalen eine Reduktion der strahlungsfreien Relaxation an Oberflachendefekten
mit der Folge einer Erhohung der Lumineszenz. Dariiber hinaus, zeigen insbesondere Zn-
haltigen Schalen eine groRere Affinitat zu Thiolgruppen, die fiir eine Funktionalisierung

der Partikel von hoher Bedeutung ist.'®

2.4.5 Synthese von magnetischen Eisenoxidnanopartikeln

Die einzigartigen Eigenschaften der Eisenoxidnanopartikel hangen entscheidend von der
PartikelgroRe, der Stabilitat und der Oberflachenliganden ab, weshalb diese in der
Synthese exakt einstellbar sein missen. Aus diesem Grund wurden zur Herstellung von
magnetischen Eisenoxidnanopartikeln in den letzten Jahren einige geeignete Methoden
entwickelt, die grundsatzlich in vier Kategorien eingeteilt werden kénnen. Neben der
Synthese in Mizellen und durch Hydrothermalsynthese kdnnen Eisenoxidnanopartikel
durch Co-Prazipitation im wassrigen Medium oder durch Reduktion und thermische
Zersetzung aus metallischen Prdakursoren in einem hoch siedenden organischem
Losungsmittel dargestellt werden (Abb. 11).[43'99] Dabei stellt die seit Langem bekannte Co-
Prazipitationsmethode die weitverbreitetste Technik zur Herstellung von magnetischen
Eisenoxidnanopartikeln dar und beruht auf der Ausfallung von Fe(ll)-und Fe(lll)-Salzen in
wassrigen Losungen durch Zugabe einer Base (NaOH, NH;OH, N(CHs)40H) bei Raum- oder
leicht erhdhter Temperatur. Durch Zugabe von stabilisierenden Oberflachenliganden wie
z.B. Dextranen, Starke und Polymere werden die erhaltenen Nanopartikel vor

Agglomeration geschiitzt.
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Abb. 11: Ubersicht der Co-Prézipitation und der organische Hochtemperatursynthese zur Herstellung von
Eisenoxidnanopartikeln (IONP). Zum Schutz vor Agglomeration werden die Partikel mit Liganden
funktionalisiert. Pfeile um den Partikelkern geben an, dass der Ligand auf der kompletten Oberflache
immobilisiert wird.

Analog der Synthesen von Edelmetall- und Halbleiternanopartikeln bestimmen die
verschiedenen Reaktions-bedingungen, wie die Temperatur, der pH-Wert, die lonenstarke
des Mediums und die Art der Eisensalze (z.B. Chloride, Sulfate, Nitrate) und ihr
stochiometrisches Verhidltnis die Partikelform und —groBe. So konnen Eisenoxid-

nanopartikel im GréBenbereich von 10 bis 200 nm mit dieser Methode erhalten werden.

Ein groBer Vorteil dieser Methode besteht neben der einfachen und kostenglinstigen
Synthese, in einer guten Reproduzierbarkeit auch bei der Durchfihrung im grofRen
MaBstab. Allerdings kann die GroRenverteilung der erhaltenen Partikel nur schwierig
kontrolliert werden. Durch die sehr schwierige Steuerung der GroRenverteilung in
Kombination mit dem hohen pH-Wert der Losungen schlieBt diese Methode fiir die
Verwendung in einigen Anwendungsbereichen aus. Deshalb wurde in den letzten Jahren
eine weitere, durch die Synthese qualitativ hochwertiger Halbleiternanopartikel inspirierte
Methode, zur Herstellung magnetischer Eisenoxidnanopartikel entwickelt."® Diese
ermoglicht durch die thermische Zersetzung von Eisenprakursoren in hoch siedenden
organischen Losungsmitteln eine Darstellung mit steuerbaren PartikelgréBen und -form.
Als Prakursoren eignen sich Eisenacetylacetonat, Eisenpentacarbonyl und Eisenchlorid,
wahrend als Liganden Fettsauren, oder Hexadecylamin zum Einsatz kommen. Dabei ist das

Verhaltnis der Startmaterialien, d.h. der metallorganischen Verbindungen, der Liganden
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und des Losungsmittels, entscheidend fir die Steuerung der GroRe und Morphologie der
Eisenoxidnanopartikel. Auch die Reaktionstemperatur, Reaktionszeit und Dauer des
Alterungsprozesses beeinflussen das Partikelwachstum. Bei geeigneter Wahl der
Reaktionsparameter koénnen mit dieser Methode nahezu monodisperse Magnetit-
Nanopartikel mit GréBen von 3 -50 nm und spharische oder Quaderform hergestellt
werden. Hyeon et al. publizierten eine weitere zweistufige Variante der thermischen
Zersetzung zur Herstellung von 5 - 22 nm groRen, monodispersen Eisenoxidnanopartikeln.
Dazu verwendeten sie als Eisenvorstufe Eisen(lll)-chlorid, welches mit Natriumoleat in situ
zu einem Eisenoleatkomplex umgesetzt wird.X®! Bei Temperaturen zwischen 240 °C und
320 °C erfolgt dann die Zersetzung zu den Eisenoxidnanopartikeln. Die erhaltenen
Eisennanopartikel koénnen durch unterschiedliche Umfunktionalisierungen wie z.B.

Polymeren, Coating usw. neu funktionalisiert werden.

2.4.6 Funktionalisierung von Nanopartikeln

Wie bereits bei der Vorstellung der unterschiedlichen Partikelsynthesen gezeigt werden
konnte, werden die einzigartigen Eigenschaften der Nanopartikel nicht nur durch das
Kernmaterial sondern zu einem groBen Teil auch durch die gebundenen Oberflachen-
liganden bestimmt. So beeinflussen die Ligandenmolekiile nicht nur das Wachstum
wahrend der Synthese, sondern verhindern auch die Aggregation der Nanopartikel und
bestimmen ihr Loslichkeitsverhalten. Durch die Immobilisierung auf der Kolloidoberflache
kénnen aber auch neue Eigenschaften entstehen, welche die immobilisierten Molekiile im

ungebundenen Zustand nicht aufweisen.

Neben der Ausstattung der Nanopartikel mit Oberflaichenfunktionalitdten wahrend der
Synthese kann aber auch eine Funktionalisierung nach der Synthese erfolgen. Diese
Moglichkeit wird haufig flr die Synthese bioaktiver Nanopartikel verwendet und hat eine
Modifikation der gebundenen funktionellen Gruppen an der Partikeloberflache oder dem

[6sungsmittelexponierten Ligandenteil zum Ziel.

Die wichtigste Moglichkeit der post-synthetischen Oberflachenfunktionalisierung beruht

auf einem Austausch des wahrend der Synthese immobilisierten Ligands durch einen
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Neuen. Dabei kann durch die Einfliihrung eines neuen Ligands die Stabilitdt der Partikel
erhoht, ein Phasentransfer erfolgen und neue Funktionalititen prasentiert werden.%%?
Flr diese Art von Umfunktionalisierung eignet sich besonders der Austausch von Liganden
mit einer geringen Affinitit zur Oberfliche. Typische Beispiele dafiir sind Citrat-%%%

(1051 oder 4-(Dimethylamino)pyridin-koordinierte Goldnanopartikel[81] die durch

Oleylamin
Thiole ausgetauscht werden kdnnen. Mit der starken kovalenten Gold-Schwefel-Bindung
kénnen die durch elektrostatische Wechselwirkungen immobilisierten Citrat-, Amin- oder
DMAP- Liganden nicht konkurrieren und werden deshalb von der Oberflache verdrangt.
Durch die Zugabe des Zielligands im groBen Uberschuss kénnen aber auch stirkere
Liganden von der Oberflaiche quantitativ verdrangt werden, sodass auch Alkanthiol-
koordinierte Goldnanopartikel durch andere Thiole ersetzt werden kénnen.'®® Die
gleichen Grundsatze gelten auch fir Halbleiter-QDots und magnetische Nanopartikel. So
konnen TOP, TOPO und HDA durch starkere bindende Liganden mit einer oder mehrerer

(197 \wihrend Olsiure-

Thiolgruppen von der Partikeloberfliche verdrdangt werden,
koordinierte Eisenoxidnanopartikel z.B. durch einen Ligandenaustausch mit Polymeren
wasserldslich werden.™ wie bereits bei der Synthese der Nanopartikel schon erwahnt,
hdngt die Stabilitdt der Nanopartikel zuséatzlich auch von der Lange und Verzweigung des

Liganden ab und muss beim Ligandenaustausch mit berlicksichtigt werden.

An den Ligandenaustausch schlie8t sich oft eine weitere Moglichkeit der Oberflachen-
funktionalisierung an. Bei dieser Methode reagieren die funktionellen Gruppen an der
|6sungsmittelexponierten Ligandperipherie mit den funktionellen Gruppen der zu
immobilisierenden Molekiile. Durch Ausbildung einer kovalenten Bindung kénnen so z.B.
Proteinen, Peptiden, Zucker, Aminosaduren, Antikérper, DNA oder organische Fluorophore
funktionalisiert werden."® Neben der kovalenten Bindung kann die Umfunktionalisierung
durch nicht-kovalente Wechselwirkungen an der Ligandenhiille erfolgen. Die Anbindung
erfolgt dabei meist durch elektrostatische Adsorption von positiv geladenen Biomolekilen
an negativ geladene Nanopartikel (oder umgekehrt). So kann z.B. Immunglobulin G (/gG)
mit negativ geladenen Citrat-funktionalisierten Gold- und Silbernanopartikeln wechsel-
wirken."® Ein weiteres interessantes Beispiel stellten kirzlich Vismara et al. mit der
multivalenten Pradsentation von Heparin durch nicht-kovalente Wechselwirkung mit

magnetischen Nanopartikeln vor, die wegen der biologischen Aktivitat des Heparins
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vielversprechende Werkzeuge fir die Krebstheranostik sein konnten.™®  Neben
elektrostatische Wechselwirkungen kdnnen zusatzlich hydrophobe Wechselwirkungen
und die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zur Oberflachenmodifikation
verwendet werden. Bekannte Beispiele fur diese Art von Oberflaichenmodifikation ist die
Wechselwirkung von Cyclodextrin-koordinierten Nanopartikeln mit Adamantan-

funktionalisierten Liganden.[m]

Die direkte Immobilisierung von Biomolekiilen besitzt gegeniber anderen
Modifikationsmethoden mit mehreren aufwendigen Funktionalisierungsschritten den
Vorteil einer einfachen Durcthhrung.[m] Sie weist aber auch einige entscheidende
Nachteile auf, die sie fir viele Anwendungen unbrauchbar macht.™ So ist die
resultierende Stabilitdit der Biomolekil-Nanopartikel Konjugate meist stark von der
lonenstarke, dem pH-Wert und der Polaritdt des LOsungsmittels abhdngig. Zudem
variieren die Anzahl der gebundenen Molekile und deren Orientierung auf der
Partikeloberflache aufgrund fehlender homogener Anbindung. Dies kann zu einer
deutlichen Reduktion der Aktivitdt oder ganzlichen Inaktivitat fuhren.™* Durch eine
Kombination der unterschiedlichen Methoden der Oberflachenfunktionalisierung kbnnen
Nanopartikel mit einer Vielzahl von Funktionalititen ausgestattet werden, was ein
zusatzlicher Grund fir das groRe Interesse der Verwendung von Nanopartikeln in

biologischen Systemen darstellt.!*"!

2.5 Charakterisierungsmethoden

Nicht nur die Eigenschaften der funktionalisierten Nanopartikeln sondern auch ihr
Verhalten in biologischen Systemen héangen stark von der Form, GroRe und
Oberflachenbeschaffenheit der Nanopartikel ab. Deswegen muss vor einer Anwendung in
vitro, und vor allem in vivo, die synthetisierten Nanopartikel genau charakterisiert werden,

um aussagekraftige und vor allem reproduzierbare Resultaten zu erhalten.

Grundsatzlich kénnen fiir die Charakterisierung von Nanopartikeln alle Methoden der
Festkorperanalyse, wie z.B. die Elektronenmikroskopie oder die Roéntgenbeugung,

verwendet werden, welche die Untersuchung des Partikelkerns zum Ziel haben. Dariber
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hinaus sind Nanopartikel mit funktionalisierten, organischen Liganden auch den
traditionellen Charakterisierungsmethoden der organischen Chemie, als Beispiele dafir
waren die NMR- und IR-Spektroskopie zu nennen, zuganglich. Somit kdnnen je nach Art
der Untersuchungsmethode Informationen Uber den anorganischen Kern oder die
organische Hille des Nanopartikels erhalten werden. Wegen der grofRen Anzahl der
Charakterisierungsmethoden ist eine ausfiihrliche Vorstellung aller Methoden nicht
moglich, weswegen an dieser Stelle auf einige in den letzten Jahren veroffentlichten

Ubersichtsartikeln verwiesen wird.*®

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt der Charakterisierung des
Kerns auf die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), die Dynamische Lichtstreuung
(DLS), die Emissionsspektroskopie und die Absorptionsspektroskopie (UV / Vis) gelegt,
wahrend die Analyse der Ligandenhiille hauptsachlich durch Kernresonanzspektroskopie
(NMR) und Infrarotspektroskopie (IR) erfolgte. Zusatzlich wurden weitere Informationen
Uber die Partikelkerne aus der energiedispersiven Rontgenanalyse (EDX), sowie Uber die

Ligandenhiille mit thermogravimetrischer Analyse (TGA) erhalten.

Tabelle 3: Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Charakterisierungsmethoden.

Charakterisierungsmethode erhaltene Informationen

PartikelgréoRe und -form,

TEM
Dispersitat, Aggregationsgrad
EDX Partikelzusammensetzung
Ligandenanzahl auf der
TGA
Partikeloberflache
DLS PartikelgroRRe, Aggregationsgrad

Fluoreszenzspektroskopie Partikelgroe und ~form,

Aggregationsgrad

Absorptionsspektroskopie ParUkeIgroEg e S
Aggregationsgrad

NMR Adsorbate (Ligandenhiille)

IR Adsorbate (Ligandenhiille)
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Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Charakterisierungsmethoden, die in
diesem Unterkapitel kurz vorgestellt werden sollen. Eine genaue Bestimmung der
PartikelgroRe, der Partikelform, der Dispersitdit und des Aggregationsgrades ist von
entscheidender Bedeutung fir die meisten Nanopartikelanwendungen. Zur Bestimmung
dieser Eigenschaften eignet sich besonders die Transmissionselektronenmikroskopie
(TEI\/I).“”] Neben diesen Informationen kdénnen mit Hilfe von hoch aufgelésten TEM-
Aufnahmen auch Netzebenen beobachtet werden. Diese zeigen an, dass es sich bei der
Probe um kristallines Material handelt, und kénnen zusatzlich zur Bestimmung der
Gitterkonstanten verwendet werden.'*® Wie bereits angedeutet, gestaltet sich die
Charakterisierung der Ligandenhiille mit TEM-Aufnahmen problematisch, da organische
Molekiile eine zu geringe Elektronendichte besitzen, sodass diese im TEM selbst nicht

1% Ein  weiteres Problem der

oder nur schwer dargestellt werden kdénnen.
Charakterisierung mit TEM-Aufnahmen ist, dass Ublicherweise nur feste Proben
untersucht werden kénnen. Bei Proben in Losungen muss das Losungsmittel entfernt
werden und durch das Eintrocknen kénnen sich die in Losung vorliegenden Strukturen
verandern. Eine Erweiterung der Transmissionselektronenmikroskopie stellt die
energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) dar, mit deren Hilfe man die

Elementzusammensetzung der Probe bestimmen kann. Dabei kdnnen sowohl einzelne

Nanopartikel als auch gréRere Bereiche untersucht werden.

Eine Aussage Uber die GroRRe, Dispersitat und den Aggregationsgrad einer Probe kann auch
anhand der Methode der Dynamischen Lichtstreuung (DLS) erfolgen. Die DLS ermoglicht
die Bestimmung des hydrodynamischen Radius von Nanopartikeln, ohne dabei die Probe
zu zerstoren. Der hydrodynamische Radius ermoglicht eine Aussage Uber das Volumen des
gesamten Nanopartikels, also des Metallkerns zusammen mit der Ligandenhiille. Deshalb
zeigen DLS-Messungen im Vergleich zu TEM-Aufnahmen einen gréoReren Durchmesser
an.?? zysitzlich besteht der Nachteil der Methode in einer Uberbewertung des Anteils
grofRer Partikel in einer Losung, wodurch die mittlere PartikelgréBe in einer
GroRenverteilung meist Uberschatzt wird. Aus diesem Grund eignet sich die

GroRRenbestimmung mit Hilfe der DLS nur fiir monodisperse Proben.
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Wie bereits bei der Vorstellung der einzelnen Partikelarten kurz angesprochen besitzen
Edelmetallnanopartikel und Halbleiter-QDots einzigartige optische Eigenschaften, die sich
zur Charakterisierung der Partikel eignen. So kdnnen die Oberflachenplasmonenbanden
der Edelmetallnanopartikel mittels UV/Vis-Absorptionsspektroskopie analysiert werden.
Dabei kann mit Hilfe des UV/Vis-Spektrums eine Aussage Uber die GroRe der Partikel,
deren Form und Aggregationsgrad gemacht werden. So besitzen z.B. Goldnanopartikel ab
einem Durchmesser von 2 nm eine rote Farbe, die durch die Absorption von griinem Licht
mit niedriger Wellenldange (ca. 520 nm) erhalten wird. Mit steigendem Partikel-
durchmesser verschiebt sich das Absorptionsmaximum zu niedrigeren Energien und somit
zu groReren WeIIenIéngen.[m] Fir eine gute Abschatzung der PartikelgroRe werden
allerdings gute Vergleichsspektren der zu untersuchenden Nanopartikel benétigt, welche
man einer Reihe von Arbeiten entnehmen kann. So untersuchten Njoki et al. z.B. den
Zusammenhang zwischen der Lage des Absorptionsmaximums und der GroéBe von
Goldnanopartikeln im GroRenbereich von 10 - 100 nm (Abb. 12).[122] Zuséatzlich erlaubt die
Anzahl der Oberflachenplasmonenbanden Riickschliisse auf die Form der Partikel. So
liegen spharische Partikel vor, wenn das Spektrum nur eine Bande besitzt. Sind mehrere
Banden sichtbar, ist die Morphologie anisotrop, d.h. es kdnnten sich z.B. Stabchen
gebildet haben. Auch lassen sich mit Hilfe von Referenzspektren liber die Intensitdt der

Absorption Konzentrationen bestimmen.
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Abb. 12: UV/Vis-Spektren (normiert) von Au-Nanopartikeln verschiedener GroRe (entnommen aus [m]).
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Auch die Absorptions- und Emissionsmaxima der QDots hangen sehr stark von der GroRe,
Form, und chemischer Umgebung der Nanopartikel ab, weswegen die UV / Vis-
Absorptionsspektroskopie und die Fluoreszenzspektroskopie zwei der wichtigsten
Methoden fiir die Charakterisierung darstellen.?! Ein typisches Absorptionsspektrum
eines QDots besteht aus einer breiten Absorptionsbande, bei der das erste
Absorptionsmaximum den ersten exzitonischen Ubergang darstellt."?* Dieses Maximum
ist typisch fir ll-VI-Halbleiternanopartikel und kann deshalb genutzt werden, um die
GroRBe der Nanopartikel in Losung zu bestimmen. Die Grole kann mit Hilfe von

empirischen Formeln (Gleichungen 2.5 A und 2.5 B) von Yu et al.*®!

ermittelt werden,
wobei die Formeln den Zusammenhang zwischen Teilchendurchmesser D (in nm) und Lage
des ersten elektronischen Ubergangs A (in nm) beschreiben.
Dcgse = (1,6122-107)A* — (2,6575 - 107%)A3 + (1,6242 - 1073)A?
—(0,4277)\ + 41,57

Degre = (9,8127 -1077)A3 — (1,7147 - 1073)A2 + (1,0064)A — 194,84 (2.5 B)

(2.5A)

Mithilfe der Fluoreszenzspektroskopie konnen zusatzlich durch charakteristischen
Merkmale wie die Emissionswellenlange, Linienbreite und Intensitat Informationen tber

251 Aus der Halbwertsbreite der

die PartikelgroBe und -form erhalten werden.
Absorptionsbande der Edelmetallnanopartikel bzw. der Emissionsbande der QDots kann
zusatzlich die GroRenverteilung der Probe ermittelt werden. Dabei gilt die Faustregel, je
schmaler die Bande desto kleiner die GroRenverteilung, wobei man innerhalb von 20 -

40 nm von einer engen GroRenverteilung spricht.

2.5.1 Charakterisierung der Ligandenhiille

Wahrend die Charakterisierung von  Nanopartikeln mit Hilfe z.B. der
Transmissionselektronenmikroskopie, der Rontgenbeugung, der Dynamischen Licht-
streuung und der Fluoreszenz- und Absorptionsspektroskopie Informationen Uber die
Beschaffenheit des Partikelkerns liefert, kann durch die Anwendung der magnetischen
Kernresonanzspektroskopie die Ligandenhdiille des Partikels untersucht werden.!"?® Dies ist
von groller Bedeutung, da der passivierende Ligand meist fir die Kontrolle der

PartikelgroRe und des Partikelwachstums verantwortlich ist. Auch kann man anhand von
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NMR-Spektren Oberflaichenumfunktionalisierungen, wie Ligandenaustauschreaktionen,
kontrollieren.™” Typische Effekte in Nanopartikel-NMR-Spektren sind die deutliche
Linienverbreiterung und Tieffeldverschiebung der Resonanzen der gebundenen Liganden

(128 Ungebundene Verunreinigungen und

im Vergleich zu ungebundenen Liganden.
Liganden behalten ihre scharfen Resonanzen und kénnen so von gebundenen Liganden
unterschieden und identifiziert werden (Abb. 13). Die Linienverbreiterung kann auf eine
Heterogenitat der chemischen Verschiebung zuriickgefliihrt werden. Diese Heterogenitat
wird durch nichtspharische Partikelformen, Wechselwirkungen an der Metall-Ligand-
Grenzflache, dielektrische Relaxation und Spin-Spin-Relaxation hervorgerufen. Zusatzlich
spielen sowohl die PartikelgroRe als auch die chemische Umgebung eine entscheidende

[125,150] Murray et al™* konnten z.B. anhand ihrer Untersuchungen mit Alkanthiol-

Rolle.
funktionalisierten Goldnanopartikeln zeigen, dass es bei einer CH,-Gruppe, die sich naher
am Kern befindet, zu einer starkeren Linienverbreiterung kommt. Dies wird dadurch
begriindet, dass diese CH,- Gruppe am dichtesten gepackt ist und dadurch starkere
dipolare Wechselwirkungen erfahrt, wohingegen sich die weiterentfernten CH,-Gruppen
freier bewegen kénnen und ahnliche Spinrelaxationen, wie im nicht gebundenen Zustand

erfahren. Neben diesen Effekten erschwert die geringe Konzentration an Nanopartikeln in

der Probe, die meist im nanomolaren Bereich liegt, die Charakterisierung zusatzlich.

(a)

———— - AL

(b) A )

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

Abb. 13 Protonenspektren von (a) freiem CEPA und (b) CEPA-funktionalisierten SnO,-Nanopartikeln geldst in
D,0 (entnommen aus [1301).
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In manchen Fallen kann die Aufnahme von IR-Spektren, sofern funktionelle Gruppen mit
charakteristischen, intensiven Banden vorhanden sind, sinnvoll sein. So ist es moglich die
Anbindung von Thiol-Gruppen an der Goldoberflaiche nachzuweisen, weil die S-H-
Schwingung des freien Ligands durch die Anbindung im funktionalisierten Gold-
nanopartikel-Spektrum verschwindet.? Dabei hangt das Massenverhaltnis von Ligand zu
Kern, und somit die Menge Ligand in einer Probe zur Aufnahme eines IR-Spektrums, vom
Durchmesser des Kerns ab. Es ist daher zu erwarten, dass bei sehr groRen Kernen relativ
intensive Banden notwendig sind, um eine eindeutige Identifizierung einer funktionellen
Gruppe vornehmen zu kdonnen. Ebenfalls tritt auch bei den IR-Spektren das Problem der
Signalverbreiterung auf und kann dadurch die Identifikation von schwachen Banden im IR-

Spektrum behindern.

2.5.2 Bestimmung der Ligandenzahl pro Nanopartikel

Mit Hilfe der thermogravimetrischen Analyse (TGA) kann liber den Gewichtsverlust in
Abhangigkeit von der Temperatur der Anteil der organischen Ligandenhdiille an einer Probe
bestimmt werden. Dabei desorbieren bei geeigneter Wahl des Temperaturprofils alle
Liganden von der Partikeloberflache und im Idealfall bleibt nur das Kernmaterial zurick.
Bei Kenntnis der durchschnittlichen Partikelgroe (z.B. aus TEM-Aufnahmen oder
Absorptionsspektren) kann aus den erhaltenen Daten des Gewichtsverlusts die Anzahl der
Liganden pro Nanopartikel berechnet werden. Eine weitere Méglichkeit zur Bestimmung
der Anzahl der Liganden pro Nanopartikel besteht ebenfalls in der Verwendung der NMR-
Spektroskopie. Durch Zugabe einer bekannten Referenzsubstanz bei der NMR-Messung
kann durch den Vergleich der Referenz-Integrale mit denen der Liganden eine Aussage
Uber die Anzahl getroffen werden. Wahrend im Vergleich zur TGA-Messung eine geringere
Probenmenge bendtigt wird und keine stérenden Losungsmittelreste vorhanden sind,
besitzt diese Methode den Nachteil, dass sehr genau darauf geachtet werden muss, dass
keine Wechselwirkungen zwischen Referenz und Ligand-Nanopartikel Konjugat auftreten,
welche die Messung verfalschen konnten. Auch bleibt das Problem der geringen
Konzentration an Nanopartikeln in der Probe vorhanden, so dass Vor- und Nachteile

beider Methoden genau abgewogen werden miissen.
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2.6 Der Entziindungsprozess und mogliche Ansatzpunkte fiir die antiinflammatorische

Therapie

Im folgenden Unterkapitel soll ndher auf das fiir diese Arbeit interessante medizinische
Gebiet der Entziindungsreaktion eingegangen werden. Dazu wird zunachst ein kurzer
Uberblick tiber die Ursachen von Entziindungen und deren Verlauf gegeben, bevor niher
auf mogliche Wirkstofftargets fiir die antiinflammatorische Therapie eingegangen wird.
Danach werden die auf diesem Gebiet bereits vorhandenen Kenntnisse zu Minimal-

Liganden und Mimetika kurz zusammengefasst.

2.6.1 Bedeutung von Entziindungsprozessen im Korper und der Verlauf der

Adhdsionskaskade

Die Entzlindungsreaktion ist ein sichtbares Kennzeichen einer ortlich begrenzten
Immunantwort des Organismus auf exogene oder endogene Noxen, wie z.B. eindringende
Mikroorganismen oder Fremdpartikel aber auch entartete korpereigene Zellen (z.B.
Tumorzellen). Es handelt sich bei einer Entziindung um eine Mobilisierung und Aktivierung
verschiedener Zellen des Immunsystems (z.B. Leukozyten) und deren Infiltration des
betroffenen Gewebes. Dieser entscheidende Schritt der zellularen Immunabwehr wird
durch ein kaskadenartiges Zusammenwirken verschiedener Adhdsionsmolekilen
(Cadherine, Integrine, Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie, Selektine), ihren
entsprechenden Liganden und Zytokinen vermittelt. Man bezeichnet dieses

Zusammenwirken deshalb auch als Inflammationskaskade bzw. Adhdasionskaskade der

133] | [134]

Leukozyten. Das erstmals von Butcher et al.! vorgestellte und von Springer et a
weiterentwickelte Modell der Adhdsionskaskade teilt diese in drei Schritte ein
(1. Reversible Adhésion 2. Leukozytenaktivierung 3. Aktivierungsabhangige feste Bindung).
2007 konnten Ley et al. nach neu erlangten Erkenntnissen diese klassische
Adhésionskaskade weitere verfeinern, sodass nach heutigem Stand der Forschung die

Extravasation der Leukozyten aus der Blutbahn zum Entzlindungsherd in sieben Schritten

(1. initialer Kontakt, 2. Rollen, 3. langsames Rollen, 4. feste Adhdasion, 5. Verstarkung der
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Adhdasion und Abflachen der Leukozyten, 6. intravaskulares Kriechen, 7. parazellulare oder
transzellulire Transmigration) erfolgt (Abb. 14).""! Beim Verlauf der Adhésionskaskade der
Leukozytenextravasation kommt es zu Wechselwirkungen von Leukozyten mit dem

Endothel, die mit deren Einfangen aus dem Blutstrom und dem initialen Kontakt beginnt.

ey > = = == =
Rollen . .
Einfangen | —~ feste Adhasion Abflachung und  Transmigration
Kriechen

© @ a |
v

= - = - = =

Gewebe \

&

Abb. 14: Schematische Darstellung der Adhdsionskaskade der Extravasation der Leukozyten aus der
Blutbahn in das entziindete Gewebe nach dem heute giiltigen Modell von Ley et al.

Dabei stimulieren die vom Entziindungsherd ausgeschiitteten Signalmolekile, wie z.B.
TNF-o.  (Tumornekrose-faktor-a) oder Interleukin-1, im ersten Schritt der
inflammatorischen Kaskade die Endothelzellen Selektine auf ihre Oberflache zu
prasentieren (Abb. 15). Diese Selektine treten daraufhin in Wechselwirkung mit den im
Blutstrom zirkulierenden Leukozyten, die auf ihrer Oberflaiche kohlenhydrathaltige
Selektinliganden, wie z.B. PSGL-1 (P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1), tragen. Durch diese
Wechselwirkungen werden die Leukozyten abgebremst und beginnen entlang des
vaskuldaren Endothels zu ,,roIIen”.[135] Sobald die ersten Leukozyten auf dem Endothel
rollen, kdnnen weitere Leukozyten sekundar an die rollenden Zellen binden, so dass die
Leukozyten am Ort der Entziindung akkumulieren. Durch das Rollen bewegen sich die
Leukozyten langsam am Endothel entlang und werden von weiteren Selektin vermittelten

Wechselwirkungen aktiviert (langsames Rollen).

38



2 Theoretische Grundlagen

PSGL-1
L-Selektin
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Abb. 15: Der initiale Kontakt stellt den ersten Schritt der Adhdsionskaskade dar. Dabei binden die Mitglieder
der Selektin-Familie an ihre Liganden. Selektine werden dabei sowohl auf den Leukozyten (L-Selektin), als
auch auf dem Endothel (E- und P-Selektin) exprimiert.

Als Ergebnis der Aktivierung exprimieren die Leukozyten Rezeptoren der Integrinfamilie,
die dann durch Bindung ihrer korrespondierenden Liganden aus der Immunglobulin-
Superfamilie die nachfolgende feste Adhdsion der Leukozyten am Endothel und deren
Emigration durch interzellulare Zwischenrdume (Transmigration, Diapedese) in das
entziindete Gewebe vermitteln. Bei einer Disregulierung der Inflammationskaskade
kommt es zu einer ibermaBigen Leukozytenrekrutierung am Entziindungsort und fihrt zu
einer standigen und unkontrollierten Immunantwort, die zu einer chronischen
Erkrankungen flhren kann.Als Folge der anhaltenden Extravasation der Leukozyten bei
chronischen Entziindungen kommt es haufig zu irreversiblen Schaden des Gewebes bis hin
zum Absterben der gewebsbildenden Zellen. Eine solche Disregulierung der
Inflammationskaskade ist z.B. bei der rheumatoiden Arthritis oder Morbus Crohn
beobachtet worden. Sie wurde aber auch bei Atherosklerose, diabetischen GefdaBschaden

[136]

und bei der Alzheimer Erkrankung nachgewiesen. AuBerdem wird eine

Selektinbeteiligung bei der Metastasierung von Tumorzellen diskutiert.!*”!

Aus diesem Grund und weil der Selektin-vermittelte initiale Kontakt der Leukozyten den

ersten entscheidenden Schritt des komplexen Entziindungsprozesses darstellt, sind

Selektine folglich von grofRer Bedeutung fiir die antiinflamatorische Forschung.mg]
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2.6.2 Die Familie der Selektine

Nach heutigem Stand der Forschung unterscheiden sich die Selektine vor allem in ihrer
Selektivitat hinsichtlich der Zell-Zell-Wechselwirkungen von den Cadherinen, den
Integrinen und der Immunglobulin-Superfamilie. So sind Selektine im Gegensatz zu den
anderen an der Leukozytenextravasation beteiligten Adhadsionsmolekilen auf die
Steuerung der Inter-aktionen zwischen Leukozyten, Endothelzellen und Thrombozyten
und somit auf das vaskuldre System beschrankt. Dies spiegelt sich auch im Namen der
Familie wieder, der sich aus Sel fiir ,selektiv und Lektin, der Bezeichnung fiir natlrliche
Kohlenhydrat-bindende Glycoproteine, zusammensetzt. Man findet sie in immobilisierter
Form sowohl auf allen Zelltypen als auch auf Bakterien und Viren. Bisher sind drei
verschiedene Selektine bekannt [L(Leukozyten)-, E(Endothel)- und P(Platelet)-Selektin], die

nach dem Zelltyp benannt sind, auf dem sie zuerst beschrieben wurden.®

Alle Selektine sind lang gestreckte, membrangebundene Glykoproteine, die eine dhnliche
Struktur aufweisen, welche in Abb. 16 schematisch gezeigt ist. Der extrazellulare Teil aller
Selektin-Typen ist aus drei Arten von Proteindomanen aufgebaut. Sie besitzen alle eine
calciumabhangige Lektin homologe CRD-Einheit (Carbohydrate Recognition Domain), die
eine globuldre Struktur mit einer Bindungstasche fiir die Zuckerliganden bildet und den
Amino-Terminus fiir die eigentliche Erkennung der Liganden enthilt.™* Diese Lektin-
Domane besteht aus 120 Aminosdauren und weist innerhalb der drei Selektine eine ca. 65%
Sequenzhomologie auf. Daran schlieRt sich eine Sequenz aus 35-40 Aminosauren an,
die erstmals im epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) gefunden wurde und der ebenfalls

© um die Liganden-

eine wichtige Rolle im Bindungsprozess zugesprochen wird.
erkennende Domane raumlich ausreichend von der Zellmembran zu trennen, schliefSt sich
an die EGF-Domaéne wiederum eine strukturelle Doméane an, die aus einer variablen Anzahl
von wiederholenden Elementen (Short Consensus Repeats, SCR) mit je 60 Aminosduren
aufgebaut ist.!*9 Alle Selektine sind mit einer einzigen Transmembran-Region, gefolgt von
einem kurzen zytoplasmatischem Ende in der Zellmembran verankert. Das zyto-

plasmatische Ende enthalt den Carboxyl-Terminus und spielt eine wichtige Rolle bei der

Signaltransduktion.
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SCR-Domanen:

L-Selektin (x = 0)
E-Selektin (x = 4)
P-Selektin (x = 7)

COOH

zytoplasmatischer Rest

Transmembran-
domadne

Abb. 16: Schematischer Aufbau der drei unterschiedlichen Selektin-Typen.

Der strukturelle Unterschied zwischen den einzelnen Selektin-Typen besteht hauptsachlich
in der Anzahl ihrer SCR-Einheiten. So weist L-Selektin den kirzesten Abstand zwischen
Zellmembran und Erkennungseinheit mit nur zwei SCR-Einheiten auf, wahrend E-Selektin
sechs und P-Selektin neun SCR-Einheiten eine deutlich ausgedehntere Struktur besitzen.
Dies hat zur Folge, dass sich die Bindungseigenschaften der Selektine nicht nur bedingt
durch ihre zeitliche Expression, sondern auch durch ihre Struktur unterscheiden. So
vermittelt das P-Selektin in Kombination mit L-Selektin das Rollen in der frithen Phase der
Entziindung, wiahrend E-Selektin fiir die Uberleitung zur festen Adhasion der Leukozyten

am Endothel verantwortlich ist.”!

2.6.2.1 Selektin-Liganden

Seit der ersten Entdeckung der Familie der Selektine im Jahr 1989 wurde eine Reihe von
natirlichen Liganden identifiziert, deren genaue Charakterisierung zur Entwicklung
moglicher Mimetika beigetragen hat.**" Einen Uberblick iiber natiirliche Selektinliganden,
sowie Mimetika geben einige umfassende Ubersichtsartikel, auf die an dieser Stelle
ebenfalls verwiesen wird.®****! Hier soll nur am Beispiel des natirlichen P-Selektin
Liganden (P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1, PSGL-1) die essenziellen Wechselwirkungen
zwischen den Selektinen und ihren Liganden ndher vorgestellt werden. Bei PSGL-1 handelt
es sich vermutlich um den physiologisch genutzten Hauptliganden, der alle drei Selektin-

Typen erkennen kann.
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Minimalliganden der Selektine. links: das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis
X (sLe¥) und rechts sein Regioisomer Sialyl-Lewis a (sLe®).

Alle drei Selektin-Typen haben die Fihigkeit das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis X (sLe*) und
sein Regioisomer Sialyl-Lewis a (sLe®) mit einer Bindungsaffinitat in der GréRenordnung
von 1 mM zu binden, was dieses somit zum Minimalliganden der Selektine macht.**
Dabei konnten durch eine Reihe von Arbeiten anhand von Kristallstrukturen die genauen
Bindungsstellen von sLe identifiziert werden (Abb. 18). So sind die Hydroxylgruppen in 2-,

3- und 4-Position der Fucose, die Hydroxylgruppen in 4- und 6-Position der Galactose und

die Carboxylgruppe der Sialinsdure fiir eine Bindung an die Selektine unerlasslich.*

A) Tyro4 B) Tyr94
Arg97.
Lys113 9 \
Asn105 Lys111 NH
)ENHQ
. HO o HN, HO
NHy HoN

P \I il Glu107
0! (0] §on s HH
S % 4 : ~‘\ i

(0] Glu80 ) N
Asn82 )
//?’ 00 ¢ O
Gluso D\ Asn105
Asp106

Abb. 18: Postulierte Modelle der P-Selektin-Bindung (A) und der E-Selektin-Bindung (B) an sLe*. An der
Bindung ist die negative Ladung der Sialinsdure, sowie die Hydroxylgruppen an Position 2, 3 und 4 der
Fucose und die Hydroxylgruppe an Position 6 der Galactose beteiligt. Die Bindung wird tber Ca”' koordiniert.
(entnommen aus [1401).
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Im Organismus kommt sLe* nicht in monovalenter Form vor, sondern es ist immer an ein
lang gestrecktes, stark verzweigtes Glykoprotein geknipft, die als Selektin-Liganden

bezeichnet werden.'*?

Im sogenannten Proteinriickgrat findet man vor allem die
Aminosauren Serin, Threonin und Prolin. An das Proteingrundgerist sind die Zuckerreste,
bei denen vor allem fucosylierte Laktosaminoglykane eine Rolle spielen, lber O-
glykosidische Bindungen gebunden.™*!

Der am besten charakterisierte Selektin-Ligand ist PSGL-1, bei dem es sich um ein lang
gestrecktes Uber Disulfidbriicken verknilipftes Dimer handelt. Detaillierte Studien zur
Struktur des PSGL-1 konnten zeigen, dass ebenfalls verzweigte Kohlenhydrat-Seitenketten
vorherrschen. Zusatzlich zu diesen Kohlenhydrateigenschaften besitzt PSGL-1 drei
sulfatierte Tyrosinreste, die fiir die Bindung an P-und L-Selektin entscheidend sind.™*¥

Hingegen ist fiir die Bindung von E-Selektin keine Sulfatierung nétig.

2.6.3 Mucine und ihre Verwendung als Vakzine fiir die Inmuntherapie

Das Tetrasaccharid sLe* spielt nicht nur als essenzieller Bestandteil von Selektinliganden
beim Entziindungsprozess eine wichtige Rolle, sondern kann auch in stark erhohter Zahl
exprimiert auf der Oberfliche von metastasierenden Tumoren nachgewiesen
werden.**€ sg st sein Vorkommen bei tumorartigen Erkrankungen der Lunge, der
Eierstocke, der Niere und der Leber durch klinische Studien ausreichend belegt. Dabei
konnte eine Uberexpression der sLe*-Struktur mit einer verstirkten Metastasenbildung
korreliert werden, was die Vermutung nahe legt, dass die Metastasierung von Tumoren
(metastatische Kaskade) einem dhnlichen Mechanismus unterliegt, wie die Leukozyten-
extravasation aus dem Blutstrom.*”) Eine Tumorzelle, die nach dem Herauslosen aus dem
urspringlichen Tumorgewebe im Blutstrom schwimmt, kann sich demnach mittels ihrer
auf der Oberfliche exprimierten sLe*-Strukturen an Selektinen auf Endothelzellen
anheften und so an einer anderen Stelle im Korper die Blutbahn verlassen.* somit
bietet dhnlich wie im Fall des chronischen Entziindungsprozesses die kompetitive sLe*-
Selektin Bindung einen Ansatzpunkt fiir die selektive Immuntherapie. Diese Alternative zur
herkémmlichen Krebstherapie, beruht dabei auf der Moglichkeit das menschliche
Immunsystem gegen Tumorzellen gezielt und effektiv zu aktivieren und diese delokalisiert

durch die Immunantwort zu bekdmpfen (eine eingehendere Beschreibung erfolgt in
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Kapitel 3.3.).[148] Neben sLe* existieren weitere charakteristische Kohlenhydratstrukturen
auf der Oberfliche von Tumorzellen. So wurden auch Mucine, eine Gruppe
hochmolekularer, exzessiv O-glykosilierter Oberflachenproteine, in stark erhohtem Malie
auf der Zelloberflaiche von Tumoren nachgewiesen.lm] Das bekannteste Beispiel dieser
Gruppe ist das Mucin MUC1, welches als erstes Mucin isoliert wurde und im Gegensatz zu
anderen Glycoproteinen dieser Gruppe keine gewebsspezifische Verteilung aufweist,
sondern ubiquitar auf Epithelzellen vorkommt.!"*” Es besteht aus einem als VNTR (variable
number of tandem repeats) Domane bezeichnetem Zentrum, das von kurzen N- und C-
terminalen Domanen flankiert wird. Jede dieser Wiederholungseinheiten (tandem
repeats) ist aus 20 Aminosauren mit der Sequenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA aufgebaut
und beinhaltet finf potenzielle O-Glykosylierungsstellen.*>") Neben der erhéhten MUC1-
Expression kdnnen weitere Verdanderungen dieser Glycoproteine in Tumorzellen vorliegen.
Es geht die Polarisation der Zellen verloren, sodass MUC1 nicht mehr ausschlieRlich an der
apikalen Seite lokalisiert, sondern Uber die gesamte Zelloberflache verteilt wird 1>
Bedingt durch eine veranderte Enzymaktivitdt liegt auch eine Variation des

(1531 pazu gehoren verkirzte Glycan-Seitenketten und

Glykosylierungsmusters vor.
freiliegende Peptidepitope, die durch die fehlende Abschirmung des Peptidriickgrats dem

Immunsystem zur Erkennung zuganglich werden (Abb. 19).

Es ist literaturbekannt, dass mehrere Selektine Uber diese sialylierten Saccharidstrukturen
mit den Mucinen gleichzeitig interagieren kdnnen und somit Mucine ebenfalls an der
Adhasion der metastasierenden Tumorzellen an Endothellzellen beteiligt sind. 7134 Ays
diesem Grund sind Mucine ein weiterer interessanter Ansatzpunkt fiir die Krebs-
Immuntherapie. Dabei werden haufig synthetisch hergestellte tumorassoziierte Antigene
des malignen MUC1-Glykopeptids fir die Immunisierung verwendet. Durch eine
multivalente Prdsentation auf Nanopartikeln kdnnte die natirliche Toleranz gegeniiber
der veranderten Glycopeptidstruktur Gberwunden und das Immunsystem zur Produktion

von Antikdrpern angeregt werden.
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Abb. 19: Schematische Darstellung der Mucinstruktur auf gesunden und auf Tumorzellen (enthommen aus
[155]
).

2.6.4 Inhibitoren der Selektin-Ligand Bindung

In den letzten 20 - 25 Jahren seit ihrer Entdeckung wurden einige Inhibitoren auf Basis von
Kohlenhydraten fiir die Bindung der Selektine und ihren Liganden entwickelt. Diese sehen
eine direkte Inhibierung der Selektine durch Selektin-Antikorper oder kompetitiven
Selektininhibitoren vor, die meist auf der Verwendung von sLe* oder seinen Derivaten als
Leitstrukturen beruhen.!*3>**® Wwie bereits beschrieben, wird sLe” von allen drei Selektinen
erkannt und ist somit fiir die Selektin-Funktion in vivo erforderlich.!®! Auf der anderen Seite
besitzt es aber einige typische Nachteile der Kohlenhydrate, wodurch es fir mogliche
Wirkstoffkandidaten eigentlich ungeeignet ist. So ist es z.B. schwer zu synthetisieren,
bindet nur schwach an seine Liganden und weist bedingt durch die Iabilen
Glycosidbindungen und schlechte Zell-Aufnahme nur eine geringe Bioverfligbarkeit
auf.2* 5% Ays diesem Grund wird die Suche nach Selektin-inhibierenden Wirkstoffen oft
durch eine Reduktion und Modifikation der sLe™-Leitstruktur begleitet, deren Ergebnisse
oft als ,small molecule“-Inhibitoren bezeichnet werden.[®*®71 papei konnten durch
Abwandlung des Tetrasaccharids bereits einige Inhibitoren mit dhnlicher, vereinzelt sogar

héherer Bindungsaffinitat im Vergleich zu sLe” erhalten werden (Abb. 20).
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Abb. 20: Ausgewahlte Vertreter der ,,small molecule”-Selektin-Inhibitoren.

Zu den bekanntesten Vertretern der sLe®-Mimetika gehéren Efomycin M, welches eine
zentrale Ringstruktur mit zwei Seitenketten besizt, sowie das sLe*-Dimer-Mimetikum
Biomosiamose.”® Beide befinden sich bereits in klinischen Tests und sind

vielversprechende Kandidaten fir die Therapie von Asthma und Psoriasis.

Eine weitere Moglichkeit zur Erhéhung der Bindungsaffinitat besteht in der multivalenten
Prasentation der Bindungsepitope. Dabei nutzt man die Tatsache aus, dass die
Bindungsaffinitat der Lektine durch mehrere Bindungen an den Kohlenhydrat-Liganden
deutlich ansteigt.[141’158] Auf dieser Basis wurden in den letzten Jahren verschiedene
multimere Derivate synthetisiert, in denen mehrere sLe*-Einheiten bzw. deren strukturell
vereinfachte Glycoside Uiber unterschiedliche Tragermolekile raumlich eng in Verbindung
stehen. So gelang z.B. Briihl et al. durch multivalente Prisentation von sLe*-Einheiten mit
Dendrimeren eine deutliche Steigerung der Bindungsaffinitét.“sg] Banquy et al.** und
Jubeli et al'*®*¥%? konnten ebenfalls durch Immobilisierung von sLe®-Analoga auf die
Oberflaiche von Nanopartikeln, deren positiven Einfluss auf die Selektin-vermittelte

Anbindung an HUVEC-Zellen zeigen.

Eines der bekanntesten Beispiele fiir einen effektiven Selektin-Inhibitor ist Heparin, ein

stark sulfatiertes, polydisperses Polysaccharid aus der Gruppe der Glycoaminoglykane, das
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zusatzlich zu seiner antikoagulatorischen Wirkung eine Vielzahl von weiteren
Anwendungs-moglichkeiten im biologischen System aufweist. So konnten einige Studien in
den letzten Jahren zeigen, dass Heparin und sein Derivat Heparinsulfat von L-Selektin und
P-Selektin erkannt werden und diese deshalb die Bindung zu den natirlichen Liganden
inhibieren kénnen. Im Unterschied zu sLe* erfolgt die Bindung durch multivalente
Prasentation von Sulfatgruppen, was zusatzlich zu einer starkeren Bindungsaffinitat
fuhrt.'*®3 Auch konnten Kénig et al. in Versuchen zeigen, dass die Bindungseigenschaften
von Heparin mit Selektin stark von der Anzahl der prasentierten Bindungsstellen pro
Molekiil abhingen.™® Dies liegt daran, dass die Affinitit von Selektinen gegeniiber
Sacchariden in aller Regel gering ist und erst durch Multimerisierung mehrerer
Bindungsepitope entstehen hohe Affinitditen und Spezifitaten. Neben diesem
Multivalenzeffekt spielt die Anordnung und die Dichte der Glycotope auf der
Zelloberflache und somit die Geometrie der Erkennungseinheiten in Selektinen eine

wichtige Rolle.

HOH,C,
o 0
HO
00C o— HO ”
00C¢ 0.5 Oy
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HO ‘0.5 0 05037
*NH
HO HO
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© o
"0,50H,C

Abb. 21: Vereinfachte schematische Darstellung der Strukturformel von Heparin (nach [165]).

Aufbauend auf den Wechselwirkungen von Heparin mit Selektinen konnte in weiteren
Studien gezeigt werden, dass die sLe*-Struktur fiir eine starke Bindung an Selektinen nicht
zwingend notwendig ist, solange eine hohe Anzahl an Sulfatgruppen durch den
potenziellen Inhibitor prasentiert werden.!**®”) Deshalb kénnten Nanopartikel aufgrund
ihrer einfachen Synthese, der hohen Biokompatibilitdt und des groRen Oberflachen-zu-
Volumen-Verhaltnisses moglicherweise gut geeignet fir die multivalente Prasentation der

bendtigten Sulfatgruppen zur Bindung an Selektine sein.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese und Charakterisierung der Nanopartikel

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit angestrebten Ziele ist die Synthese monodisperser
Nanopartikel in verschiedenen GrofRen und aus unterschiedlichen Materialien erforderlich,
um eine breite Anwendbarkeit der zu entwickelnden Architekturen und Oberflachen-
funktionalitaiten zu zeigen. Die Bezeichnung monodispers beschreibt in diesem
Zusammenhang eine enge GroRenverteilung, bei der die PartikelgroBe weniger als 10%
vom Mittelwert abweicht. Zur Darstellung der monodispersen Kolloide wurde der
Syntheseschwerpunkt in der vorliegenden Arbeit auf die Verbesserung bekannter und die

Entwicklung neuer Synthesewege der drei bereits angesprochenen Partikelarten gelegt.

3.1.1 Synthese und Charakterisierung von monodispersen Edelmetallnanopartikeln

In der vorliegenden Arbeit wurden spharische Edelmetallnanopartikel mit
unterschiedlichen Zusammensetzungen, PartikelgroRen und Oberflachenfunktionalitdten
in organischen Losungsmitteln oder im wassrigen Milieu nach der ,Bottom up“-Methode

hergestellt.

3.1.1.1 Synthese von Goldnanopartikeln nach der Stucky-Methode

So wurden Dodecanthiol (DT)-funktionalisierte Goldnanopartikel mit unterschiedlichen
mittleren Partikeldurchmessern nach der bereits im einleitenden Kapitel vorgestellten
Synthese von Stucky et al.[®! (siehe Kapitel 2.4.3), die eine Reduktion des Goldsalzes durch
*"Butylamin-Boran-Komplex in Gegenwart von DT in Benzol vorsieht, hergestellt.
Versuche das Losungsmittel Benzol durch das weniger toxische Losungsmittel Toluol zu
ersetzen, fihrten zu einer Zunahme der Dispersitat, sodass die Synthese ohne Variationen

des Losungsmittels nach der Originalliteratur durchgefihrt wurde. Dazu wurden

0,25 mmol Triphenylphosphingoldchlorid in Benzol gelést und anschlieBend mit 2 Ag. DT
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versetzt. Nach Zugabe des Reduktionsmittels (10 Aq.) firbte sich die Reaktionslésung
zunachst braun, bevor nach einigen Minuten bei 55 °C Rihren ein Farbwechsel zu
dunkelrot auftrat, der sich bis zum Ende der Reaktion nicht mehr dnderte. Die anfangliche
Braunfarbung kann durch die Bildung kleinerer Goldnanopartikel mit einem Durchmesser
<2nm erklart werden. Der anschlieRende Farbwechsel zu dunkelrot deutet auf die
Bildung groRerer Partikel mit einem Durchmesser >2nm hin. Dieser langsame

Farbwechsel der Lésung von farblos zu rot wird durch die Verwendung des *"

Butylamin-
Boran-Komplex hervorgerufen, der eine vergleichsweise schwachere Reduktionsfahigkeit
besitzt und somit die Reduktions-geschwindigkeit der Gold-Kationen verlangsamt.[69] Nach
dem Ende der Reaktion wurden die erhaltenen Nanopartikel zunachst durch Zugabe einer
dem Benzol &quivalenten Menge Ethanol gefallt, durch Zentrifugation von der
Uberstehenden Losung getrennt, der schwarze Rickstand mit Ethanol gewaschen und
abschlieRend in Chloroform resuspendiert. Durch Variation der Reaktionsparameter unter
Beriicksichtigung der bereits im einleitenden Kapitel (Tabelle 2) angesprochenen Punkte
konnten weitere DT-funktionalisierte Goldnanopartikel mit unterschiedlichen Partikel-

durchmessern erhalten werden.

Benzol,

.. .. 1h,55°C
[AuPPh,]Cl +2 Aq.Hs/\l\/L/o +10 Aq.(CH;);CHNH,» BH, —=>>» S/\H/

10

AuDT

Abb. 22: Schematische Darstellung der Synthese DT-funktionalisierter Goldnanopartikel mit einem mittleren
Durchmesser von 7 nm nach einer literaturbekannten Synthesevorschrift.[69] Doppelpfeil um den
Nanopartikel bedeutet, dass die Ligandenhiille den Partikel komplett umgibt.

Die Charakterisierung der erhaltenen DT-funktionalisierten Goldnanopartikel erfolgte
durch *H-NMR- und IR-Spektren fiir die Ligandenhiille und zur Bestimmung der GréRe und
Dispersitat der Partikel wurden TEM-Aufnahmen, DLS-Messungen und Absorptions-
spektren verwendet. Die TEM-Aufnahmen zeigen spharische Partikel mit einer geringen
Dispersitat (3,6%) und einem durchschnittlichen Partikeldurchmesser von 6,8 +0,2 nm
(Abb. 23 A) fur die Standardsynthese bei 55 °C und einer Reaktionszeit von einer Stunde.
Dies wurde durch die DLS-Messungen, die einen hydrodynamischen Durchmesser von
dy=7 %1 nm ergaben, bestatigt. Die Anordnung der Partikel auf dem TEM-Grid in
hexagonale Muster deutet auf einen hohen Reinheitsgrad der Partikel hin. In allen

anderen Fallen der durch Variation der Reaktionsparameter erhaltenen Goldkolloide sind
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die Partikel ebenfalls spharisch mit abnehmenden mittleren Partikeldurchmessern von
5,7+0,3nm (Abb. 23 B), 3,9+0,4 nm (Abb. 23 C) und 1,4 £0,2 nm (Abb. 23 D). Dabei
nimmt die GroRenverteilung von 6% auf 12% fir die kleineren Durchmesser zu. So variiert
der Partikeldurchmesser fiir die kleineren Kolloide, die mit Chloroform als Losungsmittel
synthetisiert wurden, zwischen 3,2 und 4,8 nm, sehr vereinzelt sind etwas groRere Partikel
(zwischen 6 und 7 nm im Durchmesser) zu sehen. Eine exakte GrofRenbestimmung fallt
allerdings aufgrund des schlechten Kontrasts der TEM-Aufnahmen besonders fiir die

kleineren Partikeldurchmesser bis 3 nm schwer.
s LS Fuy Ny = i : A O S W
Ergebnis der DLS-Messungen ;‘ x‘g“ Ergebnis der DLS-Messungen
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Abb. 23: TEM-Aufnahmen der fir diese Arbeit synthetisierten DT-koordinierten Goldkolloide mit
unterschiedlichen mittleren Partikeldurchmessern: 6,8 £ 0,2 nm (A); 5,7+0,3 nm (B); 3,9+ 0,4 nm (C) und
1,4+ 0,2 nm (D).

Neben den zuvor angesprochenen Reaktionsparametern wurde in dieser Arbeit zusatzlich
auch der Ligand DT durch unterschiedliche Mercaptocarbonsduren ersetzt. Gegeniiber
dem DT-Liganden besitzen die Mercaptocarbonsdauren mit ihrer Carboxylgruppe den

Vorteil, dass direkt im Anschluss an die Synthese Kupplungsreaktionen an der
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Ligandenhiille ohne weitere Zwischenstufen durchfiihrbar sind. Zur Untersuchung des
Einflusses der Kettenlange auf die Partikelsynthese wurden als Liganden die kauflich
erworbenen langkettige Mercaptoundecansdaure (MUDA) und die kurzkettigen
Mercaptopropionsdaure (MPA) und Mercaptobernsteinsdure (MSA) gewadhlt. Zusatzlich
wurde durch Umsetzung von g-Caprolactam mit Thioharnstoff und Bromwasserstoff durch
Ringoffnung und Sy2-Reaktion Mercaptohexansaure (MHA) synthetisiert (Abb. 24), die als
Bindeglied fiir die Untersuchung der Kettenlange zwischen den langen und kurzen Ketten
dienen sollte.

1. HBr,
9h, 120 °C

2. NaOH,
H o 3 h, 100 °C

N . j\ 3. H,50, OH
HN™ "NH, 20% HSMJ
MHA

Abb. 24: Schematische Darstellung der Synthese von Mercaptohexansaure (MHA).

Wegen der schlechten Loslichkeit in  Benzol erfolgte die Synthese der
Mercaptocarbonsaure-koordinierten Goldkolloide in Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu
wurde analog zur vorher beschriebenen Durchfilhrung das Goldsalz mit 2 Aq.
Mercaptocarbonsdure in DMSO vorgelegt und auf 65 C erhitzt. AnschlieBend wurden
schnell 10 Aq. des Reduktionsmittels zugegeben und weitere 3,5 h bei dieser Temperatur
gerihrt (Abb. 25). Dabei farbte sich in der ersten Stunde die Reaktionslésung langsam
dunkelrot. Die Aufreinigung der Partikel erfolgte durch Fallung mit Acetonitril. Der dabei

entstehende schwarze Niederschlag, wurde im Vakuum getrocknet und erneut in DMSO

aufgenommen.
(0] DMSO, 0]
N - 3,5h, 65 °C
aupphyJcl +2 Aa. s Son + 10 Aq (crycrnmee, 228 (GO A,
9 9
AuMUDA

Abb. 25: Schematische Darstellung der Synthese Mercaptocarbonsaure-funktionalisierter Goldnanopartikel
am Beispiel von Mercaptoundecansaure-koordinierten Goldkolloiden.

Zur Charakterisierung der Partikel wurde die Kolloidlosung gegen Dimethylformamid
(DMF) dialysiert. Eine direkte Uberfiihrung der Partikel ins wissrige Medium durch Dialyse

war nicht moglich, da diese auch bei einem pH-Wert im alkalischen Bereich nicht
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ausreichend stabilisiert wurden und agglomerierten. Dies wurde durch die Anderung der
Farbe von dunkelrot zu blau sichtbar. Die Agglomeration der Partikel kann durch
intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen der freien Carboxylgruppen der Partikel
untereinander erklart werden. Anhand der IR-und Absorptionsspektren wird diese
Annahme bestatigt. So zeigen die IR-Spektren keine S-H-Valenzschwingung bei ca.
2500 cm™ durch die Ausbildung der kovalenten S-Au-Bindung, dafiir aber eine
Verschiebung der C-O-Valenzschwingung zu niedrigeren Wellenzahlen, was ein Indiz fir
die Ausbildung von Wasserstoffbriicken darstellt (siehe 6.2.1.2)."%® Die erhaltenen
Mercaptocarbonsdure-koordinierten Goldkolloide zeigen zusatzlich das literaturbekannte
Problem, dass kirzere Alkylketten die Partikel nicht so gut stabilisieren wie langere
Ketten.'®17% g5 ist eine Synthese von MSA-koordinierten Goldkolloiden ohne
Agglomeration der Partikel nicht moglich, wahrend die Stabilitait der anderen
Mercaptocarbonsdure-koordinierten Nanopartikeln von einigen Tagen (MPA) zu einigen
Monaten (MUDA) zunimmt. Neben der Stabilitdt konnten anhand von TEM-Aufnahmen,
DLS-Messungen und Absorptionsspektren weitere Einfliisse der Kettenlange auf die
Partikelsynthese bestimmt werden. In Abb. 26 sind normierte Absorptionsspektren der
verschiedenen Mercaptocarbonsaure-koordinierten Goldnanopartikel im Vergleich zu den
DT-koordinierten Partikeln nach der Standardmethode gezeigt. In allen Fallen werden
spharische Partikel erhalten, was durch die fir Goldkolloide typische -einfache
Absorptionsbande im Bereich zwischen 510-530nm gezeigt wird. Allerdings
unterscheiden sich die GroRRendispersitat und der Aggregationsgrad der Partikel
voneinander. So zeigen die kurzkettigen MPA-koordinierten Goldkolloide eine hdhere
Dispersitat als die langkettigen MUDA-bzw. MHA-koordinierten Kolloide, die in ihrer
GroRendispersitat den nach der Standardmethode synthetisierten Partikeln dhneln. Auch
die erhaltene PartikelgroRe variiert mit der Kettenlange der eingesetzten Mercapto-
carbonsduren. So werden bei unverdanderter Reaktionszeit und -temperatur fir MPA-
koordinierte Goldkolloide kleinere Partikeldurchmesser erhalten, wahrend mit
Mercaptoundecansaure bis zu 10 nm grofRe Partikel moglich sind. Somit stellt die
Verwendung von Mercaptocarbonsauren nicht nur einen vielversprechenden Ansatz fir
die Synthese von kleinen Goldnanopartikeln mit mittleren Partikeldurchmessern zwischen
5-10 nm dar, sondern es sollten mit geeigneter Wahl der Reaktionsbedingungen auch

PartilgroRen > 10 nm maoglich sein.
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Abb. 26: Normierte Absorptionsspektren der unterschiedlichen Mercaptocarbonsaure-koordinierten
Goldkolloide im Vergleich zu AuDT (d = 7 nm) synthetisiert nach der Standardmethode.

Die Resuspendierung der erhaltenen Partikel in Chloroform oder DMSO nach der
Aufarbeitung zeigt zudem einen Vorteil der Thiol-Ligandenhiille. Sie stabilisiert die Partikel
so gut, dass auch nach vollstandiger Entfernung des Losungsmittels eine riickstandsfreie
Dispergierung in einem neuen Losungsmittel moglich ist. Die Verwendung von
Alkanthiolen zur Stabilisierung von Goldnanopartikeln hat sich dadurch zu einer
Standardmethode entwickelt, da man die Nanopartikel fast wie stabile organische
Molekularverbindungen funktionalisieren und verwenden kann. Die Ligandenhiille von
Alkanthiolen auf der Oberflache der Goldnanopartikel steuert hierbei die Wechselwirkung
zwischen den Nanopartikeln und ihrer Umgebung. Dabei binden die Alkanthiole (iber die
Ausbildung einer kovalenten Gold-Schwefel-Bindung an die Oberflaiche der Nano-

partikel.lg]

3.1.1.2 Synthese von Dihydroxyliponsaure- und 4-Dimethylaminopyridin-

funktionalisierten Goldnanopartikeln nach der Brust-Schiffrin-Methode

Aus den in der Einleitung genannten Griinden wurde DHLA in dieser Arbeit als Vertreter

der mehrzahnigen Liganden fir die Goldpartikel-Synthese verwendet. Dazu wurde

[171]

zundchst nach einer literaturbekannten Synthese in einer ersten Stufe nach der Brust-
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Schiffrin-Methode Tetraoctylammoniumbromid-funktionalisierte Goldnanopartikel
hergestellt, indem Tetrachlorogoldsdure in Wasser gelést und mit einer Losung von
Tetraoctylammoniumbromid (TOAB) in Toluol gemischt wurde. Nach kurzer Zeit fand ein
vollstandiger Phasentransfer des Gold-Salzes in das organische Losungsmittel statt,
welcher durch den Farbwechsel der organischen Phase von farblos zu violett sichtbar
wurde. Zu dieser zweiphasigen Reaktionsmischung wurde anschliefend unter starkem
Rihren eine frisch hergestellte wassrige Natriumborhydrid-Losung hinzugetropft.
Nachdem die Reaktionslosung fiir weitere 18 h geriihrt wurde, wurde die organische
Phase von der wassrigen Phase getrennt und nacheinander mit verdiinnter Schwefelsaure,
verdlinnter Natronlauge und destilliertem Wasser gewaschen. Die so erhaltenen TOAB-
koordinierten Goldkolloide wurden in einem zweiten Schritt mit einer 0,1 M
Liponsaureldsung in Toluol versetzt und Giber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Die in
Toluol unléslichen funktionalisierten Goldkolloide wurden durch Zentrifugation

abgetrennt und in wassriger Losung (pH-Wert = 10) wieder aufgenommen.

1. H,0 / Toluol
18 h, RT 0
HAuCl, +11 Aq.NaBH, +4 Aq.[CH3(CH,),],N"Br — > @ o

2. LA, Toluol,
8 h, RT AuDHLA

Abb. 27: Schematische Darstellung der Synthese von DHLA-koordinierten Goldnanopartikeln nach der Brust-
Schiffrin-Methode o,

Weitere Goldnanopartikel wurden in dieser Arbeit durch die 2001 von Gittins und Caruso
vorgestellte Methode durch Funktionalisierung von Goldnanopartikeln mit 4-
Dimethylaminopyridin (DMAP) synthetisiert.[m] Es handelt sich dabei um eine zweistufige
Synthese, bei der ebenfalls zunachst TOAB-funktionalisierte Goldnanopartikel nach der
Brust-Schiffrin-Methode hergestellt werden (Abb. 28). Danach schliefit sich eine
Ligandenaustauschreaktion mit Phasentransfer von der organischen in die wassrige Phase
durch Zugabe einer wassrigen 0,1 M DMAP-L6sung an. Der vollstandige Phasentransfer
kann erneut anhand des Farbwechsels der Phasen beobachtet werden.

1. H,0/Toluol

18 h, RT _ y
HAuCl, + 10 Ag.NaBH,+4 Ag.(octyl),N*Br——» ND:N:

2. DMAP/H,0
AuDMAP

Abb. 28: Schematische Darstellung der Synthese von DMAP-koordinierten Goldnanopartikeln.
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Die aus der Brust-Schiffrin-Methode erhaltenen DHLA- und DMAP-koordinierten
Goldnanopartikel wurden mit TEM-Aufnahmen, DLS-Messungen und Absorptionsspektren
charakterisiert. Alle Absorptionsspektren zeigen ein Absorptionsmaximum im zu
erwartenden Bereich von 520-525nm. Vergleicht man die Synthesemethoden
untereinander, nimmt die GroRendispersitat bei der Brust-Schiffrin-Methode zu. Dies wird
anhand der breiteren Absorptionsbande sichtbar. Einen signifikanten Einfluss der
anschlieBend auf die Partikeloberfliche immobilisierten Liganden auf die
GroRendispersitat und den  Aggregationsgrad kann durch  Vergleich des
Absorptionsspektrums der TOAB-koordinierten Partikel mit dem Absorptionsspektrum der

DMAP-koordinierten Partikel ausgeschlossen werden.
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Abb. 29: Vergleich der normierten Absorptionsspektren der synthetisierten Goldkolloide nach der Brust-
Schiffrin-Methode mit dem normierten Absorptionsspektrum der 5nm groRen AuDT aus der Stucky-
Methode.

Auch die TEM-Aufnahmen zeigen, dass die Partikel zwar spharisch, aber im Vergleich zu
den &ahnlich grofen Dodecanthiol-funktionalisierten Goldnanopartikeln in ihrer GroRe
deutlich disperser sind. Dies wird auch durch die DLS-Messung bestatigt. So zeigen die
TEM-Aufnahmen der DHLA-koordinierten Goldkolloide (Abb. 30 A) neben sphérischen
Partikeln mit einem mittleren Durchmesser von d =5,8 £ 0,6 nm auch vereinzelt gréBere

Partikel mit GroRen zwischen 7 -11 nm, die zu einer Dispersitat von 11% beitragen. Im
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Vergleich stabilisiert DMAP die Partikel wahrend der Synthese besser und ermdglicht
Goldkolloide mit einer geringen Dispersitat von 7% und einem Durchmesser d =5,1+0,4
nm (Abb. 30 B). Aus der Analyse der erhaltenen koordinierten Goldnanopartikel lasst sich
somit schlieRen, dass man eine groBere Dispersitat in Kauf nehmen muss, wenn man die
zuvor angesprochenen positiven Eigenschaften der Partikel (die Wasserl6slichkeit, die

Stabilitat und die geringere Affinitat) in nachfolgenden Reaktionen nutzen mdchte.

Ergebnis der DLS-Messungen

Abb. 30: TEM-Aufnahmen der nach der Brust-Schiffrin Methode synthetisierten Goldkolloide. A:
Dihydroxyliponsdure-koordinierte Goldnanopartikel mit einem mittleren Durchmesser von d =5,8 + 0,6 nm
(dy, =13 £4 nm); B: DMAP-koordinierte Goldnanopartikel mit einem mittleren Partikeldurchmesser von
d=51+nm(d,=6%1nm).

3.1.1.3 Synthese von Citrat-funktionalisierten Goldnanopartikeln

Neben den DT-, Mercaptocarbonsaure-, DHLA- und DMAP- Goldnanopartikeln mit
mittleren Durchmesser < 10 nm, wurden in dieser Arbeit auch groRRere Partikel nach der
Citrat-Methode mit Partikeldurchmessern von 14 nm und 25 nm hergestellt. Durch eine
Variation der Eduktzugabe wahrend der Synthese konnten zusatzlich 5 nm groRe Citrat-

koordinierte Partikel erhalten werden.

0]

0
N[t H20, O o
) O O'Na”  1.3h,80°C o
x Aqg. Nat ———> 0
HAUCly * X A% +na0 ONa HO ! 3Na*
Ho [ 0

AuCitrat

Abb. 31: Schematische Darstellung der Citrat-Partikelsynthese fir Goldnanopartikel. Durch Variation der
Reaktionsbedingungen konnten mittleren Partikeldurchmesser von 5nm, 14 nm und 25 nm erhalten
werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden 14 nm groRe Citrat-koordinierte Goldkolloide nach
einer Vorschrift von Porta et al.'*®® hergestellt, indem zunichst eine stark verdiinnte (ca.
0,30 mmol / L) wassrige Tetrachlorogoldsdure-Losung vorgelegt und anschlieBend unter
starkem Rihren bei 80 °C eine wadssrige Natriumcitrat-Losung hinzugegeben wurde. Die
Reaktionslésung wurde weitere 3 h bei 80°C gerihrt. Dabei farbte sich die
Reaktionslésung langsam rot, was auf die Bildung der Partikel hindeutete. Durch
Verringerung der zugegebenen Natriumcitrat-Aquivalente und der Reaktionsdauer auf 1 h,
wurden Citrat-koordinierte Goldnanopartikel mit einem mittleren Partikeldurchmesser
von 25nm erhalten.”®! zur Synthese Citrat-koordinierter Goldnanopartikel mit einem
Partikel-durchmesser <10 nm, wurde die Durchfiihrung so variiert, dass zunachst eine
1,75 mM Natriumcitrat-Losung unter Rickfluss bis zum Sieden erhitzt und unter starkem
Rihren dann schnell eine 2,6 mM Tetrachlorogoldsaure-Losung hinzugegeben wurde.r’
Die Charakterisierung der Citrat-koordinierten Goldnanopartikel erfolgte analog der
bereits beschriebenen Goldkolloide. Weder in den Ergebnissen der DLS-Messungen und
der TEM-Aufnahmen noch in den Absorptionsspektren der 14 nm und 25 nm grofRen
Goldkolloide lassen sich Hinweise auf eine Aggregation finden. Die TEM-Aufnahmen (Abb.
32) der Citrat-funktionalisierten Goldnanopartikel zeigen, dass die Partikel grofStenteils
spharisch sind. Nur sehr vereinzelt sind trigonale Plattchen und andere Formen zu sehen.
Der mittlere Durchmesser der Partikel betragt d =14,4+0,7 nm bzw. d =25,3+1,2 nm
und ihre Dispersitat ist gering. Der hydrodynamische Durchmesser, der mithilfe der DLS-
Messungen ermittelt wurde, besitzt einen Wert von d, =18 £ 4 nm bzw. dh =30+ 8 nm.
Im Unterschied dazu zeigen die Citrat-koordinierten Goldnanopartikel nach der Methode
von Sivaraman et al.’* eine héhere GroRenverteilung und sind starker agglomeriert. Dies
wird auch im Absorptionsspektrum mit der Verbreiterung der Bande deutlich. Neben
kleinen spharischen Partikeln mit einem mittleren Partikeldurchmesser von
d=4,3+0,4nm sind eine Vielzahl von groReren Partikeln mit ungleichmaBigen Formen
sichtbar.

Anhand der Charakterisierung der Citrat-koordinierten Goldkolloide lassen sich erneut die
literaturbekannten Nachteile der Synthese von Goldkolloiden im wassrigen Medium nach
der Turkevich-Methode feststellen. Der einfachen Synthese zur Darstellung groBerer
Nanopartikel (d > 10 nm) stehen die Zunahme der GroéBendispersitat und Variation der

Partikelform mit zunehmender PartikelgrofRe gegeniiber.
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Abb. 32: TEM-Aufnahmen mit Ergebnissen der DLS-Messungen der Citrat-koordinierten Goldkolloide mit
mittleren Partikeldurchmessern von 14 nm (A); 25 nm (B) und 4 nm (C).

Trotz neuer Ansatze gestaltet sich die Synthese monodisperser kleiner Citrat-koordinierter
Goldnanopartikel schwierig. Zusatzlich konnen aufgrund der ionischen Wechselwirkungen
der wachsenden Partikel wahrend der Synthese nur sehr verdiinnte Goldkolloidlésungen

hergestellt werden.!*”®!

3.1.1.4 Vergleich der synthetisierten Nanopartikel

Ein Vergleich aller Absorptionsspektren der in dieser Arbeit synthetisierten
Goldnanopartikel (Anhang Abb. 1 und Anhang Abb. 2) zeigt, dass mit steigendem
Partikeldurchmesser das Absorptionsmaximum sich erwartungsgemall zu hdheren
Wellenlangen verschiebt und somit sich Partikel gezielt mit einem bestimmten
Absorptionsmaximum im Bereich von 510-530 nm herstellen lassen. Zusatzlich ermoglicht
ein qualitativer Vergleich der Halbwertsbreiten der Absorptionsbanden Riickschlisse auf
die Dispersitat der Partikel, die mit den erhaltenen Ergebnissen aus den TEM-Aufnahmen
Ubereinstimmen. So ist die Halbwertsbreite bei den Thiol-stabilisierten Partikeln nach der
Methode von Stucky et al. besonders schmal, welche auch die geringste GroBenverteilung
aufweisen. Aber auch die im wassrigen Medium synthetisierten Partikel zeigen eine relativ
enge GroRenverteilung und besitzen mit der Moglichkeit einen quantitativen Austausch
der Ligandenhiille auch gegen schwach stabilisierende Liganden, einen grolRen Vorteil
gegeniber den Thiol-stabilisierten Partikeln. Fir eine mogliche Anwendung der
Goldkolloide zur multivalenten Prasentation potenzieller Selektin-bindender Nanopartikel
ist zusatzlich die Anzahl der auf der Oberflache funktionalisierten Liganden von Interesse.

Dazu wurde die Anzahl der durchschnittlich auf einem Kolloid gebundenen Liganden
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mittels TGA-Messung bestimmt. Aus den berechneten Gewichtsverlusten (Anhang Abb. 3)
ergibt sich fir AuDT eine Ligandenzahl von 1200, und fir AuMUDA 1550 gebundener
Liganden auf der Partikeloberfliche. Eine exakte Bestimmung der immobilisierten
Liganden auf den Citrat-koordinierten Goldnanopartikeln gestaltet sich wegen der
geringen Substanzmenge von 3,5 mg schwierig, weswegen der Gewichtsverlust von 13%

stark fehlerbehaftet sein kann.

In Abb. 33 sind alle in dieser Arbeit synthetisierten Goldnanopartikel abgebildet. Durch
verschiedene Syntheserouten wurden Partikel mit unterschiedlichen Grofen (1,5 -25 nm)
und Ligandenhillen erhalten, die als Edukte fir Umfunktionalisierung in den
verschiedenen Projekten, die in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben werden,

Anwendung fanden.

Abb. 33: Foto der verschiedenen in dieser Arbeit synthetisierten Goldkolloide.

3.1.1.5 Synthese und Charakterisierung von Silbernanopartikeln

Als zweite Gruppe der Edelmetallnanopartikel wurden in dieser Arbeit Silbernanopartikel
mit zwei unterschiedlichen GréRen und Oberflichenliganden synthetisiert. Ahnlich wie bei
den Goldnanopartikeln erfolgte die Synthese groBer (mittlerer Partikeldurchmesser
>10nm) funktionalisierter Silbernanopartikel durch Reduktion des Silbersalzes in
wassriger Losung mit Natriumcitrat. Analog zu der Vorgehensweise bei den Citrat-
funktionalisierten Goldnanopartikeln wurden 0,04 mmol Silbernitrat in 150 mL Wasser
geldst und bei 80 °C unter starkem Rithren mit 5,5 Aq. Natriumcitrat versetzt. Nach der
Reaktionsdauer von 3 h wurde die Reaktion durch schnelles Abkiihlen mit einem Eisbad

auf Raumtemperatur abgebrochen.
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Abb. 34: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit synthetisierten Silbernanopartikel mit Citrat-Ligand
(A) und Dodecanthiol-Ligand (B).

Zur Synthese kleiner Silbernanopartikel (mittlerer Partikeldurchmesser < 10 nm) wurde in
Anlehnung eines literaturbekannten Syntheseweges 0.3 mmol Silbernitrat mit 20 Aq.
Oleylamin und 10 Aq. Olsdure in Benzylether unter Riickfluss auf 150 °C erhitzt und 5 h bei
dieser Temperatur geriihrt.’® Dabei firbte sich die Reaktionslésung mit fortschreitender
Keimbildung und anschlieBendem Partikelwachstum von gelb langsam braun. Im
Anschluss daran wurde die Reaktionslésung mit 1,3 Aq. DT versetzt und schnell mithilfe
eines Eisbads auf Raumtemperatur abgekihlt. Zur Aufreinigung wurden die Partikel mit
Ethanol gefillt und der Riickstand am Olpumpenvakuum getrocknet. AbschlieRend
wurden die Partikel in Hexan resuspendiert. Die erhaltenen Partikel wurden mittels TEM-
Aufnahmen, UV/Vis-Spektroskopie und DLS-Messungen charakterisiert. Bei den gewahlten
Reaktions-bedingungen entstanden ca. 15nm groBe Citrat-funktionalisierte Silber-
nanopartikel und 3 - 5 nm groRRe Oleylamin / DT-funktionalisierte Silbernanopartikel. Beide
Partikelarten sind anndhernd spharisch mit vereinzelt vorkommenden kurzen Stdabchen
und trigonalen Partikeln bei den groBen Silberkolloiden. Die Schwierigkeiten bei der
Synthese von monodispersen quasi-sphéarischen Citrat-koordinierten Silbernanopartikeln
konnen anhand der im Vergleich zur Tetrachlorogoldsdure langsameren Citrat-Reduktion
der Ag'-lonen, deren einfache Hydrolyse, sowie der graduellen Oxidation und
Dekomposition kleiner Nanopartikel erklart werden.'”’”! Die Dispersitat der Partikel ist
zudem im Vergleich zu den Goldkolloiden fiir Silbernanopartikel mit 11% (AgDT) und 19%
(AgCitrat) relativ hoch.
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Ergebnis der DLS-Messungen

0
; PartikelgroRe [nm]
" .

Silbernanopartikel; AgDT mit einem mittleren Partikeldurchmesser d = 4,4 £ 0,5 nm (links) und AgCitrat mit
einem mittleren Durchmesser von d = 16,7 + 3,2 nm (rechts).

Die Absorptionsspektren der beiden synthetisierten Silberkolloide sind in Abb. 36 gezeigt.
Bedingt durch die hohe Dispersitat der Partikel sind die Absorptionen verbreitert. Die
Absorptionsmaxima liegen bei 417 nm fiir AgDT bzw. 420 nm fiir AgCitrat. Durch Variation
der Reaktionsbedingungen konnten in dieser Arbeit Silberpartikel mit einem Absorptions-
maximum zwischen 402 nm und 435 nm synthetisiert werden. Diese wurden fir
postpraparative Umfunktionalisierungen in den folgenden Kapiteln beschriebenen

Projekten verwendet.

— AgCitrat

Absorption [AU]

I I T
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

Abb. 36: Normierte Absorptionsspektren der DT- und Citrat-koordinierten Silberkolloide.
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3.1.1.6 Synthese von Gold-/Silber-Legierungen

Wie bereits im einleitenden Kapitel vorgestellt kann die Oberflaichenplasmonenresonanz
der Gold-und Silbernanopartikel iber einen weiten Bereich des sichtbaren Spektrums
eingestellt werden. Dabei beeinflussen nicht nur Form und GroRRe die Wellenlange, mit der
das Licht emittiert wird, sondern auch die Zusammensetzung. So ist es moglich mit
bimetallischen Gold- / Silber-Nanopartikelsystemen das Absorptionsmaximum ein-

[178]

zustellen. Dabei besitzen diese nanoskaligen Gold- / Silber-Legierungen weitere

interessante Eigenschaften, die sich von denen der reinen Gold- und Silbernanopartikel

unterscheiden.[t7%18%

Neben der veranderten Biokompatibilitdt ist ihr einstellbarerer
Absorptionsbereich von gesteigertem Interesse fiir diese Arbeit.

Die Synthese von Gold- / Silber-Legierungen erfolgte in dieser Arbeit in wéssrigem
Medium durch Reduktion der entsprechenden Salzmischung von Silbernitrat und Tetra-
chlorogoldsiure in Gegenwart des Stabilisators Natriumcitrat.*®" Als Salzmischungen
wurden drei Verhéltnisse von Tetrachlorogoldsaure zu Silbernitrat (3:1, 1:1 und 1:3)
gewahlt und deren Einfluss auf die PartikelgroRe, die Dispersitat und die Oberflachen-

plasmonenresonanz mit Hilfe von TEM Aufnahmen, DLS-Messungen und UV/Vis-

Spektroskopie untersucht.

O
XAq.AgNog s H,0,3h,
0] O'Na 20°C->89°
+ + 6(x+y) Aq. - - Au/Ag -0
” (x+y) %\ a0 O'Na*
y Ag.HAuCI, HO o)

Au/AgC|trat

Abb. 37: Schematische Darstellung der durch Co-Reduktion synthetisierten nanoskaligen Gold-/Silber-
Legierungen.

Dazu wurde zunachst die Tetrachlorogoldsdure in Wasser vorgelegt und bis zum Sieden
erhitzt. Nachdem die Goldlésung 20 min bei dieser Temperatur gehalten wurde, erfolgte
die schnelle Zugabe der entsprechenden Mengen von Silbernitrat und der frisch
hergestellten wassrigen Natriumcitrat-Losung. Dabei wurde darauf geachtet, dass
zwischen Zugabe des Silbernitrats und der Citrat-Losung nur wenige Sekunden verstrichen,

um das Ausfallen des in Wasser schwerloslichen Silberchlorids zu verhindern. Nach dem
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Hinzufligen aller Komponenten wurde die Temperatur langsam auf 80 °C gesenkt und die
Reaktionsmischung insgesamt 3 h geriihrt. Die dabei entstehende Farbe der L6sung hangt

vom gewahlten Verhdltnis von Gold zu Silber ab (siehe Abb. 39B) und variiert mit

steigendem Goldanteil von gelb Uber orange bis rot.

Ergebnis der DLS-Messungen

Abb. 38: TEM Aufnahmen der verschiedenen nanoskaligen Gold-/Silberlegierungen mit den Au-/Ag-
Verhéltnissen 1:3 (A); 1:1 (B); 3:1 (C). Die als Insets eingefligten DLS-Messungen ergeben fiir die
hydrodynamischen Durchmesser 29 + 7 nm (AuAg 3:1); 22 £ 6 nm (AuAg 1:1) und 28 + 6 nm (AuAg 1:3).

Die in Abb. 38 gezeigten TEM-Aufnahmen lassen den Schluss zu, dass das Gold-zu-
Silberverhadltnis keinen nennenswerten Einfluss auf die Partikelform besitzt. Bei allen drei
in dieser Arbeit synthetisierten nanoskaligen Gold-/Silber-Legierungen handelt es sich
grofRtenteils um spahrische Partikel und nur vereinzelt sind trigonale Partikel und kleine
Stabchen in den Proben vorhanden. Dabei weisen die Partikel mit 23 nm (Au/Ag-
Verhaltnis  1:3), 19nm (Au/Ag-Verhaltnis 1:1)-und 24 nm (Au/Ag-Verhéltnis  3:1)
anndhernd gleiche mittlere Partikeldurchmesser auf, nehmen aber mit steigendem
Silbergehalt in ihrer Dispersitat von 13% Uber 15% bis 17% zu. Aullerdem liegen die
Partikel nicht vereinzelt auf dem TEM-Grid, sondern in kleinen Aggregaten zusammen.
Vergleicht man die erhaltenen Absorptionsspektren (Abb. 39 A) und DLS-Messungen
(Insets Abb. 38) mit den fir einzelne Partikel passenden hydrodynamischen
Durchmessern, ist die Aggregation der Partikel weitgehend auf den Eintrocknungsprozess
bei der Grid-Praparation zuriickzufiihren.

Eine Zusammenstellung der Absorptionsspektren von Citrat koordinierten Gold-, Silber-
und Alloy-Nanopartikeln ist in Abb. 39 A zu sehen. Die Wellenldnge des
Absorptionsmaximums der Partikel nimmt, wie bereits kurz beschrieben, mit steigendem
Goldanteil zu und variiert zwischen 410 nm fir die Silberkolloide und 530 nm fir die

Goldkolloide. Obwohl die Partikel sich in ihren Durchmessern (zwischen 15 nm bei den
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reinen Gold- und Silberpartikeln und 25 nm bei den nanoskaligen Legierungen) und der
Dispersitat unterscheiden, was die Lage des Absorptionsmaximums beeinflusst und somit
die Auswertung leicht verfdlschen, ist der literaturbekannte, lineare Zusammenhang
zwischen der Lage des Absorptionsmaximums und dem prozentualen Goldanteil gut zu
erkennen (Abb. 39 C).[18°'182] Mithilfe der aus der linearen Ausgleichsgraden erhaltenen
Gleichung (y = 405 nm + 1,196x) (Abb. 39 C), lasst sich das Absorptionsmaximum einer
nanoskaligen Gold/Silber-Legierung mit einem Partikeldurchmesser von ca. 20 nm
vorhersagen und  Citrat-koord.  Edelmetallnanopartikel  gezielt mit einem

Absorptionsmaximum zwischen 410 und 530 nm fiir diese Arbeit synthetisieren.

& |
; , Ag =
5 { AgAu 3:1
$ r \ AgAu 1:1 B Silberanteil [%)
§ w7 \ -AgAu 1:3
& “\ AU 540
o \
_‘3 0_' 4 4 \ 520 4
<€ \ E 00
b E
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Abb. 39: Absorptionsspektren der nanoskaligen Gold-/Silberlegierungen mit verschiedenen
Zusammensetzungen (A); Foto der verschiedenen Zusammensetzungen (B); linearer Zusammenhang der
Legierungen (C).

3.1.2 Synthese von CdSe- und CdTe-Halbleiternanopartikeln (QDots)

Wegen ihrer einzigartigen optischen Eigenschaften wurden CdSe- und CdTe- Quantum
Dots (QDots) als weitere Partikelart fir die multivalente Prasentation potenzieller
Selektin-Inhibitoren gewahlt. Wie bereits im einleitenden Kapitel (siehe 2.4.4) beschrieben
besitzen die literaturbekannten Synthesemethoden spezifische Vor- und Nachteile. In der
vorliegenden Arbeit erfolgte deshalb die Synthese der QDots nach zwei unterschiedlichen

Synthesemethoden.
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3.1.2.1 Synthese von CdTe- und CdSe-QDots mit Hilfe der ,Hot-Injection“-Methode in

organischen Lésungsmitteln

Fir die QDot-Darstellung nach der auf Arbeiten von Murray et al. basierenden ,Hot-
Injection”~- Methode wurde die Cd-Vorstufe unter Schutzgasatmosphdre zu der Se-
Vorstufe bzw. Te-Vorstufe gegeben und schnell in eine auf 300 °C (CdTe: 185 °C) erhitzte
Mischung der koordinierenden Losungsmittel (Trioctylphosphinoxid und Hexadecylamin)
injeziert. Die Reaktionsmischung wurde fiir 5min (CdTe: 2 h) im Temperaturbereich
zwischen 250 °C-300 °C (CdTe: 185 °C) gehalten, bevor das Wachstum der Partikel durch
schnelles Abklihlen auf Raumtemperatur unterbrochen wurde (Abb. 40). Fir mogliche
biologische Anwendungen missen die erhaltenen CdSe-und CdTe-QDots im Anschluss an
ihre Synthese mit einer Hille (z.B. ZnS, Polymere, Silica) passiviert werden. Dies ist
notwendig, weil CdSe- und CdTe- QDots wegen ihrer Zusammensetzung hochgradig

d.’! 5o wiesen Derfus et al. in Studien nach, dass es bei in vitro

zytotoxisch sin
Anwendungen zur Freisetzung von Cd**-lonen in die Zelle durch Oxidation der QDot-
Oberfliche kommt. Dabei korreliert diese Cd**-lonenkonzentration stark mit einem
moglichen Zelltod. Durch die Passivierung des Kernmaterials mit einer Schutzhiille
kann die Freisetzung der Cd**-lonen reduziert bis ganzlich unterbunden werden, sodass
eine mogliche zytotoxische Wirkung herabgesetzt wird . [18>/186]

A 1. TOPO / HDA,

300 °C

Cd(OAc), + Se-Pulver/TOP ———» @ @
2.5 Min.,
250 °C-300°C

TOPO/HDA-CdSe

B TOPO / HDA,

185°C,2 h .ﬂﬂ“"

Cd(OAc),/TOP + Te-Pulver ————> CdTe @~

TOPO/HDA-CdTe

CH5(CH,);,CH,NH,
@~ =Lliganden:

O=P(CgH;;);

Abb. 40: Schematische Darstellung der Synthese von CdSe- und CdTe-QDots nach der ,Hot-Injection”-
Methode.
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Eine Passivierung der QDots mit Silica-Hullen oder Polymeren kann zu einer erheblichen
Zunahme der PartikelgroRe und einer signifikanten Abnahme der Fluoreszenz fUhren,“SS]
weswegen fir die Ziele der vorliegenden Arbeit die Passivierung mit einer ZnS-Hiille die
beste Moglichkeit darstellt. Neben der niedrigeren toxischen Wirkung besitzen ZnS-
passivierte QDots meist eine starkere Fluoreszenz und hohere Stabilitat, was sich
zusatzlich auf eine mogliche biologische Anwendung positiv auswirkt.™®”) Die Passivierung
mit einer ZnS- Hille erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach literaturbekannten
Methoden ' durch die Umsetzung der zuvor hergestellten QDots mit einer ZnS-

Prakursorlosung bestehend aus Zinkstearat und Schwefelpulver in TOPO/HDA bei 200 °C
fur 1 h (Abb. 41).

Zn(CH,gH350,),,

TOP, TOPO/HDA,
200°C,1h @
Q
N

TOPO/HDA-CdX TOPO/HDA-CdX/ZnS
(X =Se, Te)

@~ =Lliganden:

CH,(CH,),,CH,NH,

O=P(CgH,,);

Abb. 41: Schematische Darstellung der ZnS-Passivierung der zuvor synthetisierten CdSe-bzw. CdTe-QDots.

Die Charakterisierung der erhaltenen QDots erfolgte durch TEM-Aufnahmen, DLS-
Messungen, UV/Vis-Absorptionsspektroskopie fir das Kernmaterial, sowie NMR-und IR-
Spektroskopie fiir die Ligandenhille. In Abb. 43 A und B sind die TEM-Aufnahmen und
DLS-Messungen fiir die aus der zweistufigen Synthese erhaltenen QDots gezeigt. Bei den
CdSe/ZnS-QDots handelt es sich um spharische Partikel mit einem mittleren
Partikeldurchmesser d =5,3 £ 0,4 nm (d,, = 14 £ 3 nm) und einer GroRendispersitdt von 9%
(Abb. 43 A). Im Vergleich dazu zeigen die CdTe/ZnS-QDots eine etwas engere
GroRenverteilung mit 7% bei einem mittleren Partikeldurchmesser von d =4,5+0,3 nm
(dh =14 £ 2 nm). Anhand der UV/Vis-Absorptionsspektren (Anhang Abb. 4) konnte mithilfe
der Absorptionsmaxima und der Gleichungen 2.5A und 2.5B etwas kleinere
Partikeldurchmesser mit d=3,8nm (Amax=578 nm) fir CdSe/ZnS-QDots und mit
d =3,6 nm (Amax = 588 nm) fiir CdTe/ZnS-QDots berechnet werden.

Zur Untersuchung moglicher Einfliisse unterschiedlicher Reaktionsparameter auf die
Partikelsynthese wurden zwei einstufige Synthese gewahlt, die auf Arbeiten von Yu et

al."® und Park et al.!**” zurtickgehen (Abb. 42). In einem typischen Syntheseansatz nach
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Park et al. erfolgte die ,Eintopf“-Synthese von CdSe/ZnS-QDots in dem koordinierenden
Losungsmittelgemisch TOP/HDA. Dabei wurde zunachst bei 200 °C das Wachstum der
CdTe-Kerne ermdoglicht, bevor diese direkt im Anschluss durch Zugabe von Zinkstearat und
Schwefelpulver mit einer ZnS-Schale umhillt wurden (Abb. 42 A). Dafir wurde die

Reaktionsmischung bei 180 °C eine weitere Stunde gerihrt.

A 1. TOPO / HDA,
300 °C
2.5 min,
250 °C-300°C
- CH,(CH,),,CH,NH
Cd(OAc), + Se-Pulver/TOP ——— cdse @ o - Liganden: 3(CH)14CHNR,

3.Zn(CHygH350,),,
TOP, TOPO/HDA,
200°C, 1h

zns @, O=P(CgH, )3

TOPO/HDA-CdSe/ZnS

1. Octadecen,
310°C
Cd(OAc), + Zn(OAc), —»
2. Se-Pulver/TOP,
S-Pulver/TOP,

10 min,
300 °C-310°C OA-CdSe/ZnS

‘ @ @ =Liganden:H3C(H2C)(:/(CHZ)7C007

+ Olsdure

Abb. 42: Schematische Darstellung der ,Eintopf"-Synthesen von CdSe/ZnS-QDots.

Hingegen wurden fir die einstufige Synthese nach Yu et al. Cadmiumacetat mit Zinkacetat
und Olsdure in 20 mL des nicht-koordinierenden Lésungsmittels 1-Octadecen geldst und
auf 310 °C erhitzt. Bei dieser Temperatur wurde schnell der Se-Prakursors und der S-
Prakursors zugegeben und die Temperatur zum Wachstum der Partikel auf 300 °C
eingestellt. Nach 10 min wurde die Reaktionsmichung auf Raumtemperatur abgekihlt.
Anhand der TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen (Abb. 43 C) zeigt sich, dass eine direkte
Umsetzung der TOPO/HDA-koordinierten CdSe-QDots mit dem ZnS-Prdkursor ohne
vorherigen Aufreinigungsschritt zu einer breiteren GroRenverteilung von 19% fiihrt.
Neben Partikeln mit einem mittleren Durchmesser von d =4,8 +0,9 nm (d, =14 £ 3 nm)
sind ebenfalls kleinere Partikel enthalten, die durch den fehlenden Aufreinigunsschritt
nicht entfernt wurden. Die beste GroRRenverteilung mit 6% konnte durch die einstufige
Synthese nach Yu et al. erhalten werden (Abb. 43 D). Diese Methode ermoglicht die
Synthese 6,8 £ 0,4 nm groRer QDots. Die aus der organometallischen Synthese erhaltenen
qualitativ hochwertigen Halbleiternanopartikel, zeichnen sich fast alle durch enge
GroRenverteilung aus und weisen zudem eine besonders intensive Fluoreszenz auf (siehe

6.2.4.2.1-6.2.4.2.4).
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Abb. 43: TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen der nach der , Hot-Injection“-Methode hergestellten QDots.
A: zweistufige Synthese der TOPO/HDA-koordinierten CdSe/ZnS-QDots (d =5,3 + 0,4 nm, d,, = 14 = 3 nm); B:
zweistufige Synthese der TOPO/HDA-koordinierten CdTe/ZnS-QDots (d =4,5+0,3nm, d,=14%2nm); C:
,Eintopf“-Synthese der TOPO/HDA-koordinierten CdSe/ZnS-QDots (d=4,8+0,9nm, d,=14+3 nm); D:
einstufige Synthese der OA-koordinierten CdSe/ZnS-QDots (d = 6,8 + 0,4 nm, d, =12 = 2 nm).

Fiir eine Verwendung im biologischen System aber missen die erhaltenen QDots durch
eine postsynthetische Umfunktionalisierung ins wassrige Medium tberfiihrt werden. Es ist
literaturbekannt, dass sich dieser Schritt meist nachteilig auf die Eigenschafften der QDots

auswirkt, (191192

3.1.2.2 Synthese von Mercaptocarbonsaure funktionalisierten CdSe-und CdTe-Qdots

Aus diesem Grund wurde neben der Synthese von OA- und HDA/TOPO-koordinierten
QDots in organischen Losungsmitteln, zusatzlich eine direkte ,wassrige Synthese” der
QDots in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt. Dazu wurden Mercaptocarbonsaure-
koordinierte CdSe- und CdTe-QDots in Anlehnung bekannter Synthesevorschriften
hergestellt. Dazu wurde eine sauerstofffreie Se- bzw. Te-Vorstufe in einer Ar-gesattigten

Atmosphare mit einer Cd2+/Mercaptocarbonséure—Mischung zur Reaktion gebracht (Abb.
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44) 54198318 ynabhingig der verwendeten Mercaptocarbonsiure wurde fir alle

Reaktionen mit 1 M Natronlauge ein pH-Wert > 10 eingestellt und ein Vorstufenverhaltnis
von 2/1/4,8 fur Cd*"/NaHX (X =Se oder Te)/Mercaptocarbonsaure gewahlt. Bei
diesem Verhiltnis handelt es sich, um ein literaturbekanntes, empirsich gefundenes
Verhaltnis, das hohe Quantenausbeuten ermdéglichen soll.™*! Nach der raschen Injektion
der frisch hergestellten Se- bzw. Te-Vorstufe wurde die Reaktionsldsung unter Rickfluf}

fur 2 - 24 h erhitzt.

A Ar-Strom Ar-Strom
W N
( JID & Nabx (x=Se, Te) ]\‘_J»
11 A
.i( \.,p ]'
AL 2h-24h , i

= %‘Y - e
,,.ld Probenentnahme nach .

unterschiedlichen Zeit-
Cdz*/ Ligand— punkten
Mischung (pH > 10)

B B 48Aq. O
1 Ag. NaHTe HS/\H)LOH 0
+ —n> CdTe S%O.
- H,0, NaOH, n
2Aq.Cd(Ac), 57 50h ar,
100°C

Abb. 44: Schematische Darstellung der wassrigen QDot-Synthese (A) und die entsprechende
Reaktionsgleichung flr die Synthese von CdTe-QDots (B).

Dabei wurde zur Uberpriifung des Partikelwachstums nach 1 h, 3 h und 5 h eine Probe
entnommen und das UV/Vis-Absorptionsspektrum aufgenommen (Abb. 45). Anhand
dieser UV/Vis-Absorptionsspektren zeigte sich fiir das verwendete Vorstufenverhaltnis
(2/1/4,8) ein unterschiedlich schnelles QDots-Wachstum bei den verwendeten
Kettenlangen der Mercaptocarbonsaduren (Abb. 45 A). Wahrend Mercaptoessigsdure (TGA)
und Mercaptopropionsdure (MPA) nach einer Reaktionszeit von 3 h ein
Absorptionsmaximum von 538 nm (TGA) und 518 nm (MPA) aufwiesen, zeigten die
langeren Ketten Mercaptohexansdure (MHA) und Mercaptoundecansaure (MUDA) ein
Maximum bei 448 nm bzw. 434 nm. Als weitere Kettenlangen wurden in der vorliegenden
Arbeit Mercaptobutansdure (MBA) und Mercaptopentansdure (MPETA) synthetisiert
(siehe experimenteller Teil 6.2.4.1.2 und 6.2.4.1.3). Auch diese beiden Liganden wiesen

den angesprochenen Trend des Einflusses der Kettenlange auf (Abb. 45 B). Zusétzlich
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scheinen sterisch anspruchsvolle Liganden wie z.B. Mercaptobernsteinsaure (MSA,
Amax =486 nm; Abb. 45 A) das Partikelwachstum zu verlangsamen.[l%] Nicht nur die

Liganden,!*”!

sondern auch die Wahl der zugesetzten Base scheinen das Partikelwachstum
zu beeinflussen. Durch die Verwendung von Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH)
anstelle von NaOH, konnten grofRere TGA-koord. QDots mit einem Absorptionsmaximum
von 566 nm bei gleicher Reaktionsdauer erhalten werden (Anhang Abb. 5). Anhand der
Absorptionsspektren zeigt sich, dass mit langerer Reaktionszeit auch die GroRenverteilung
der erhaltenen QDots zunimmt.>”! Dies wird anhand der breiteren Absorptionsbanden
sichtbar. Durch Austausch des Kernmaterials von CdTe in CdSe wurde das
Absorptionsmaximum weiter zu ldangeren Wellenldngen verschoben. Bei analoger
Synthesedurchfiihrung wurde nach einer Reaktionsdauer von 5 h MPA-koordinierte CdSe-
QDots mit einem Absorptionsmaximum von 593 nm (CdTe/MPA Amax = 549 nm) erhalten.
Somit ist durch die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Synthese bei einer geeigneten
Wahl der verwendeten Liganden, der eingesetzten Base, der Reaktionszeit und des
Kernmaterials die Darstellung von wasserloslichen QDots mit genau einstellbaren
Absorptionsmaxima und somit die gewiinschte PartikelgroBe moglich. Durch Kupplungs-
reaktionen der Carboxylat-Gruppe mit primaren Aminen kdnnten potenzielle Inhibitoren
der Selektin-Ligand-Wechselwirkung auf die QDots immobilisiert werden, ohne dass ein
vorheriger Ligandenaustausch notwendig ist.

Fiir eine mogliche Verwendung der Mercaptocarbonsaure-koordinierten QDots zur
Detektion in der biologischen und medizinischen Bildgebung miissen diese nicht nur
wasserloslich und unter physiologischen Bedingungen stabil sein, sondern zusatzlich ein
Emissionsmaximum im roten bis nahen Infraroten Bereich (600-900 nm) aufweisen.

In diesem Bereich sind die native biologische Fluoreszenz ("Autofluoreszenz") und die

Gewebeabsorption minimal,[m]

weswegen die Synthese von QDots mit einem
Emissionsmaximum > 600 nm anzustreben ist. Die Variation der Absorption und
Emissionsmaxima zu ldangeren Wellenldnge kann dabei durch die Einstellung der
PartikelgroRe erzielt werden (Abb. 6). Wahrend die Variation der PartikelgréBe und der
optischen Eigenschaften fiir die kurzkettigen Mercaptocarbonsauren-koordinierten QDots
fiir die vorgestelle Synthese durch eine geeignete Wahl der Reaktionszeit moglich ist, kann

kein Einfluss der Reaktionszeit auf die MUDA-koordinierten CdTe-QDots nachgewiesen

werden.
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Abb. 45: A: Vergleich der UV/Vis-Absorptionsspektren der synthetisierten Mercaptocarbonsidure-
koordinierten CdTe-QDots nach 1 h (durchgezogene Linie) und nach 3 h (gestrichelte Linie). B: Vergleich der
UV/Vis-Absorptionsspektren der synthetisierten QDots mit unterschiedlichen Kettenldngen nach 5 h (
gestrichelte Linie 24 h).

So zeigen die zu unterschiedlichen Zeitpunkten aufgenommenen UV/Vis-
Absorptionsspektren der MUDA-koord. CdTe-QDots, dass nach einiger Zeit das
Partikelwachstum génzlich stoppt und eine weitere Verschiebung zu langere Wellenlangen
nicht moglich ist (Abb. 45 B). Dies wird durch TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen einer
Probe nach 22 h Reaktionszeit bestatigt. So dndert sich der Partikeldurchmesser von
2,4 nm auch nach dieser Reaktionszeit nicht (Anhang Abb. 6). Dieses Phdanomen wurde

bereits in der Literatur beschrieben. In ihren Studien zu unterschiedlichen Einfliissen auf
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die Partikelsynthese von Mercaptocarbonsadure-koordinierten QDots konnten Aldeek et al.
zeigen, dass die Kettenldnge der Mercaptocarbonsaure-Liganden einen Einfluss auf die
PartikelgroRe, die Quantenausbeute und die Oberflaichenbedeckung besitzen, sodass fir
den hydrophoben MUDA-Liganden kleine Partikelgroen und ein Absorptionsmaximum
von ca. 450 nm erhalten wird.""®" zusstzlich konnten Aldeek et al. durch die Verwendung
von hoheren Driicken und Temperaturen eine geringe Verschiebung des Absorptions-
maximums zu langeren Wellenldngen nachweisen. Anhand dieser Ergebnisse wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Synthese der QDots um eine mikrowellenunterstitzte
Synthesedurchfiihrung erweitert, um groRere Partikel mit Absorptions- und
Emissionsmaxima bei ldangeren Wellenlangen zu erhalten. Dies sollte durch die
besonderen Eigenschaften der Mikrowelle (extrem schnelle Aufheizraten, ,Hot-Spots“ und

Temperaturen weit (iber dem Siedepunkt) moglich sein. [t

Deshalb wurden die beiden Reaktionsparameter pH-Wert und Prakursorkonzentration der
konventionellen Synthesedurchfiihrung auf die mikrowellenunterstiitzte Durchfihrung
Ubertragen. Fir die Reaktionszeit wurde empirisch eine Dauer von 10 min und fir die
Temperatur ein Wert von 130 °C gefunden (Abb. 47 A). Bei diesen Parametern konnten fiir

alle Kettenlangen gute Quantenausbeuten erhalten werden.
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Abb. 46: Normierte UV/Vis-Absorptionsspektren der unterschiedlichen CdTe-QDots, die durch die
mikrowellenunterstitzte Synthese (130 °C, 10 min) erhalten wurden.
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In Abb. 46 sind die normierten Absorptionsspektren, der durch die mikrowellen-
unterstitzte Synthese erhaltenen CdTe-QDots dargestellt. Es zeigt sich, dass durch diese
Synthesevariante Partikel mit deutlich schmaleren Absorptionsbanden, d.h. mit einer
engeren GroRenverteilung, erhalten werden. Dies ldsst auf einen positiven Einfluss der
Mikrowellensynthese zurlickflihren. Weiter zeigt sich, dass auch unter diesen
Bedingungen keine Veranderungen der PartikelgréBe und des Absorptionsmaximums fiir
MUDA-koordinierte QDots erhalten werden konnte. Aus diesem Grund wurden in einem
weiteren Teilprojekt im Arbeitskreis®®® durch Anne Schulze Untersuchungen mit héheren
Temperaturen (140 °C-200 °C) und hoéheren Driicken (2 bar-17 bar) durchgefiihrt. Dabei
konnte anhand von TEM-Aufnahmen gezeigt werden, dass fir alle unterschiedlichen
Reaktionstemperaturen und -driicken sphdrische Partikel mit einem mittleren
Partikeldurchmesser d = 2,3 £ 0,3 nm erhalten wurden. Aber zusatzlich zeigte sich durch
die mikrowellenunterstiitzte Synthese eine Rotverschiebung der Absorptions- und
Emissionsspektren, sodass auch MUDA-koordinierte CdTe-QDots fiir zukinftige

Anwendungen in biologischen Systemen eingesetzt werden kénnten.!?®”

A (0]
HS%OH

0
n
NaHTe + Cd(OAc), H—>O NaOH CdTe sAlvlko-
2% ’ n

10 min, 130 °C
Mikrowellen-
B bestrahlung
(0]
i AL i
HS OH
CdTe 5%0' +2ZnCl, + Na,S — > CdTe SAMLO-
n H,0, NaOH, 7nS n

0,5h-2,5h,65°C

Abb. 47: Schematische Darstellung der mikrowellenunterstiitzen Synthese von CdTe-QDots (A) und die
Passivierung der CdTe-QDots mit einer ZnS-Hiille (B).

Zur Erhoéhung der Biokompatibilitait wurden die erhaltenen Mercaptocarbonsaure-
koordinierten QDots, wie bereits bei der Synthese mit organischen Losungsmitteln
beschrieben, mit einer ZnS-Schale passiviert. Die Passivierung erfolgte dabei durch zwei
unterschiedliche Synthesemethoden. Zum einen wurde die ZnS-Hille mit einer
mikrowellenunterstiitzten Durchfliihrung aufgebracht, indem die Zn- und S-Vorstufe zur

vorgelegten QDot-Lésung gegeben und anschlieBend 10min bei 65°C mit
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Mikrowellenstrahlen behandelt wurde.”®” Hierbei wurden die schnelle Aufheizrate und
Abkihlphase der Mikrowelle ausgenutzt, die ein gleichmaRiges Hillenwachstum
ermoglichen sollten. Zum anderen erfolgte die Passivierung durch die Verwendung
konventioneller Synthesemethoden. Dabei wurden die QDots in einem ausgeheizten
Dreihalskolben unter Schutzgasatmosphare vorgelegt und nach Zugabe der Zn- und S-
Prakursorlosung fur 0,5-2,5h bei 65°C erhitzt (Abb. 47 B). Liangere Reaktionszeiten
ermoglichen somit eine dickere ZnS-Hiille, die zum Wachstum der Partikel und somit zu
einer Rotverschiebung der Absorptionsmaxia fuhrt.!*% zur Uberpriifung, ob die Zunahme
der PartikelgroRe nicht nur auf das Aufbringen der ZnS-Schale, sondern auf ein
allgemeines Partikelwachstum durch die Synthesebediningungen zurlickzufiihren ist,
wurde ein Teil der Stammlosung als Referenzprobe verwendet. Diese Referenzlésung
wurde wie die Reaktionslosung mit der Mikrowelle behandelt oder fir 0,5-2,5 h unter
Schutzgasatmosphare bei 65°C gerlihrt, aber kein Prakursorlésungen (Na,S und ZnSQy)
zugegeben. Das Aufbringen der ZnS-Schale kann somit anhand von UV /Vis-
Absorptionsspektren nachgewiesen werden (Abb. 48).

Zusatzlich wurde die erfolgreiche Passivierung mit der ZnS-Hille durch EDX-Messungen
gezeigt. Diese zeigten einen relativ groRen Anteil von Zink (26% fur CdTe/ZnS/MUDA) und
Schwefel (62% fur CdTe/ZnS/MUDA) in den Proben, wahrend Tellur (5% fur
CdTe/ZnS/MUDA) und Cadmium (7% fur CdTe/ZnS/MUDA) nur in geringen
Konzentrationen gefunden wurden. Neben einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
zu langeren Wellenlangen und der Zunahme der Partikelgrof3e, verbesserte sich durch die
Passivierung mit ZnS zusatzlich die Stabilitdt der QDots. So fielen die QDots ohne ZnS-
Schale bereits nach zweiwdchiger Lagerung unter Lichtausschluss im Kiihlschrank aus,
hingegen veranderten sich die zeitgleich synthetisierten QDots mit ZnS-Schale (iber
mehrere Monate optisch nicht (klare Losungen). In der vorliegenden Arbeit wurde
ebenfalls eine mogliche Erhéhung der Stabilitait der QDots durch Verwendung von
mehrzdahnigen Liganden untersucht. Aufbauend auf Arbeiten von Fang et al, die in
Vergleichsstudien zwischen DHLA-, MPA- und TGA-koordinierten CdTe-QDots eine hohere
chemische Stabilitat gegen Oxidationen fiir DHLA-koordinierte CdTe-QDots nachweisen
konnten, wurde DHLA als Vertreter der mehrzdhnigen Liganden gewéhlt.[zozl Vor der
QDot-Synthese wurde dafir DHLA durch eine Umsetzung von a-Liponsdaure mit NaBH,

zunachst hergestellt (Abb. 49 A).[79]
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Abb. 48: Absorptionsspektren von MPA-koordinierten CdTe-QDots. Mit langerer Reaktionszeit verschiebt
sich das Maximum zu langeren Wellenldngen. Die erfolgreiche Passivierung der QDots mit einer ZnS-Hiille
kann anhand eines Vergleiches zwischen der Kontrollprobe (schwarz), orange fluoreszierenden QDots
(orange) vor der Passivierung und rot fluoreszierenden QDots (rot; ZnS) nach der Passivierung gezeigt
werden.

Im Anschluss daran erfolgte die Partikelsynthese durch eine zweistufige Synthese (Abb.
49 B). In der ersten Stufe wurde die aus der Cd-Vorstufe, Te-Vorstufe und dem Ligand
bestehende Reaktionsmischung (pH-Wert> 11, Verhaltnis 2:1:4,8) 10 min in der
Mikrowelle bei 130 °C behandelt, bevor in der zweiten Stufe wie bereits zuvor
beschrieben eine ZnS-Hille aufgebracht wurde. Nach der Aufarbeitung durch Fallen mit
Isopropanol erfolgte die Charakterisierung mithilfe von TEM-Aufnahmen, UV/Vis-
Absorptionsspektroskopie und DLS-Messungen. In Anhang Abb. 8 ist das Absorptions-
spektrum und eine TEM-Aufnahme der DHLA-koordinierten CdTe/ZnS-QDots gezeigt.
Durch die verwendeten Syntheseparameter konnten spharische Partikel erhalten werden,
die einen mittleren Partikeldurchmesser von d=3,5+0,3nm besitzen und eine
GréRendispersitat von 9% aufweisen. Vergleicht man das Absorptionsmaximum vor und
nach der ZnS-Passivierung verschiebt sich dieses leicht zu langeren Wellenlangen (von
Amax = 565 nm auf Anax =568 nm). Die Berechnung des mittleren Partikeldurchmessers
mithilfe von GI.2.5 B ergibt einen Wert von 3,4 nm, der gut mit den Ergebnissen aus den

TEM-Aufnahmen Gbereinstimmt.
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Abb. 49: Schematische Darstellung der Synthese DHLA-koordinierter CdTe/ZnS-QDots.

3.1.2.3 Vergleich der gebundenen Ligandenanzahl und der Quantenausbeute

Analog zu den Untersuchungen der synthetisierten Goldnanopartikel wurden in der
vorliegenden Arbeit mithilfe der thermogravimetrischen Analyse die Anzahl der
gebundenen Liganden auf der Partikeloberflache bestimmt (Anhang Abb. 9). Anhand der
erhaltenen Gewichtsverluste konnte fiir MUDA-koordinierte QDots (d=2,5nm,
Gewichtsverlust 14%) ca. 60 Liganden, fiir MPA-koordinierte QDots (d =4 nm,
Gewichtsverlust 23%) ca. 350 Liganden und fir TGA-koordinierte QDots (d =4,5 nm,
Gewichtsverlust 11%) ca. 450 Liganden berechnet werden. Diese Zahlen geben somit die
maximale Zahl an méglichen Epitopen an, die durch Kupplungsreaktionen auf die QDots

immobilisiert werden kénnen.

Neben der maximalen Ligandenzahl ist fiir eine Anwendung der QDots in biologischen
Systemen auch die Fluoreszenzquantenausbeute eine wichtige Grofle, weswegen diese
von ausgewahlten QDots ebenfalls bestimmt wurde. Die Bestimmung der
Fluoreszenzquantenausbeute erfolgte dabei mithilfe der vergleichenden Methode, die auf
Arbeiten von Williams et al.'*®! basiert (siehe Kapitel 6.1.8). So konnte durch eine
geeignete Wahl der Reaktionsparameter MUDA-koordinierte CdTe/ZnS-QDots
synthetisiert werden, die eine Fluoreszenzquantenausbeute von 18% besitzen. Dabei
zeigte sich, dass durch die mikrowellenunterstitzte Synthese im Vergleich zur

konventionellen Synthese héhere Quantenausbeuten erhalten werden konnten. Wahrend
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MHA- bzw. MPA-koordinierte CdTe/ZnS-QDots eher schlechtere Ausbeuten mit 5% (MHA)
und 10% (MPA) ergaben, wurde fiir TGA-koordinierte CdTe/ZnS-QDots im Rahmen dieser

Arbeit mit 35% die hdchste Quantenausbeute erhalten. Diese liegt somit im Bereich

[197]

literaturbekannter stark fluoreszierender QDots.

Abb. 50: Eine Auswahl der in der vorliegenden Arbeit durch den wassrigen Ansatz synthetisierten
Mercaptocarbonsaure-funktionalisierten Quantum Dots unter der UV-Lampe (A = 366 nm).

Durch geeignete Wahl der Reaktionsparameter fir die ,wassrigen Synthese” von
Mercaptocarbonsdure-koordinierten QDots, konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit
QDots mit PartikelgroBRen von 2,5-5nm erhalten werden, die eine enge
GrolRenverteilung besitzen und mit ihrer Fluoreszenz den sichtbaren Bereich des

Lichtspektrums abdecken kénnen (Abb. 50).

3.1.3 Synthese magnetischer Eisenoxidnanopartikel

Wie bereits im einleitenden Kapitel beschrieben (siehe 2.4.5), kdnnen magnetische
Eisenoxidnanopartikel durch Co-Prazipitation mit vergleichsweise einfacher Synthese und
guter Wasserloslichkeit erhalten werden. 14046l Wegen den vorhandenen Nachteilen, wie
z.B. einer breiteren Grofenverteilung, polykristallineren Partikeln und schlechtere

magnetische Eigenschaften,[2°4]

erfolgte keine direkte Synthese im wassrigen Medium,
sondern durch Zersetzung von Eisenprdkursoren in hoch siedenden organischen

Losungsmitteln.
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3.1.3.1 Synthese magnetischer Eisenoxidnanopartikel mit einer PartikelgroBe < 10 nm

Dazu wurde zur Synthese monodisperser Eisenoxid-Nanopartikel mit einem mittleren
Durchmesser <10 nm aufbauend auf den Arbeiten von S. Sun und H. Zeng®®' die
thermische Zersetzung von Eisenacetylacetonat [Fe(acac)s] in Anwesenheit des als
Reduktionsmittel fungierenden 1,2-Hexadecandiols und den Oberflichenliganden Olsiure
(OA) und Oleylamin in organischem Losungsmittel gewahlt (Abb. 51). Flr die Synthese
wurden 2 mmol Eisenacetylacetonat, 10 mmol 1,2-Hexadecandiol, 6 mmol OA und 6 mmol
Oleylamin in Benzylether geldst und unter Argon-Atmosphare zunachst 2,5 h auf 230 °C
und anschlieBend 1h auf 300°C erhitzt. Hierbei war das Arbeiten unter
Sauerstoffausschluss fir die Herstellung von Fe304-Nanopartikeln von essentieller
Bedeutung, da diese sehr oxidationsempfindlich sind und sonst bei einer Temperatur von
250 °C leicht durch Luftsauerstoff zu y—Fe,03 oxidiert werden kénnten. Erfolgt bereits bei
der Synthese eine oxidative Umwandlung von Magnetit in Maghemit lasst sich die
PartikelgroRe nicht mehr steuern und eine enge GroBenverteilung ist nicht mehr

[208] pje GroRRenverteilung kann zusatzlich durch das stufenweise Aufheizen

realisierbar.
und der damit verbundenen Trennung der Keimbildung (230°C) und dem
Partikelwachstum (300 °C) der Partikel kontrolliert werden.?! Nach dem Fillen und
mehrmaligen Waschen mit Ethanol wurde der Uberstand entfernt und der braunschwarze
Riickstand am Olpumpenvakuum getrocknet. Die so erhaltenen OA / Oleylamin-
koordinierten Eisenoxidnanopartikel wurden abschlieBend in einem unpolaren oder
schwach polaren Losungsmitteln, wie Hexan oder Toluol aufgenommen und bei 4°C im
Kihlschrank unter Schutzgasatmosphare gelagert.

Fiir die Steuerung der GroRe und Morphologie der erhaltenen Nanopartikel stellen das
Verhaltnis der Edukte, die metallorganischen Verbindungen, die entsprechenden Liganden
und das Suspensionsmittel wichtige Parameter dar. Auch die Reaktionszeit, -temperatur
und Dauer des Alterungsprozesses sind fiir die Synthese entscheidend. Zur Variation der
PartikelgroRe wurde aus diesem Grund weitere Synthesen mit unterschiedlichen
Verhaltnissen der eingesetzten Substanzen, sowie dem Austausch des Losungsmittels und

des Reduktionsmittels 1,2-Hexadecandiol gegen 1,2-Dodecanthiol durchgefiihrt (siehe

experimenteller Teil 6.2.5).
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1,2-Hexadecandiol,
Olsdure, Oleylamin _
Fe(acac), Benzylether 230 °C, @
2,5h-><300°C,1h

OA/Oleylamin-IONP

H,C(H,C),  (CH,),CO0"
@ = liganden: \—/
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Abb. 51: Reaktionsschema der Synthese Olsiure/Oleylamin-koordinierter Fe;0,-Nanopartikel mit einem
mittleren Durchmesser < 10 nm.

3.1.3.2 Synthese magnetischer Eisenoxidnanopartikel mit einer PartikelgroRe > 10 nm

Eisenoxidnanopartikel mit einem Durchmesser > 10 nm wurden in Anlehnung an eine
zweistufige Synthesevorschrift von Xu et al. hergestellt.?®® Dazu wurde Eisen(lll)chlorid
mit 3 Ag. Natriumoleat in einem Hexan / Ethanol / Wasser-Gemisch 4 h auf 65 C erhitzt

und anschlieBend zur Aufreinigung dreimal mit Wasser gewaschen.

1. Natriumoleat,

Hexan/EtOH/H,0,

65°C,4h

2. Olsdure, TOPO,

Dioctylether 100 °C,

1h->310-320°C,2,5h
TOPO/OA-IONP

FeCly

@

H;C(H,C), (CH,),CO0O
@® -~ =Lligand: —/

O=P(CgH;,)3

Abb. 52: Schematische Darstellung der Synthese von Eisenoxidnanopartikeln mit einem mittleren
Durchmesser > 10 nm.

Danach wurde der erhaltene Eisenoleat-Komplex zundchst mit OA und TOPO in
Dioctylether stufenweise auf 310-320°C erhitzt um mogliche Losemittelreste zu
entfernen. Dabei konnte ab Temperaturen, um die 280 °C eine pl6tzliche Farbanderung in
dunkelbraun beobachtet werden, was auf die Bildung der Eisenoxidnanopartikel

hindeutete. Die Reaktionsmischung wurde weitere 2,5 h bei 320 °C gehalten und dann
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schnell auf Raumtemperatur abgekuhlt. Durch Fdllen und Waschen mit Aceton, mit
anschlieBendem Trocknen am Olpumpen-vakuum konnten die Eisenoxidnanopartikel als
schwarzes Pulver erhalten werden. Zur Aufbewahrung wurden die Eisenoxidnanopartikel

in absolutem Chloroform gel6st (5 mg/mL) und bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

3.1.3.3 Charakterisierung und Vergleich der erhaltenen Eisenoxidnanopartikel

Wahrend eine Charakterisierung der Ligandenhiille der erhaltenen Eisenoxidnanopartikel
wegen den magnetischen Eigenschaften nur mit IR-Spektroskopie moglich war, wurden
zur Bestimmung der PartikelgroBe, der GroRendispersion und dem Agglomerationsgrad
der Partikel DLS-Messungen und TEM-Aufnahmen verwendet. Durch eine Variation der
literaturbekannten Synthese konnten 5-10nm groRe OA /Oleylamin koordinierte
Eisenoxidnanopartikel erhalten werden. Wahrend durch die Verwendung von 1,2-
Hexadecylamin als Reduktionsmittel, Diphenylether als Losungsmittel und zwei
Temperaturschritten bei 200 °C und 300 °C spharische Eisenoxidnanopartikel mit einem
mittleren Partikeldurchmesser von 4,3 + 0,8 nm erhalten werden konnten (Abb. 53 A),
ermoglichten der Wechsel des Losungsmittels (40 mL Octadecen) und ein zweiter
Temperaturschritt bei 310 °C das Wachstum von fast doppelt so grolRen sphérischen
Eisenoxidnanopartikeln (8,4 £ 0,3 nm, Abb. 53 B). Das Ersetzen des Reduktionsmittels
durch 1,2-Dodecandiol ergab 10,3 £ 0,5 nm grol3e kubische Eisenoxidnanopartikel (Abb. 53
C). Neben PartikelgroRe und —form unterscheiden sich die drei Synthesevarianten auch in
ihrer Dispersitdt. So nimmt diese von 4-5% bei den grofReren Partikeln deutlich bei den
kleineren Partikeln (11%) zu. Ebenfalls konnten wie in der Literatur beschrieben grof3e
(13,3 £0,4 nm) spahrische OA /TOPO-koordinierte Eisenoxidnanopartikel mithilfe des
Eisenoleat-Komplexes hergestellt werden (Abb. 53 D). Alle erhaltenen Kolloidlésungen
zeigten eine dunkelbraune bis schwarze Farbe, die einen Hinweis auf das Vorliegen von
Magnetit (Fes0,4) gibt. Nach langerer Lagerung (ca. 6 Monate und mehr) im Kiihlschrank
bei 4 °C verfarbte sich die Suspension zunehmend brdunlich. Dieses Phanomen lasst sich
durch zunehmende Oxidation des Magnetits zu Maghemit (y-Fe;03) erklaren. Um eine
genauere Aussage treffen zu kdnnen wurden Versuche zur Aufklarung der kristallinen
Natur der erhaltenen Eisenoxidnanopartikel direkt nach der Synthese mithilfe der

Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD) unternommen.
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Abb. 53: TEM Aufnahmen der aus den vorgestellten Synthesen erhaltenen Eisenoxidnanopartikel mit
mittleren Durchmessern von 4,3 £ 0,8 nm (d, =7 £ 1nm) (A); 8,4 +0,3 nm (d,, =11+ 2 nm) (B); 10,3+ 0,5 nm
(dy=13£3 nm)(C)und 13,3+ 0,4 nm (d,, =15 £ 2 nm) (D).

Dazu wurden die Partikel am Olpumpenvakuum getrocknet und als Pulver vermessen. Die
erhaltenen Diffraktogramme konnten zu keiner weiteren Klarung beitragen. Zwar deutete
die Position der Reflexe auf das Vorliegen von Eisenoxid in Form von Magnetit und / oder
Maghemit hin, aber durch die typischen Effekte (Reflexverbreiterung, Verschiebung der
Reflexlagen, Reflexverschmelzung), die in Pulverdiffraktogrammen kleiner nanokristalliner
Proben (Partikeldurchmesser < 10 nm) auftreten kdnnen und der dhnlichen Kristallstruktur
der beiden Phasen konnte keine eindeutige Unterscheidung getroffen werden.?%"
Deshalb ist fiir eine genaue Analyse in zukiinftigen Arbeiten neben einer Wiederholung
der XRD-Messungen die  Durchfihrung  weiterer = Messungen, wie  z.B.

Mossbauerspektroskopie notwendig.
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Abb. 54: Ergebnis der TGA-Messung fur 8 nm groRe OA / Oleylamin-koordinierter Eisenoxidnanopartikel.
Anhand des Gewichtsverlustes von 16% wurde eine Anzahl von 600 Liganden berechnet.

Die zur Bestimmung der Ligandenzahl eingesetzte thermogravimetrische Analyse ergab fiir
8 nm groRe OA / Oleylamin-koordinierte Eisenoxidnanopartikel einen Gewichtsverlust von
16% (Substanzmenge: 75,22 mg), d.h., dass ca. 600 Liganden auf der Partikeloberflache
immobilisiert sind (Abb. 54). Mit groBerem Partikeldurchmesser nimmt die Zahl der
immobilisierten  Liganden wie zu erwarten zu, sodass fir 10nm grolRe
Eisenoxidnanopartikel eine Ligandenzahl von 800 bestimmt werden konnte
(Gewichtsverlust 7% bei 7,53 mg Substanzmenge; Ergebnis der TGA-Messung nicht

gezeigt).
L AT

“

Abb. 55: Foto der magnetischen Eigenschaften der synthetisierten Eisenoxidnanopartikel.
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3.1.4 Fazit

Das erste Teilziel dieser Arbeit konnte durch die Synthese unterschiedlicher
Nanopartikelarten, die sich in ihrer PartikelgroBe und Ligandenhiille unterscheiden,
erreicht werden. Dabei gelang bei fast allen Synthesen eine enge PartikelgrofRenverteilung
(< 10%) zu erhalten, die durch unterschiedliche Charakterisierungsmethoden wie z.B.
TEM-Aufnahmen, DLS-Messungen und UV / Vis-Absorptionsspektren bestatigt werden
konnte. Durch geeignte Wahl der Syntheseparameter konnten so z.B. im Fall der
Edelmetall-nanopartikel 7 nm groBe DT-koordinierte Goldnanopartikel mit einer
Dispersitat <4% und 1100 immobilisierten Liganden erhalten werden. Zusatzlich
ermoglichte die Verwendung von Mercaptocarbonsduren als Stabilisatoren die
literaturbekannten Nachteile (Zunahme der GréRendispersitat, Variation der Partikelform)
der Turkevich-Methode fiir die Synthese groRerer Edelmetallnanopartikel (> 10 nm) zu
Uberwinden. Durch geeignete Wahl der Syntheseparameter konnten ebenfalls
magnetische Eisenoxidnanopartikel mit unterschiedlichen GroRen (5 —12 nm) hergestellt
werden, wahrend bei der direkten Synthese Mercaptocarbonsaure-koord.
Halbleiternanopartikel im wassrigen Medium durch die Variation der Reaktionszeit und
der Verwendung der Mikrowellensynthese das Absorptionsmaximum zu ldngeren
Wellenlangen verschoben werden konnten. Dies ermoglichte je nach verwendeten
Liganden die Synthese unterschiedlich groBer Halbleiternanopartikel (2,5-5nm) mit
genau einstellbaren Absorptionsmaxima und einer Fluoreszenzquantenausbeute von bis

zu 35%.
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3.2 Funktionalisierung der Nanopartikel

Die auf die Oberflache gebundenen, organischen Liganden bestimmen im Wesentlichen
die Eigenschaften der Nanopartikel wie z.B. die Stabilitat, das Loslichkeitsverhalten und
die chemische Reaktivitat. Bei der Synthese ist aber eine Ausriistung der Partikel mit einer
beliebigen Ligandenhiille oft nicht moglich, weil stark reduzierende Bedingungen und
mogliche Wechselwirkungen wahrend der Synthese diese beeinflussen kénnen. Diese
Einschrankungen der funktionellen Gruppen kdénnen durch Umfunktionalisierungen im
Anschluss an die Synthese umgangen werden, sodass theoretisch jede Funktionalitat auf

der Partikeloberflache immobilisiert werden kann.

Aus diesem Grund beschéftigt sich der zweite Teil der vorliegenden Arbeit mit der
Umfunktionalisierung der in Kapitel 3.1 vorgestellten Nanopartikel. Zu Beginn soll dabei
zunachst im folgenden Kapitel auf den Ligandenaustausch einfacher, sulfatierter und
heterobifunktioneller Liganden eingegangen werden, bevor in den anschlieRenden
Kapiteln die Immobilisierung verschiedener, bioaktiver Liganden auf die synthetisierten

Nanopartikel vorgestellt wird.

In den letzten Jahren konnten eine Reihe von Veroffentlichungen zeigen, dass auch
funktionalisierte Nanopartikel mit der Zeit ,altern“.?2% 5o kénnen lange Lagerungszeiten
zu Veranderungen in der GroRe, Morphologie, Zusammensetzung und Oberflachen-
funktionalitat fiihren. Dadurch kann es zu erheblichen Abweichungen in den erhaltenen
Ergebnissen kommen, weswegen in dieser Arbeit alle Reaktionen zur
Umfunktionalisierung und alle Biokompatibilitatstests, soweit mdglich, mit frisch

hergestellten Partikeln durchgefiihrt wurden.
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3.2.1 Ligandenaustauschreaktion mit sulfatierten oder heterobifunktionellen

Liganden

Beispiel fir eine Ligandenaustauschreaktion mit einem sulfatierten Liganden sind die in
dieser Arbeit verwendeten Natrium-11-Mercaptoundecanylsulfat (MUDS)-koordinierten
Nanopartikel. Diese wurden nach einer aus der Arbeitsgruppe bekannten Methode in
einer mehrstufigen Synthese hergestellt.ms] Zunachst wurde der komplette Ligand aus 11-
Bromoundecanol durch Sulfatierung der Alkoholfunktion mittels SO3-DMF-Komplex und
anschlieBender nukleophiler Substitution des Broms mit Kaliumthioacetat, gefolgt von
einer basischen Entschiitzung zum Thiol aufgebaut (Abb. 56 A). Danach wurde der
erhaltene Ligand in Abhangigkeit der Loslichkeit der verwendeten Nanopartikel im Ein-
oder Zweiphasensystem auf die jeweilige Nanopartikeloberfliche durch Liganden-

austauschreaktion immobilisiert (Abb. 56 B).

1. KSCOCH,, DMF,

A SO,-DMF- RT, 1h
Komplex, 2.0,1 M NaOH,
DMF, 24 h, RT
»24h, RT, 6 h
B M NoH —— > Br/\’\/]/\OSO3Na > HS/\’\/]/\OSO3Na
9 75% 5 42% 5
MUDS
B
CHCl, / H,0
RT,5h
@ s+ HS/\M/\OSO3Na —_— s oso
10 9
AuDT AuMUDS (DT)
H,0, RT, 5 h
C C>7N+ + HS/\’\/]/\OSO3Na - s oso;
9
AUDMAP O AuMUDS (DMAP)
H,0, RT, 5 h
C /kﬁ +H5/\i\/l/\050 Na—» /\’\/l/\oso3
AuCitrat AuMUDS (Citrat)

Abb. 56: A: Schematische Darstellung der Synthese von Natrium-11-Mercaptoundecanylsulfat (MUDS) durch
eine zweistufige Synthese; B: Darstellung des Reaktionsschemas der Immobilisierung von MUDS auf die
Partikeloberflache durch Ligandenaustausch mit DT-, DMAP- oder Citrat-koordinierten Goldnanopartikeln im
Ein-oder Zweiphasensystem.

Nach einigen Stunden fand ein vollstéandiger Austausch der Liganden statt, welcher bei

den DT-koordinierten Goldkolloiden sehr gut durch den vollstandigen Phasentransfer und
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den damit verbundenen Farbwechsel der organischen und der wadssrigen Phase
beobachtet werden konnte. Anschlielend wurde die wassrige Kolloidlésung zur
Aufreinigung und Abtrennung nicht gebundener Liganden und anderer Additive gegen
Millipore-Wasser dialysiert und abschlieBend auf die gewiinschte Konzentration
eingeengt. Vorteile der Dialyse gegeniiber dem Fallen in Lésung sind in diesem Fall neben
der milden Aufarbeitung und einfachen Anwendung, die Vermeidung einer Agglomeration
der Partikel. Allerdings steht der Probe wihrend der Dialyse ein groRer Uberschuss an
Lésungsvolumen gegeniiber, was zu einer Anderung der lonenstirke der Lésung oder der
Anzahl der gebundenen Liganden auf der Partikeloberflache fliihren kann. Es ist davon
auszugehen, dass es infolgedessen zu einer Abnahme der Stabilitdt der Partikel und somit

zu Agglomeration kommen kann, zumal die Trennung sich liber einen langeren Zeitraum

[211]

hinzieht, weswegen die Kolloidlésung wahrend der Dialyse stetig kontrolliert wurde.
0]
0 o 0 1. TMAH, H,0, o
o M RT,72 h %
Au o ++HS OH 2.4>Dialyse Au | s o
HO o 3Na ? gegen H,0 S
AuCitrat AuMUDA

Abb. 57: Schematische Darstellung der Ligandenaustauschreaktion von Citrat-koordinierten
Goldnanopartikeln (Partikeldurchmesser 14 nm oder 25 nm) mit 11-Mercaptoundecansaure (MUDA).

Eine weitere Moglichkeit die limitierende Funktionalitat der sich auf der Partikeloberflache
befindlichen Liganden zu veradndern, besteht im Ligandenaustausch mit heterobi-
funktionellen Liganden, wie z.B. den bereits angesprochenen Mercaptocarbonsduren. Im
Unterschied zur Variante der Immobilisierung auf die Partikeloberflache wahrend der
Synthese, kénnen durch Ligandenaustauschreaktionen Mercaptocarbonsaure-koordinierte
Partikel erhalten werden, die die PartikelgroRe und Dispersitdt der urspriinglich
synthetisierten Partikel beibehalten. So ist z.B. die Darstellung von MUDA-koordinierten
Goldnanopartikeln mit einem Durchmesser von 14 nm oder 25 nm moglich (Abb. 57). Die
Uberpriifung der Ligandenaustauschreaktionen wurde im Anschluss mit den bereits bei
der Nanopartikelsynthese vorgestellten Charakterisierungsmethoden durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass weder der Ligandenaustausch selbst noch der anschlieBende
Reinigungsschritt per Dialyse einen Einfluss auf die MUDA-koordinierten Goldnanopartikel

und deren Agglomerationsgrad besaflen (siehe Anhang Abb. 10). Hingegen zeigten die
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Absorptionsspektren nach dem Ligandenaustausch mit MUDS eine leichte Verbreiterung
der Absorptionsbanden (Abb. 58). Eine signifikante Anderung des Agglomerationsgrades
konnte aber durch TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen nicht nachgewiesen werden.
Auch verschiebt sich die Lage des Absorptionsmaximums nach dem Ligandenaustausch,
wie auch bei den Absorptionsspektren der Ausgangskolloide, mit steigendem
Partikeldurchmesser zu langeren Wellenlangen. Aufgrund der ahnlich verlaufenden
Funktionalisierungen und der groReren Dispersitat im Vergleich zu den anndhernd gleich
groRen DT-koordinierten Goldnanopartikeln, wurde auf weitere Umfunktionalisierungen
der DMAP-koordinierten Goldkolloide in dieser Arbeit verzichtet. Es sei aber darauf
hingewiesen, dass fur zukilinftige Arbeiten DMAP-koordinierte Goldkolloide einen
vielversprechenden Ansatzpunkt fiir die Immobilisierung von Liganden mit schwacheren
Bindungsaffinitditen darstellen. So sollten sie z.B. fir Umfunktionalisierungen mit

kurzkettigen Thiolliganden (MPA, MHA usw.) gut geeignet sein.

1,04
0,8 ¥ i

0,6 1

Absorption [AU]

0,4-

- - - - AUDMAP
q sosmeene = AuCitrat
6. AuMUDS (DT) I
*“7 ---- AuMUDS (DMAP) AT
T AuMUDS (Citrat) O
0,0
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Abb. 58: Normierte UV/Vis-Absorptionsspektren vor (schwarz) und nach (grau) dem Austausch mit MUDS.

Fiir biologische Abwendungen sind aber AuMUDA wegen ihrer Carboxylat-Funktion und
der geringen Aggregationsstabilitdt bei pH-Werten < 9 ungeeignet. Deswegen wurden die
unterschiedlich groRen sulfatierten AuMUDS als Kontrolle in einigen in dieser Arbeit

vorgestellten Untersuchungen zur Biokompatibilitat eingesetzt.
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3.2.2 Darstellung NHS-Aktivester koordinierter Edelmetallnanopartikel

Fir die Immobilisierung der in dieser Arbeit untersuchten potenziell biologisch-aktiven
Epitope auf die Partikeloberflaiche wurde neben der Mercaptoundecansaure als weiterer
heterobifunktioneller Ligand, ein Aktivester, gewahlt. Dabei muss der gewahlte Aktivester
besonders die Biokompatibilitdit der Nanopartikel fiir die spatere Anwendung in
biologischen Systemen durch seine vermittelnde Grundstabilitdit entscheidend
unterstiitzen. Unter Berlcksichtigung dieses limitierenden Faktors fir die Wahl des
Aktivesters wurde in dieser Arbeit fiir die Synthese eines N-Hydroxysuccinimidesters, 11-
Mercaptoundecansiure als Grundgeriist gewihlt,**>?*®! der neben der fir die Synthese
des Aktivesters notwendigen Carbonsdure-Funktion auch eine freie Thiol-Funktion zur
Anbindung auf die Goldoberflache besitzt. Obwohl mit mehrzdahnigen Thiolinkern
funktionalisierte Goldnanopartikel nahezu resistent gegen Ligandenaustauschreaktionen

2141 \wurde fiir die vorliegende Arbeit der

sind und eine deutlich hohere Stabilitat besitzen,[
einzahnige Ligand gewahlt. Dieser sollte aufgrund seines geringeren Platzbedarfs auf der
Partikeloberflache eine hohere Ligandendichte aufweisen.'”™ zusstzlich sorgt die lange
lineare Alkylkette fir eine hohe Stabilitdt der resultierenden Nanopartikel gegeniber

Aggregation und chemischer Zersetzung.

@)
0 0O DCC, CH,Cl, ©
N
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Abb. 59: Reaktionsschema der Darstellung des 11-Mercaptoundecansaure-N-hydroxysuccinimidesters
(MUDHSE).

Die Synthese des 11-Mercaptoundecansaure-N-hydroxysuccinimidesters (MUDHSE)
erfolgte durch die sogenannte Carbodiimid-Methode[216], bei der 1 Aq. MUDA mit 1,1 Aq.
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 1 Aq. N-Hydroxysuccinimid (NHS) in
Dichlormethan umgesetzt wurden (Abb. 59). Nach der Zugabe der Edukte wurde die
Reaktionslésung fir weitere 24 h gerihrt. Dabei wurde die Losung nach ca. 30 min

langsam triib. Nach 24 h wurde die Reaktionslosung filtriert, das Losungsmittel am
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Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand in DMF geldst. Die Charakterisierung
des Aktivesters mit 'H- und *C-NMR-Spektren und IR-Spektren zeigen neben den zu
erwartenden Signalen fiir den Aktivester auch Signale des Dicyclohexylharnstoffes, der als
Nebenprodukt gebildet wird. Das in der Arbeitsgruppe bekannte Problem des Entstehens
des Harnstoffes!*® kann anhand des Mechanismus der Veresterung erklart werden (Abb.
21).[216] DCC und MUDA reagieren zu einem O-Acylisoharnstoff. Daran greift im nachsten
Schritt das NHS nukleophil an und es bilden sich der dulRerst stabile Dicyclohexylharnstoff
und der gewiinschte Aktivester. Durch einfache Zwischenschritte gelang es in der
vorliegenden Arbeit die Nebenprodukte zu entfernen und die Ausbeute zu verbessern. Der
Dicyclohexylharnstoff kann durch Losen des Rohproduktes in Aceton abgetrennt werden,

sodass MUDHSE sauber und in guten Ausbeuten erhalten wird (62%).

Abb. 60: Mechanismus der Veresterung (nach [216])

Nach der Synthese erfolgte die Immobilisierung des Aktivesters auf die Oberflache der mit
DT-koordinierten Goldnanopartikel (d =7 nm) durch Ligandenaustauschreaktion unter
Zugabe des neuen Ligands im Uberschuss. Zu einer vorgelegten Lésung MUDHSE in
wasserfreiem DMF wurden unter starkem Rihren die Dodecanthiol-funktionalisierten
Goldnanopartikel, welche in Chloroform dispergiert waren, zugetropft. Kurz nach der
Partikelzugabe wurde ein GroRteil des Chloroforms mithilfe des Olpumpenvakuums
entfernt, um die Loslichkeit der Nanopartikel in absolutem DMF zu verbessern. Ein
vollstandiger Ligandenaustausch ist ohne das Entfernen des Chloroforms nicht méglich, da
es bei einem Losungsmittelgemisch aus DMF und Chloroform mit voranschreitender
Reaktionszeit zur Ausbildung von Agglomeraten kommt, die durch die Farbanderung der
Losung von rot nach blau sichtbar wird."®®! Nach einer Reaktionszeit von 24 h wurde die
Reaktionslésung abschlieBend zur Aufreinigung gegen DMF dialysiert. Es wurde eine klare,

rote Losung erhalten. Eine thermogravimetrische Analyse der MUDHSE koordinierten
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Goldnanopartikel zeigte eine Anbindung von 765 Aktivester-Liganden auf der
Partikeloberflaiche von 7 nm grolRen Goldpartikeln. Die Differenz zu der Anzahl der
Dodecanthiol-Liganden (1550) kann durch den hoheren sterischen Anspruch der neuen
Liganden erklart werden (Rechnung zur Ligandenanzahl siehe 6.1.7).

1. CHCI;/DMF,
30 min, RT

(0]
0] 0]
/\H/ N 2. DMF, 18 h, RT N
S + HS o 3. Dialyse S o)
10 : 9 o)
gegen DMF
AuDT AuMUDHSE
0 1. Hexan/DMF, 0
0] 30 min, RT 0
2. DMF, 18 h, RT N
Ag SAH/ + HS/\P%J\O’N 3 Dialvee > Ag S%O’
10 9 ey 9 0
0 gegen DMF

AgDT AgMUDHSE

Abb. 61: Schematische Darstellung der Synthese von MUDHSE-funktionalisierten Gold-und
Silbernanopartikeln.

Analog zu der Immobilisierung des Aktivesters auf die Goldoberflache erfolgte der
Ligandenaustausch mit den Dodecanthiol-funktionalisierten Silbernanopartikeln. Dazu
wurde erneut der Aktivester, gelost in absolutem DMF, vorgelegt und mit den in Hexan
dispergierten Silbernanopartikeln versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur in abs.
DMF gertihrt. Nach Aufreinigung der Partikelldsung durch Dialyse gegen DMF erfolgte die

Uberfiihrung der Partikel in wasserfreies DMF fiir anschlieRende Kupplungsreaktionen.

) I

Ergebnis der DLS-Messung Ergebnis der DLS-Messung
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Abb. 62: TEM-Aufnahmen und Ergebnisse der DLS-Messungen von 3,5 nm groBen AuUMUDHSE (A), 7 nm
groRen AUMUDHSE (B) und 5 nm groRen AgMUDHSE (C).
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Die Charakterisierung der Nanopartikel nach dem Ligandenaustausch erfolgte mittels ‘H-
NMR- und IR-Spektren, TEM-Aufnahmen, DLS-Messungen und UV /Vis-Absorptions-
spektren. In den NMR-und IR-Spektren sind ausschlieflich die fir MUDHSE zu
erwartenden Signale zusehen, sodass man von einem vollstandigen Ligandenaustausch
ausgehen kann. Es ist keine Veranderung des Partikeldurchmessers, der Dispersitat oder
des Agglomerations-grades nach dem Ligandenaustausch an den Edelmetallnanopartikeln

sichtbar.

Die erhaltenen NHS-Aktivester koordinierten Gold- und Silbernanopartikel kénnen als
Ausgangssubstanzen fir die Immobilisierung verschiedener moglicher Selektin-bindender
Liganden genutzt werden. Bei dieser als Reaktion an der Ligandenperipherie bezeichneten
Umfunktionalisierung reagiert die Aktivesterfunktion durch Ausbildung einer kovalenten
Bindung unter milden Bedingungen mit dem neuen Liganden. Dabei muss darauf geachtet
werden, dass die Umsetzung der aus dem Ligandenaustausch erhaltenen Aktivester-
funktionalisierten Nanopartikel schnell im Anschluss an deren Synthese erfolgt, weil es bei
langerem Stehen in nicht absolutiertem DMF zu einer Hydrolyse der Aktivesterfunktion
zur Carbonsaure kommen kann. Zudem sind diese Kolloide nicht elektrostatisch stabilisiert
und somit aggregationsanfallig. Diese Anfalligkeit flr Aggregationen erschwert auch die
Uberfihrung der Partikel in absolutes DMF nach der Dialyse, welches fiir spitere

Reaktionen notwendig ist.

3.2.3 Ligandenaustauschreaktionen mit Quantum Dots

3.2.3.1 Immobilisierung der Liganden MUDA und MUDS

Neben Ligandenaustauschreaktionen an Edelmetallnanopartikeln  wurden auch
Experimente zur Immobilisierung neuer Liganden auf CdSe/ZnS- und CdTe/ZnS- QDots des
organischen Losungsmittelansatzes durchgefiihrt. Die aus der Synthese erhaltenen QDots
sind bedingt durch ihre Darstellungsmethoden durch die Oberflachen-aktiven Liganden
TOPO, HDA und TOP stabilisiert, die an die Oberflache der Partikel koordinieren. Die
unpolaren Alkyl-Endgruppen dieser Liganden bewirken jedoch, dass die Nanopartikel in

dieser Form zunachst nur in organischen und nicht in polaren, wassrigen Medien |6slich
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sind. Um die Partikel physiologisch nutzen zu kénnen, missen die vorhandenen Liganden
durch neue, hydrophile Liganden ausgetauscht und in ein wassriges Medium Uberfihrt

werden.?”!

Deshalb erfolgte der Austausch mit den bereits bei den Edelmetallnanopartikel
verwendeten Liganden MUDA bzw. MUDS an den QDots unter Schutzgasatmosphare im
Zweiphasensystem mit absolutem Chloroform und entgastem Wasser. Dazu wurden die in
organischen Losungsmitteln dispergierten QDots mit MUDA bzw. MUDS versetzt und ca.
2 h gerlihrt, bis der Phasentransfer vollstandig erfolgte. Zur Aufreinigung wurden die
Partikel gefallt, zentrifugiert und gewaschen. AbschlieBend wurde das restliche
Lésungsmittel am Olpumpenvakuum entfernt und die QDots in entgastem Wasser

aufgenommen und unter Schutzgasatmosphare aufbewahrt.

S MU
CdSe O:P\/\/\/\/ —> CdSe S/\[\/]/Q\OSOE,"
7nS \/\/\/\/ HZO/CHC|3; 7nS
RT, 2,5h

CdSe/ZnS/TOPO CdSe/ZnS/MUDS
/\/\/\/\ MUDA Q
CdSe O=P{_~ o~ — CdSe Swo_
ZnS \/\/\/\/ H,0/CHCl, ZnS
RT,2h
CdSe/ZnS/TOPO CdSe/ZnS/MUDA
1. MUDA, CHCl,,
/\/\/\/\ RT, 2 h
O:P\/\/\/\/ -
\/\/\/\/ 2. H,0, TMAH
RT,12h
CdTe/ZnS/TOPO CdTe/ZnS/MUDA

Abb. 63.:Schematische Darstellung der Synthese von MUDS- oder MUDA-koordinierten CdSe/ZnS- und
CdTe/ZnS-QDots durch Ligandenaustauschreaktionen.

Zwar waren die QDots in Wasser 16slich, doch ob der Ligandenaustausch mit MUDA und
MUDS vollstiandig erfolgte konnte nicht mit Sicherheit bestimmt werden, da im
Protonenspektrum der modifizierten Partikel nach dem Ligandenaustausch neben den

Signalen fir MUDA und MUDS auch TOPO Signale identifiziert werden konnten. Es ist
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deshalb nicht auszuschlieBen, dass der Ligandenaustausch unvollstandig verlaufen und

TOPO noch partiell gebunden war.

5000
/ N
/ \
40004 !\ == = cdse/znS/TOPO/HDA
/ “ ——— CdSe/ZnS/MUDS
I' !
=) ] \
2 3000 / \
5 / \\
2 2000 ' '
el - !
£ 1 \\
Ll ; <
1 \\
1000 - / \
/ \
// Ss o
- 4 T~ R o
O n . 402 ——
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Wellenlange [nm]

Abb. 64: Emissionsspektren der CdSe/ZnS-QDots vor (gestrichelte Linie) und nach (durchgezogene Linie)
dem Ligandenaustausch mit MUDS.

Auffallend war bei allen Proben nach dem Ligandenaustausch eine starke Abnahme der
Fluoreszenz nach der Aufarbeitung der QDots (Abb. 64). AuBerdem konnte festgestellt
werden, dass grolRere rot lumineszierende Partikel nicht fiir Ligandenaustauschreaktionen
geeignet waren, da durch Agglomeration die Lumineszenz stets komplett verloren ging.
Die Abnahme bis hin zum kompletten Verlust der Fluoreszenz der CdSe-QDots nach
Austauschreaktionen gegen Thiol-Liganden ist ein literaturbekanntes Problem und wird
unter anderem durch die Position des Valenzbandes relativ zum Redox-Niveaus der Thiol-
Molekiile begrijndet.[m] Die mit dem Ligandenaustausch einhergehende Agglomeration
der Partikel kann durch eine geringere Stabilitat im wassrigen Medium erklart werden. 2!
Sowohl! die Atome der Partikeloberflache als auch die Thiolgruppen der Liganden kénnen
in Wasser oxidiert werden, was eine Desorption der Liganden und somit eine

Agglomeration der Partikel zur Folge hat.[22%!
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3.2.3.2 Immobilisierung des Aktivesters MUDHSE auf die Quantum Dots

Der Ligandenaustausch gegen den Aktivester MUDHSE mit TOPO/HDA-funktionalisierten
Quantum Dots erfolgte hingegen im Einphasensystem in absolutem Toluol. Die Triebkraft
des Austausches ist hierbei dahnlich wie bei den Gold- und Silbernanopartikeln die im
Vergleich zur Phosphin-Gruppe hohere Affinitat der Thiole zur Cd-Oberflache, sodass ein

vollstandiger Austausch der Liganden moglich sein sollte.??!]

1. MUDHSE,
Toluol, RT, (0]
/\/\/\/\ 12h Q
cdse 0=P__~~_ MM (| cdse S/M%O’N
ZnS \/\/\/\/ ZnS 0
CdSe/ZnS/TOPO CdSe/ZnS/MUDHSE
1. MUDHSE,
Toluol, RT, 0
12 h o]
2. MeOH F /\l\/lk N
> € /S 5 (0}
(0]
CdSe/ZnS/MUDHSE

CdTe/ZnS/TOPO

Abb. 65: Schematische Darstellung der Synthese von MUDHSE-koordinierten CdSe/ZnS- und CdTe/ZnS-
Quantum Dots durch Ligandenaustauschreaktion

Dazu wurden die in Toluol gelosten QDots unter Schutzgasatmosphare vorgelegt und mit
MUDHSE im Uberschuss versetzt. Im Unterschied zur Immobilisierung von MUDHSE-auf
Edelmetallnanopartikeln ist die Aufreinigung durch Dialyse wegen der Empfindlichkeit der
Partikel gegeniliber Sauerstoff in diesem Fall nicht moglich, weswegen nach einer
Reaktionszeit von 12 h die Partikel zur Aufreinigung mit absolutem Methanol gefallt
wurden. TEM-Aufnahmen der erhaltenen MUDHSE-funktionalisierten CdSe/ZnS-QDots
(Abb. 66) zeigen spharische Partikel mit einem durchschnittlichen Partikeldurchmesser
von 6 nm. Dies wird durch das aus den UV / Vis-Spektren erhaltene Absorptionsmaximum
bei Amax =592 nm bestatigt. Von den MUDHSE funktionalisierten CdTe/ZnS-Partikeln
konnte keine auswertbaren TEM-Aufnahmen erhalten werden, weshalb sie hier nicht

aufgefihrt werden.
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Die Charakterisierung der Ligandenhiille zeigte, dass analog zur Umfunktionalisierung mit
MUDA und MUDS ein vollstandiger Ligandenaustausch mit dem NHS-Aktivester auf der
Partikeloberflache der im organischen Losungsmittel suspendierten QDots nicht realisiert
werden konnte. Dies wird an TOPO-Signalen in den NMR-Spektren deutlich. In zukiinftigen
Arbeiten missen deshalb weitere Untersuchungen zu den Reaktionsbedingungen fir

einen vollstandigen Ligandenaustausch mit dem Aktivester durchgefiihrt werden.

Abb. 66: TEM-Aufnahme der MUDHSE-funktionalisierten CdSe/ZnS-QDots. Das eingefiigte Foto zeigt die
QDots-Lésung unter UV-Licht (A = 366 nm).

3.2.4 Darstellung von Thiosulfonsaure-koordinierten Nanopartikeln

Fir die Untersuchungen zur Biokompatibilitdt sollen neben MUDS-koordinierte
Nanopartikel weitere einfache Strukturen als Kontrollen verwendet werden, weswegen im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erste Versuche zur Immobilisierung von
Thiosulfonsduren  auf  unterschiedliche = Nanopartikel  durchgefihrt  wurden.
Thiosulfonsauren sind im Unterschied auch bei niedrigeren pH-Werten stabil und stellen
deshalb weitere interessante Liganden fir Austauschreaktionen dar. Analog zur
Darstellung von AuMUDS erfolgte die Immobilisierung der Thiosulfonsdure Natrium-3-
Mercaptopropansulfonat  (MPSA)  durch  Ligandenaustausch mit AuDT im
Zweiphasensystem (Abb. 67). In Anhang Abb. 10 ist das Absorptionsspektrum der MPSA-
koordinierten Goldkolloide gezeigt. Bedingt durch den Ligandenaustausch nimmt die

Breite der Absorptionsbande ebenfalls leicht zu. Durch die bereits mit MUDS und MUDA
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erhaltenen Ergebnisse zum Ligandenaustausch mit QDots konnte eine vollstandige
Immobilisierung mit der beschriebenen Methode nicht sichergestellt werden, weswegen
zur Immobilisierung von MPSA auf CdTe-QDots die in Kapitel 3.1.2.2 vorgestellte
mikrowellenunterstiitzte Synthese verwendet wurde. Dazu wurde MPSA anstelle einer
Mercaptocarbonsdaure wahrend der Synthese der wassrigen QDots zugesetzt (analoge
Durchfiihrung der beschriebenen Synthese in Abb. 47). Auf diesen Synheseweg konnten
3 nm groRe QDots erhalten werden, die ein Absorptionsmaximum bei 545 nm besitzen

und somit unter der UV-Lampe orange fluoreszieren (siehe 6.2.6.5.2).

CHCl, / H,0
TMAH, RT, 5 h
s/\[v]/ * HS”"Vs0,Na > S50,
10
AuDT AuMPSA

Abb. 67: Schematische Darstellung der Synthese von Natrium-3-Mercaptopropansulfonat-funktionalisierten
Goldnanopartikel durch Ligandenaustauschreaktion mit AuDT im Zweiphasensystem.

3.2.5 Ligandenaustauschreaktionen an magnetischen Eisenoxidnanopartikeln

Fiir eine weitere Verwendung mussten auch die aus der Synthese erhaltenen
Oleylamin / OA bzw. OA / TOPO-koordinierten, magnetischen Eisenoxidnanopartikel durch
Liganden-austauschreaktion wasserl6slich, biokompatibel und funktionalisierbar gemacht
werden. In der Literatur sind dazu unterschiedliche Methoden unter Verwendung
verschiedener monomerer Liganden, wie z.B. Dimercaptobernsteinsdure, Dopamin oder
Proteinen, bekannt.!??%?2224  Dapei ist die Oberflachenmodifizierung  mit
Dimercaptobernsteinsdure (DMSA) fir diese Arbeit von besonderem Interesse. DMSA
kann Uber die Carboxylatgruppen an der Partikeloberflaiche binden, wahrend die zwei
Thiolgruppen oxidiert werden und zur Ausbildung intermolekularer Disulfide fihren
konnen. Dadurch werden die Partikelkerne durch eine kafigartige Struktur der Liganden
stabilisiert. Ein weiterer Vorteil des DMSA ist, dass die zweite Carboxylatgruppe Solvent

exponiert vorliegt und fir Kupplungsreaktionen verwendet werden kann. 22422

! [226]

Aufbauend auf literaturbekannten Synthesevorschriften von Mejias et a und Kim et

al'**”" wurde in der vorliegenden Arbeit der Ligandenaustausch auf den Eisenoxid-

nanopartikeln mit DMSA durch Umsetzung in DMSO / Toluol durchgefiihrt.
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OH N
o) S
—> OH
1. DMSO / Toluol, o
(0]

RT,72h S

EtOH, H,0 ‘
IONP-OA/OIeyIamin IONP-DMSA

Abb. 68: Schematische Darstellung des Ligandenaustausches mit DMSA. Gestrichelte Linien geben die
intermolekularen Disulfidbindungen an, die die Liganden den Kern wie einen Kafig umschlieBen lassen.

Dazu wurde im ersten Schritt die OA/Oleylamin bzw. OA/TOPO funktionalisierten
Eisenoxidnanopartikel in Toluol geldst und dann mit einer 0,2 M DMSA-L6sung in DMSO
versetzt (Abb. 68). Die Reaktionslésung wurde 72 h bei RT geriihrt, bevor sie mit Ethanol
gefallt und gewaschen wurde. Die erhaltenen DMSA-funktionalisierten Eisenoxid-
nanopartikel wurden in Millipore-Wasser aufgenommen, diese kdnnen aber auch als
Feststoff isoliert werden. Eine weitere Mdoglichkeit hydrophobe Eisenoxidnanopartikel ins
wassrige Medium zu Uberflhren, besteht durch Ligandenaustausch mit Ponmeren.[m]
Dazu wurden als neue Liganden die Polymere Polyethylenimin (PEI) und Polyacrylsdure
(PAA) gewahlt. Diese wurden in DMSO gelost, zur Eisenoxidnanopartikel-Lésung gegeben

und 72 h bei Raumtemperatur gerihrt (Abb. 69). Zur Aufreinigung wurden die Partikel

gefallt und anschliefend in Millipore-Wasser aufgenommen.

IONP-OA/Oleylamin
IONP-PAA IONP-PEI

Abb. 69: Schematische Dartsellung des Ligandenaustausches der Eisenoxidnanopartikel mit Polymeren (nach
[228]
).

Obwohl der vollstandige Ligandenaustausch mit den Polymeren und DMSA anhand der
Loslichkeit in Wasser sichtbar war, wurde die Ligandenhiille anhand IR-Spektroskopie

Uberpruft.
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Eine Charakterisierung mit NMR-Spektroskopie war aufgrund der magnetischen
Eigenschaften der Eisenoxidnanopartikel nicht méglich. In Abb. 70 sind die IR-Spektren vor
(blau) und nach (schwarz) dem Ligandenaustausch gezeigt. Das IR-Spektrum der aus der
Synthese erhaltenen hydrophoben Nanopartikel weist neben den typischen Alkylgruppen-
Schwingungen der Olsdure und des Oleylamins bei ca. 2900 cm™ eine intensivere Bande
bei 1421 cm™ auf. Sie ist der Carboxylgruppe der Olsdure zuzuordnen. Nach dem
Ligandenaustausch gleicht das Spektrum dem des reinen DMSA. Es ist daher davon
auszugehen, dass der Ligandenaustausch nahezu quantitativ verlaufen ist. So kdnnen die
bei 1590 cm™ und 1380 cm™ auftauchenden Banden im IR-Spektrum der DMSA-
koordinierten Partikel der asymmetrischen und symmetrischen C=0 Valenzschwingung
der Carboxylgruppe zugeordnet werden und bestatigen den Ligandenaustausch. Anhand
von TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen konnte kein Einfluss des Ligandenaustauschs

auf die Partikel festgestellt werden.
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Abb. 70: IR-Spektren der Eisenoxidnanopartikel vor (blau) und nach (schwarz) dem Ligandenaustausch mit
DMSA.
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3.2.6 Fazit

Kurz zusammengefasst, wurden in diesem Kapitel erste Umfunktionalisierungen auf der
Partikeloberflaiche der aus dem ersten Teil der Arbeit erhaltenen Nanopartikel
durchgefiihrt. So konnen durch Ligandenaustauschreaktion nach der Synthese eine
Vielzahl von neuen Liganden auf der Partikeloberfliche immobilisiert werden, die wegen
der Synthesebedingungen sonst nicht multivalent prasentiert werden konnten. Fir die
Goldnanopartikel wurden einfache sulfatierte, sulfonierte und heterobifunktionelle
Liganden vorgestellt. Diese wurden in den weiteren Projekten als Ausgangssubstanzen fir
Reaktionen an der Ligandenperipherie bzw. als Kontrollsubstanzen in den Bio-
kompatibilitatstests verwendet. Bei dem Ligandenaustausch mit den QDots aus dem
organischen Losungsmittelansatz konnte anhand der NMR-Spektren kein vollstandiger
Ligandenaustausch nachgewiesen werden. Deshalb wurden alle Kupplungsreaktionen in
den weiteren Projekten mit QDots aus dem wassrigen Ansatz durchgefiihrt. Zusatzlich
wurden Umfunktionalisierungen der Eisenoxidnanopartikel mit DMSA und zwei Polymeren
vorgestellt, um diese ins wassrige Medium zu Uberfihren. In den folgenden Kapiteln
werden unterschiedliche bioaktive Liganden und deren Immobilisierung auf die

unterschiedlichen Partikel vorgestellt.

Die durch die Umfunktionalisierung erhaltenen MUDA-koordinierten Goldkolloide
erganzen die aus der Synthese erhaltenen Mercaptocarbonsdure-funktionalisierten
Partikel (siehe Abschnitt 3.1.1.1 und Abb. 25), um weitere PartikelgroBen. Diese wurden
bei diversen Kupplungsreaktionen zur multivalenten Prasentation verschiedener Epitope
eingesetzt. AUMUDA und AuMUDS zeigen beide wegen ihrer terminalen Carboxylat- bzw.

Sulfat-Funktion selektinbindende Eigenschaften.“es]
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3.3 Multivalente Prasentation von MUC1-Glycopeptid-Vakzinen auf

Goldnanopartikeln

In diesem Kapitel werden Glycopeptid-koordinierte Goldnanopartikel behandelt, die als
mogliche tumorassoziierte Antigen-Analoga zur Entwicklung von Krebsvakzinen bzw. als
selektive Tumormarker dienen kdnnten. Im Rahmen eines Kooperationsprojektes wurden
von Sebastian Hartmann vom Institut flir Organische Chemie der Johannes Gutenberg-

229 und erste

Universitat Mainz verschiedene Mucin-ahnliche Glycopeptide synthetisier
Untersuchungen zur Immobilisierung dieser Glycopeptide auf Goldnanopartikeln in einer
vorangegangenen Arbeit durchgefijhrt.[23°] Im Zuge der vorliegenden Arbeit lag das
Augenmerk auf der Durchfiihrung immunologischer Tests und der Entwicklung neuer
Nachweismethoden fiir die Biokompatibilitit der erhaltenen Glycopeptid-
Goldnanopartikel Konjugate. Dieses Kapitel ist deshalb wie folgt gegliedert: Zuerst wird
eine kurze Einleitung in das Thema der tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigen-Analoga
gegeben. Daran schlielt sich die Synthese der Glykopeptide, die Immobilisierung dieser
synthetisierten Glykopeptide auf Goldnanopartikel und deren Charakterisierung an.

AbschlieBend werden die Ergebnisse der einzelnen immunologischen Tests genauer

vorgestellt.

3.3.1 Multivalente Prasentation von synthetischen Vakzinen fiir die Verwendung in

der aktiven Immunotherapie

Die aktive Immuntherapie mithilfe spezifischer Tumorvakzine, die auf den
unterschiedlichen Glykosylierungsmustern von gesunden und malignen Zellen beruhen, ist
eine vielversprechende Alternative zu den konventionellen Behandlungsmethoden.[148’231]
Die Verwendung von synthetischen Vakzinen wiirde dabei das Immunsystem nicht nur fir
den spezifischen Angriff maligner Zellen aktivieren, sondern auch eine vielversprechende
Moglichkeit er6ffnen, um primare und sekundare Metastasen anzugreifen.[m] Zusatzlich
ist eine Art immunologisches Langzeitgeddchtnis gegen die Bildung neuer Krebs-

erkrankungen méglich.[m] Zur Aktivierung des Immunsystems gegen Tumorzellen ware

eine Vakzinierung mit entsprechenden Antigenen, die fiir Tumorzellen spezifisch sind
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(tumorassoziierte Antigene, kurz: TACA), nétig.[233'234] Zur gezielten Unterscheidung von
Krebszellen und gesunden Zellen lassen sich deshalb geeignete an der Zelloberflache
exprimierte Glycoproteine heranziehen, deren Glykosylierungsmuster bei malignen Zellen
erkennbar verandert sind. Die im einleitenden Kapitel vorgestellten Mucine (siehe Kapitel
2.6.3) sind prominente Beispiele fiir eine derartige Erkennungsstruktur.[152’235] Obwohl
einige mucinartige Glycoproteine, die mit unterschiedlichen TACA Seitenketten bestiickt
sind, erfolgreich als Vakzin-Prototypen in den letzten Jahren entwickelt wurden, ¢!
besitzen sie den Nachteil, dass ihr gezielter Angriff oftmals durch eine begrenzte
metabolische Stabilitdt, eine schlechte Immunogenitat und immunsuppressive
Mechanismen verhindert wird.>” Fir den erfolgreichen Einsatz dieser Strukturen in
einem Tumorimpfstoff muss daher eine zusatzliche Anbindung des MUC1-Fragments an
ein stark immunogenes Transportprotein oder eine entsprechende Peptidsequenz daraus

[153,238]

erfolgen. Zusatzlich wadre ein weiterer vielversprechender Ansatz durch die

multivalente Prasentation der einzelnen Glycopeptidsequenzen auf einem geeigneten

[239] [240] [241]

Tragermaterial wie z.B. Peptidtemplaten, Dendrimeren, Liposomen oder

bioaktiven Nanopartikeln die humorale Immunantwort zu verstarken. Dabei zeigen erste
erfolgreiche Studien das groRe Potenzial MUC1-Glycopeptid-funktionalisierter
Nanopartikel in der Prdsentation von Tumor—impfstoffen.[242] So gelang Nuhn et. al.
kiirzlich die Synthese nanoskaliger, auf Polymeren basierender Glycopeptid-Vakzine, die

[243]

eine signifikante Immunantwort in Mausen hervorrufen koénnen. Wegen ihrer

einfachen Synthese, dem Mangel an Immunogenitat, ihrer hohen Stabilitdt und niedrigen
Toxizitat sowie dem bemerkenswert hohen Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis, eignen
sich auch Goldnanopartikel als Tragermaterialien fir die multivalente Prdsentation von

[244]

Vakzinen. Deswegen wurden sie in diesem Projekt als Tragermaterial flir die

multivalente Prasentation der neu-synthetisierten MUC1-Glycopeptid Antigene gewahlt.

3.3.2 Synthese und Immobilisierung der Glycopeptide

Die fir die Synthese der Glycopeptide benétigten Bausteine wie Abstandhalter

)[240,245] [246)

(Spacer und Ty-Antigen wurden ausgehend von literaturbekannten
mehrstufigen Synthesen von Sebastian Hartmann einzeln hergestellt und dann Uber die

Festphasenpeptidsynthese (SPPS) zum Glycopeptid komplettiert.[247'248] Dabei sollte neben
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der spateren einfachen Maglichkeit Gber Amidbindungskniipfung anhand der primaren
Aminofunktion des Spacers die Glycopeptide auf der Partikeloberflache zu immobilisieren,
der gewahlte Spacer ebenfalls flir die Flexibilitdit und einen ausreichenden Abstand

zwischen Nanopartikel und dem Glycopeptid garantieren.

AcO OAc
AcO &
AcHNO FmOC/N
B s SUSER
FmocHN OH 35 0o o
(0]
Ty-Antigen Baustein PEG-Spacer Fmoc-Pro-Trt-Tentagel-Harz

Entschitzung: Piperidin/ NMP

Kupplung: HBTU, HOB, DIPEA, DMF
oder HATU, HOAt, NMM, NMB

Capping: HOBt, Ac,0, DIPEA, NMP

Abspaltung: TFA/TIS/H,0 (10:1:1)

O v PN O/ (e}
g N\\/NH
0 Deacetylierung:

2 82% | NaOMe, MeOH

o) pH 10, 18 h, RT

Abb. 71: Schematische Darstellung der Glycopeptide durch Festphasenpeptidsynthese. (in Anlehnung an
248]). NMIP = N-Methyl-2-pyrrolidon, HBTU = 2-(1H-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3-tetramethyluronium- hexafluor-
phosphat, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, DIPEA = N,N-Diisopropylethylamin, HATU = O-(7-Azabenzotriazol-
1-yl)-N,N, N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat, HOAt = 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol, NMM = N-
Methylmorpholin, TIS = Triisopropylsilan.

Fir die nach der Fmoc-Strategie erfolgende Festphasenpeptidsynthese diente als feste
Phase ein Uber einen saurelabilen Trityl-Linker mit der Startaminosdure Fmoc-L-Prolin
beladenes Tentagel-Harz. Um storende Wechselwirkungen zwischen den wachsenden
Peptidstrangen zu vermeiden, wurden fir die Synthese niedrig beladene Harze (0,22-
0,24 nmol/g) verwendet und alle nicht an der Kupplung beteiligten funktionellen Gruppen

geschitzt. Der Aufbau der Peptidsequenz erfolgte dann in iterativen Schritten, wofiir als
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Kupplungsreagenzien fiir die Anbindung der geschutzten Aminosdauren HBTU/HOBt und
die Hilinigs-Base N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) eingesetzt wurden. Fir die Kupplung
des sterisch anspruchsvollen Ty-Antigenbausteins wurden hingegen die reaktiveren
Kupplungsreagenzien HATU und HOAt in Kombination mit N-Methylmorpholin (NMM)
angewendet. Die Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen sowie die Abspaltung vom
Harz nach der Synthese erfolgte in einem Schritt durch Gemisch aus
Trifluoressigsaure / Wasser / Triisopropylsilan (10:1:1). AbschlieRend erfolgte die
Deacetylierung der Glycopeptide nach Zemplén et al. mittels Alkalimethanolat-Losung in

absolutem Methanol.?*!

Ho PH
=2
HOAcHNO
N 0 ) ) o
(U\N\')LNJ\’(N\)LN/\H/N\.)LN N\)J\NJ\WN OH
o N i "o A Ho,/, Ho o
N HO
g NS NH
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N H o o N N H o
H N H 2 ANy o © N N A
N o © ¢ H \__J(N 3 o : H N
HO Y COOH O = HO™\ 4
NH) COOH
HN AN H2NJ<
NH = N
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o O NH
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HO?HU/‘E)J NH GP-02
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N\ H
< o)
ks O/\/O\/\O/\/NH2

Abb. 72: Strukturen der fir dieses Kooperationsprojekt synthetisierten Glycopeptide Amino-4,7,10-
trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galacto-
pyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolin (GP-01) und Amino-4,7,10-trioxadodecanylamido-N-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-
L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-
prolin(GP-02).

Auf diese Weise wurde das in Abb. 72 gezeigten Nonapeptidkonjugat (GP-01) und das
Eicosapeptidkonjugat (GP-02) mit enthaltenem Ty-Antigen und PEG-Spacer aufgebaut.
Wahrend das kurzkettige Glycopeptid GP-01 als Testsubstanz fiir die Immobilisierung und
spater als Negativkontrolle flir die immunologischen Tests dienen sollte, handelt es sich

bei dem Glycopeptid GP-02 um eine MUC1-Partialstruktur mit vollstandiger,
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20 Aminosauren umfassender Tg-Domane, die somit eine immunologische Aktivitat zeigen

sollte.

Die erhaltenen Glycopeptide wurden im nachsten Schritt auf Goldnanopartikel gebunden.
Aus den bereits im Kapitel 3.2 genannten Griinden erfolgte die Umsetzung der
Glycopeptide mit frisch hergestellten 7 nm groBen MUDHSE-funktionalisierten
Goldnanopartikeln. Dazu wurde bei Raumtemperatur und unter starkem Rihren das in
wasserfreiem DMF geloste Glycopeptid GP-01 zu den ebenfalls in absolutem DMF
geldsten Aktivester-koordinierten Goldkolloiden gegeben und 18 h geriihrt. Die primare
Aminfunktion an der Spacereinheit reagierte dabei mit der NHS-Aktivesterfunktion,
wodurch es zur Ausbildung einer stabilen Amidbindung zwischen dem Glycopeptid und
dem kovalent an die Goldnanopartikel gebundenen Alkylthiol-Linker kam (Abb. 73
Syntheseweg B). Als Losungsmittel eignet sich absolutes DMF fiir die Immobilisierung gut,
weil sich zum einen die Aktivester-funktionalisierten Goldnanopartikeln gut darin l6sen
und zum anderen DMF selektiv nur Kationen solvatisiert und dadurch die Nukleophilie des
Anions in der nukleophilen Substitution steigert.[zso] Das erhaltene Produkt wurde durch
mehrmalige Dialyse gegen DMF und Wasser gereinigt Die Anbindung des ldangeren
Glycsoeicosapeptids GP-02 an die 7 nm groBen Goldnanopartikel erfolgte lber eine
analoge Strategie. Demgegenilber erforderte die Immobilisierung auf die grolSen
Goldnanopartikel (d = 14 nm) eine abgewandelte Synthesestrategie, fiir die zunachst ein
geeigneter, orthogonal geschiitzter Thiolinker hergestellt werden musste, der durch
Festphasenpeptidsynthese an das Glycopeptid gekuppelt wurde (Abb. 73 Syntheseweg A).
Die Umsetzung dieses Glycopeptid-Konjugats mit den Citrat-funktionalisierten
Goldnanopartikeln lieferte nach Ligandenaustausch schlielRlich die gewiinschten

funktionalisierten-Goldkolloide.

Die Loslichkeit der erhaltenen Glycopeptid-Goldnanopartikel Konjugate in wassrigem
Medium ist ein erster Hinweis fiir eine gelungene Anbindung, da sich die Nanopartikel
ohne Glycopeptid-Ligand nicht in Wasser 16sen wiirden. Die Wasserloslichkeit wird dabei
vor allem durch den Zuckerrest vermittelt. So konnte in einem Versuch gezeigt werden,
dass sich analoge Goldnanopartikel mit einem vollstandig geschiitzten (acetylierten)

Glycopeptid nicht in die wassrige Losung Uberfiihren lassen.123¥!
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In beiden Féllen, d. h. sowohl bei den 7 nm groRen funktionalisierten Partikeln, als auch
bei deren 14 nm groRen Vertretern, erfolgte die Charakterisierung direkt im Anschluss an
die Synthese durch NMR- und IR-Spektroskopie. Dabei konnte eine generelle Anbindung
der Glycopeptide direkt durch den Vergleich der 2D-NMR-Spektren der Glycopeptide mit
denen der Glycopeptid-koordinierten Goldnanopartikel anhand charakteristischer NMR-

Signale nachgewiesen werden.
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Abb. 73: Schematische Darstellung der Glycopeptid-Immobilisierung auf den unterschiedlich grofRen
Goldnanopartikeln am Beispiel von GP-01.

Im HSQC-Spektrum der GP-01-koordinierten Partikel (Anhang Abb. 11) kann das Quartett
bei 3,173 ppm und das Triplett bei 3,381 ppm aus dem Protonenspektrum einer CH,-
Gruppe bei 38,3 ppm und einer CH,-Gruppe bei 69,1 ppm im “>C-NMR-Spektrum
zugeordnet werden. Zudem zeigt das COSY-DQF-Spektrum, dass die Protonen des Tripletts
mit den Protonen des Quartetts und das Quartett auch mit der NH-Gruppe koppeln
(Anhang Abb. 12). Daraus lasst sich schlieRen, dass es sich bei den Signalen um die neu
gebildete Amidgruppe handeln muss. Da dieses Signal weder in den NMR-Spektren des
freien Glycopeptids noch bei NMR-Spektren der Aktivester-funktionalisierten

Goldnanopartikel auftreten, wird damit eine erfolgreiche Funktionalisierung bewiesen. IR-
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Messungen kénnen ebenfalls zum Nachweis der an die Nanopartikel gebundenen
Glycopeptide beitragen, da Valenzschwingungen der neuen Amidbanden im Bereich um
2300 cm™ und eine Amiddeformationsschwingung bei 1527 cm™ zu erkennen sind (siehe

Charakterisierung in 6.2.7.1).

Zusatzlich wurden TEM Aufnahmen, UV/Vis-Absorptionsspektren und DLS-Messungen
eingesetzt, um den Einfluss der Anbindung der Glycopeptide auf die GroRenverteilung, die
Partikelform und den Agglomerationsgrad der Partikel zu ermitteln. Weder die TEM-

Aufnahmen, die DLS-Messungen (Abb. 74) noch UV/Vis-Absorptionsspektren (Anhang

Abb. 13) zeigen einen Einfluss der Funktionalisierungsschritte auf die
Partikeleigenschaften.
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Abb. 74: TEM-Aufnahmen und Ergebnisse der DLS-Messungen von AuMUDHSE (A, d, =103 nm) und
AuCitrat (D, d,=18 +4 nm) vor der Funktionalisierung und AuGP-01 (B, d, =234 nm); AuGP-02 (C,
dp =34+ 7 nm); AuGP-03 (E, dy, = 19 + 4 nm) nach der Funktionalisierung der Glycopeptide.
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3.3.3 Immunologische Testung der Glycopeptid-Goldnanopartikel Konjugate

Im Anschluss an die Charakterisierung sollten die hergestellten antigenfunktionalisierten
Partikel noch beziglich ihrer Erkennung durch Serumantikérper, die aus der
Immunisierung von Mausen mit strukturell eng verwandten Vakzinen stammten,
untersucht werden. Hierzu wurden standardisierte ELISA-Tests durchgefihrt, die

(2301 56 dass fiir eine immunologische

allerdings keine brauchbaren Ergebnisse lieferten,
Bewertung der hergestellten Glyconanopartikel auf alternative Detektionsverfahren
zurlickgegriffen werden muss. Um erste Aussagen Uber die mogliche biologische Aktivitat
der erhaltenen Glycopeptid-Goldnanopartikel Konjugate treffen zu kdnnen, wurden
deshalb im Arbeitskreis von Prof. Dr. W. Tremel am Institut flr Anorganische und
Analytische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat von Timo Schiiler Messungen mit
einer Quarz-Kristall-Mikrowaage (QCM-Messungen) durchgefiihrt. Dabei wurden die GP-
02 koordinierten Goldnanopartikel auf mogliche Wechselwirkungen mit spezifischen
Antikorpern im Serum getestet.[251] Fiir die Detektion der Antigen-Antikorper-Bindung
wurde der kommerziell erhaltliche anti-MUC1 Antikérper SMm349:252 gewahlt, der durch
die peripheren Methionin Bindungsstellen Met18, Met34, Met82 und Met135%% an den
goldbeschichteten Quarzkristall bindet. Dadurch kénnen diese Methionin Bindungsstellen
nicht bei der Antigen-Bindung stéren und das Ergebnis verfadlschen. Fiir die QCM-
Messungen wurde der SM3-Antikorper in die Messkammer mit dem vorbereiteten Kristall
gegeben und der Abfall der Resonanzfrequenz beobachtet. Sobald die Oberflache ihre
maximale Belegung erreicht hatte, wurde die SM3-Injektion gestoppt und die
Messkammer mehrmals mit Waschpuffer gewaschen, um nichtgebundenen Antikorper zu
entfernen. Danach wurde die GP02-Goldkolloide zugegeben und abschlieBend erneut mit
Waschpuffer gewaschen (Abb. 75). Dabei zeigte sich, dass nach der Zugabe der
potentiellen antigenischen GP-02 koordinierten Goldnanopartikel, eine fir QCM-
Messungen typische Langmuir-Adsorptionsisotherme erhalten wurde. Die Zugabe der
Nanopartikel fihrt somit zu einer signifikanten Verringerung der Resonanzfrequenz, die
eine Anbindung der Glykopeptid-Goldnanopartikel Konjugate an die zuvor immobilisierten
SM3-Antikorper beweist. An einem bestimmten Punkt, kann keine weitere Gewichts-
zunahme mehr nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um den Moment an dem die

Antigen-Nanopartikel mit alle verfligbaren Antikérper gebunden haben.
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Abb. 75: QCM-Messungen von GPO2-koordinierten Goldnanopartikeln. Der SM3-Antikorper erkennt die
immundominante Sequenz von Mucinen und kann dadurch mit den Glycopeptid-Goldnanopartikel
Konjugaten wechselwirken.

Die erhaltenen Ergebnisse der QCM-Messungen weisen nur auf eine Bindung der
Glycopeptid-Goldnanopartikel Konjugate mit dem SM3-Antikdrper hin. Um eine Aussage
Uber die Natur dieser Bindung treffen zu kénnen wurde in Zusammenarbeit mit Laura
Sommer und Prof. Dr. Martin Rihl vom Institut flir Lebensmittelanalytik und
Lebensmittelbiotechnologie der Justus-Liebig Universitat Gieflen ein neuer Immunoblot
(Dot Blot) entwickelt. Bei dem Dot Blot-Verfahren handelt es sich um eine Vereinfachung
des aus der Proteinanalytik bekannten Westernblots, bei dem die zu untersuchenden
Antigene einzeln auf eine feste Tragermembran (z.B. aus Nitrozellulose, Nylon oder PVDF)
transferiert (geblottet) und dadurch fiir eine mogliche Antikérper-Bindung zur Detektion

24 |n einem zweiten Inkubationsschritt erfolgt eine

zuganglich gemacht werden.!
Inkubation mit einem enzymmarkierten speziesspezifischen Antikérper, dessen Enzym

durch eine Substrat-Losung im abschlielenden Schritt zur Farbreaktion gebracht wird.

Mit den neu entwickelten Immunoblot Assay wurden die unverdinnten GP-01
(c=0,13umol /L) oder GP-02 (c=0,32umol/L) koordinierten Glycopeptid-

Goldnanopartikel Konjugate getestet.
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Abb. 76. Schematische Darstellung des neu entwickelten Immunoblots.?*!

Als Negativkontrolle wurden unverdiinnte Citrat-koordinierte Goldnanopartikel
(c=2.6nmol /L) gewahlt, um unspezifische Wechselwirkungen der Goldnanopartikel
auszuschlieBen. Zusatzlich wurde eine Verdinnungsreihe der GP-02 koordinierten
Goldnanopartikel geplottet um die qualitativen Nachweisgrenzen des Dotblot-

Immunoassays zu finden.

Das Prinzip des entwickelten Immunoblot-Assays ist ausfihrlich in Abb. 76 dargestellt.
Zunachst wurden die unverdinnten GP-01 und GP-02 koordinierten Goldkolloide, die
Citrat-koordinierten Goldnanopartikel und die Verdiinnungsreihe auf eine Nitrozellulose
Membran transferiert und UGber Nacht inkubiert. In Abb. 77 A ist die Membran nach
diesem ersten Inkubationsschritt gezeigt. Die roten Punkte der unverdiinnten
Partikelldsungen waren auch nach mehreren Waschschritten mit PBS-Puffer sichtbar, so
dass von einer intakten Immobilisation ausgegangen werden konnte. Im zweiten Schritt
erfolgte die Blockierung der freien Bindungsstellen der Membran, um den Hintergrund zu
verringern, bevor dann der primadre Antikorper (monoklonal anti-MUC1 Antikorper)
zugegeben wurde. Im nachsten Schritt wurde der sekunddre Antikorper geblottet,
inkubiert und abschlieBend die Substratlésung zugegeben. Durch Zugabe der
Substratlosung und Wasserstoffperoxid entsteht durch die am zweiten Antikorper

konjugierte  Meerrettichperoxidase katalysiert das 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin-
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Radikalkation, welches mit der nichtoxidierten Form des Tetramethylbenzidins einen
Charge-Transfer-Komplex ausbildet.””*® Dieser blaue Komplex erzeugt dunkle Flecken bei
den GP-02-koordinierten Goldnanopartikeln (Abb. 77B), die sich innerhalb von Minuten
entwickeln und mit dem bloBen Auge sichtbar sind. Sie beweisen eine Antigen-Antikorper-
Bindung, wahrend das Ausbleiben der Farbreaktion bei den GP-01-koordinierten
Goldkolloiden bzw. der fehlende Farbwechsel der Negativkontrolle aussagt, dass die
Antigen-Antikorper-Bindung selektiv und spezifisch fir die glycosylierte MUC1-
Teilsequenzen mit den zwanzig Aminosauren und der enthaltenen Tg-Domane ist. Eine
qualitative Detektion der Antigen-Antikorper-Bindung anhand eines blass-blauen Punktes
war auch bei einer 1:50 Verdiinnung der GP-02-koordinierten Goldnanopartikel noch
moglich (Abb. 77 C). Mit zunehmender Konzentration der Partikellésung veranderte sich
die Farbe von blass-blau zu dunkelblau. Daher lasst sich vermuten, dass der neu
entwickelte Immunoblot auch sensitiv flir niedrige Konzentrationen der Glycopeptid-

Goldnanopartikel Konjugate ist.

Weiter wurden im Rahmen dieser Arbeit erste in vitro Zytotoxizitats- und
Zellproliferationstests zur Kontrolle der Biokompatibilitat und Stabilitdt der Glycopeptid-
Goldnanopartikel Konjugate durchgefiihrt. MUC1 wird als Membran-gebundenes
Glycoprotein von verschiedenen Epithelzelltypen exprimiert und spielt eine entscheidende

Rolle beim Schutz der Zelloberfliche.!?>”!

Unter anderem wird es auf humanen Endothelzellen der Vena umbilicalis exprimiert,
weshalb HUVEC-Zellen fir die Tests ausgewahlt wurden. Zur Untersuchung der moglichen
zytotoxischen Eigenschaften der Glycopeptid-Goldnanopartikel Konjugate wurden diese in
verschiedenen Konzentrationen mit HUVEC-Zellen 48 h inkubiert und die Zellviabilitat,
ausgedriickt als Prozentsatz der unbehandelten Kontrolle (100% Zellviabilitat), mithilfe des
fluorimetrischen Zellproliferation und Zytotoxizitdtsnachweis Assay (SYTOX® Green-Assay)
bestimmt. In Abb. 78 ist das Ergebnis des Tests gezeigt. Vergleicht man die 7 nm grof3en
GP-02-koordinierten Goldnanopartikel mit den als Kontrollen verwendeten Citrat- bzw.
MUDS-koordinierten Goldnanopartikel, so zeigen diese keinen signifikanten Effekt auf die
Viabilitat und Proliferation der Zellen. Schadliche unspezifische Wechselwirkungen kdnnen

daher ausgeschlossen werden.
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Abb. 77: Qualitatives Ergebnis des Immunoplot Assays. A: Vor dem Anfarben durch die Substratlésung;
B: Vergleich der Bindungsaffinitdten der GP-02-, Citrat- und GP-01-koord, AuNP nach der Farbreaktion;
C: Vergleich der verdiinnten und nichtverdiinnten GP-02 koord. Goldnanopartikelldsung nach der
Farbreaktion.
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Abb. 78: Ergebnisse der Zytotoxizitdits- und Zellproliferationstests von GP-02 koordinierten
Goldnanopartikeln der eingesetzten Konzentrationen c =10nM, c=5nM, c=1nM. Als Kontrolle wurden
Citrat-und MUDS-koord. AuNP verwendet. Viabilitdt und Zytotoxizitdt wurden mithilfe des SYTOX® Green-
Assays bestimmt. Ergebnisse sind als Prozentsatz der unbehandelten Kontrolle (Mittelwert und
Standardabweichung der Gesamtzellzahl der Kontrolle (durchgezogene Linie) und toten Zellen der Kontrolle
(gestrichelte Linie)) angegeben.

3.3.4 Fazit

Im Rahmen dieses Projektes konnten erstmals verschiedene zuvor durch
Festphasensynthese erhaltene MUC1-Glycopeptide-Antigene auf Goldnanopartikel mit
unterschiedlichen Partikeldurchmessern immobilisiert werden. Dies erfolgte durch
kovalente Anbindung der Glycopeptidantigene direkt Uber die Aminogruppe ihrer
Spacereinheit und der Aktivester-Endgruppe der 7 nm groBen AuMUDHSE, sowie durch
Liganden-austauschreaktion bei den 14 nm groflen Goldkolloiden. Die unterschiedlichen
Charakterisierungsmethoden konnten zeigen, dass diese Immobilisierungsstrategie keinen
Einfluss auf die PartikelgréBe und Agglomeration der Partikel hat. Dadurch stellt die
entwickelte Methode eine vielversprechende Variante fiir die Immobilisierung weiterer

Glycopeptide dar.

Untersuchungen zur mogliche biologischen Aktivitat der erhaltenen Glycopeptid-
Goldnanopartikel Konjugate erfolgten durch QCM-Messungen und einem neu
entwickelten Immunoblot Assay, mit deren Hilfe eine starke Bindungsaffinitdt zwischen
den Antigenen und MUC1-Antikdérpern nachgewiesen werden konnte. Weiter ergaben die

experimentellen Ergebnisse eine hohe Selektivitat, Spezifizitdt und Sensitivitat fir MUC1-
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Glycopeptid Antigene, die eine Ty-Domadne enthalten. In Kombination mit den erhaltenen
Ergebnissen aus ersten Zytotoxizitats- und Zellproliferationstest, stellen Goldkolloide
robuste und interessante Template fir die multivalente Prasentation von MUC1-
Glycopeptid-Antigenen dar und kénnten somit zu mdéglichen neuen Entwicklungen in der

Herstellung effizienter Inmuntherapeutika, wie z.B. Antitumorvakzinen, fiihren.
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3.4 Multivalente Prasentation von Cyclodextrin und Adamantan  auf

Goldnanopartikeln

Ausgehend von dem im einleitenden Kapitel am Beispiel des Heparins beschriebenen
Prinzip (siehe 2.6.4), dass eine multivalente Prasentation von Sulfatgruppen sowohl P- als
auch L-Selektin effektiv inhibieren kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit nach weiteren
moglichen Selektin-Inhibitoren gesucht, welche auf analoge Weise durch eine geeignete
Anordnung und hohe Dichte der prasentierten Bindungsepitope die Selektin-Ligand-
Wechselwirkungen beeinflussen kénnten. Als eine geeignete Verbindung fiel dabei das
zyklische Oligosaccharid B-Cyclodextrin (B-CD) ins Auge, da es neben seiner Stabilitat auch
als zugelassener Lebensmittelzusatzstoff toxikologisch unbedenklich und biokompatibel
erscheint.?*® zusitzlich ist es kommerziell erhiltlich und kann in geeigneter Weise fir die

Immobilisierung auf der Partikeloberflache funktionalisiert werden.!?

Den schematischen Aufbau der Familie der Cyclodextrine zeigt Abb. 79. Es handelt sich um
zyklische Oligosaccharide, die aus unterschiedlich vielen a-1,4- glycosidisch verkniipften
Glucoseeinheiten aufgebaut sind. Die bekanntesten Cyclodextrine sind neben dem in
dieser Arbeit verwendeten -CD (sieben Glucoseeinheiten) a-CD (sechs Glucoseeinheiten)
und y-CD (acht Glucoseeinheiten). Alle Glucoseeinheiten liegen in der “C,-Sessel-
konformation vor und bilden eine konusformige Gesamtstruktur aus, bei der die primaren
Hydroxylgruppen an der engeren Seite des hohlen Kegelstumpfes zu finden sind und die
sekundaren Hydroxylgruppen auf der breiteren Seite. Die Hydroxylgruppen an C-2-
Position zeigen dabei ins Innere der Kavitat und die Hydroxylgruppen an C-3-Position zur

AuRenseite. !>

Anhand eines in vitro-Tests zur Bestimmung der L-Selektin-Bindung an dem peripheren
Lymphknoten Adressin (PNAd) untersuchten Shailubhai et al. die inhibitorischen
Eigenschaften unterschiedlicher sulfatierter -CD-Derivate. Dabei zeigte sich, dass mit
hoherem Sulfatierungsgrad die Bindungsaffinitat zunimmt.?®%%Y Wihrend B-CD keine
und das monosulfatierte Derivat nur geringe Bindungsaffinitaten (10% Inhibition bei
0,5 mM) aufwiesen, ergab das heptasulfatierte Derivat mit einem ICso-Wert von 0,2 mM

eine wesentlich bessere Bindung an L-Selektin als Heparin und der bekannte Selektin-
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Modellligand sLe*.1260262 Nepen einer héheren Bindungsaffinitat ist die Umsetzung der
sekundaren Hydroxylgruppen des B-CDs fiir eine bessere Wasserloslichkeit notwendig,
weil natives B-CD aufgrund der intramolekularen Wasserstoffbriicken nur eine maRige

Loslichkeit in Wasser aufweist.[?%!

Eine multivalente Prasentation von vollstandig sulfatiertem B-CD durch die Verwendung
von Goldnanopartikeln als Templat konnte somit die Bindungsaffinitat zusatzlich erhéhen

und geeignete biokompatible Selektin-Inhibitoren darstellen.
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Abb. 79: Schematische Ubersicht und Unterschiede der Gruppe der Cyclodextrine (nach [259]).

3.4.1 Synthese B-Cyclodextrin-koordinierter Goldnanopartikel

Die am haufigsten verwendete Methode zur Immobilisierung von CD auf der Oberflache
von Goldnanopartikeln ist eine von Liu et al. 1999 publizierte Synthese.[264] Bei dieser wird
nach der Brust-Schiffrin-Methode Tetrachlorogoldsaure in Gegenwart von vollstandig
Thiol-substituierten [-CD-Derivaten mit Natriumborhydrid reduziert. Diese Methode

besitzt jedoch den Nachteil, dass die CD-Molekiile durch die kovalenten S-Au-Bindungen
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starr auf der Partikeloberflache immobilisiert und dadurch ungeeignet fiir die Verwendung
als mogliche Selektin-Inhibitoren sind. Durch die starre Immobilisierung ist die benétigte
Prasentation der Sulfatgruppen gegeniiber den Bindungstaschen des Selektins nicht
gewadhrleistet, weswegen im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine multivalente
Prasentation des B-CDs durch Umsetzung mit Aktivester-koordinierten Goldnanopartikeln
angestrebt wurde, um durch Einsatz eines Linkers dem Liganden eine gewisse

Beweglichkeit zu verleihen.

Fir die Immobilisierung des -CDs auf der Partikeloberflache der Goldnanopartikel muss
zunachst die primare Hydroxylgruppe des CDs durch eine Aminofunktion substituiert
werden, mit deren Hilfe im Anschluss die Anbindung des CDs durch Umsetzung mit
Aktivester-koordinierten Goldkolloiden unter Ausbildung einer Amidbindung ermoglicht
wird. Dabei nutzt man fir die Substitutionsreaktion aus, dass die primaren Hydroxyl-
gruppen im Vergleich zu den sekundaren Hydroxylgruppen nukleophiler sind und diese
dadurch mittels einer einfachen Reaktion mit Elektrophilen selektiv umgesetzt werden
konnen. Allerdings liegt die Schwierigkeit dieses Reaktionstyps darin, die Konkurrenz-
reaktion an den sekundaren Hydroxylgruppen zu unterdriicken, weil diese mit steigendem
Substitutionsgrad immer wahrscheinlicher wird. Der entscheidende und mdglicherweise
limitierende Schritt der Synthese ist somit die Einfilhrung einer geeigneten

Abgangsgruppe an der Position der primaren Hydroxylgruppe.[zas]

Die Synthese von Mono-6-amino-6-desoxy-B-Cyclodextrin wurde mit einer mehrstufigen
literaturbekannten Methode durchgefiihrt (Abb. 80). Dazu wurde zunachst ausgehend von
[3-CD durch Umsetzung mit p-Toluolsulfonsaurechlorid (Verhaltnis 1:1) in basisch wassriger
Losung das monotosylierte CD-Derivat erhalten.’”®® Bei der Reaktion kam es zur Bildung
von mehrfach tosylierten Produkten. Eine Umbkristallisation aus Wasser entfernt diese und
liefert Mono-[6-desoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin (Ts-CD) in sehr geringen
Ausbeuten von 10%. Deshalb wurde in dieser Arbeit zusatzlich eine zweite Variante der Ts-
CD-Synthese durchgefiihrt, um hohere Ausbeuten fiir die nachfolgenden Syntheseschritte
zu erhalten. Dazu wurde die wassrige Losung gegen das Pyridin ausgetauscht, welches
zwar die Aufarbeitung erschwert, aber im Unterschied zur waéssrigen Losung die
Reaktivitat an der 6-Position erhoht.?2%®! Auf diesem Weg wurde eine Ausbeute von 32%

des Tosylatderivates erhalten, welches ein sehr gutes Zwischenprodukt (gute
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Abgangsgruppe) darstellt und durch verschiedene Nukleophile weiter umgesetzt werden
kann. Im néachsten Schritt erfolgte die Umsetzung des Tosylats durch Substitution mit
Natriumazid in Wasser (86% Ausbeute). Die Reduktion mit Triphenylphosphan
(Staudinger-Reaktion) und die anschlieBende Hydrolyse lieferten im letzten
Syntheseschritt das monosubstituierte Aminoderivat CD-NH, (81% Ausbeute), welches in
Folgereaktionen mit NHS-Aktivestern und Carbonsdauren zu den entsprechenden Amiden

umgesetzt werden kann.

1. Pyridin, p-TsCl, 1. NaN3, H,0, 1. Ph3P/DMF, H,0,
1h,0°C A, 8h 2h,RT

B — —_— B —
( 2.1d,RT 2. C,H,Cl,, 30 Min. 2.H,0,3h,A
OH 3. Umkristallisierung (g 3. Umkristallisierung (

s NH
3
B-CD 32% Ts.CD 86% N,-CD 81% ? NH,-CD

Abb. 80: Schematische Darstellung der dreistufigen Synthese von Mono-6-amino-6-deoxy-f-Cyclodextrin
(NH,-CD) durch selektive Tosylierung mit p-Toluolsulfonylsdurechlorid, Azid-Substitution mit Natriumazid,
Reduktion mit Triphenylphospin und abschlieRender Hydrolyse.

Die Charakterisierung der erhaltenen Produkte der einzelnen Syntheseschritte erfolgte via
Massenspektrometrie, NMR- und IR-Spektroskopie (siehe 6.2.8.1). Dabei bewies das
Vorhandensein einer charakteristischen Azid-Bande im IR-Spektrum und die Verschiebung
des C6-Signals von 32,9 ppm auf 51,1 ppm im *C-Spektrum die erfolgreiche Umsetzung
zum Azid-Derivat (siehe 6.2.8.1.2), wahrend nach dem letzten Syntheseschritt das
Verschwinden dieser charakteristischen Ns-Valenzschwingung und das Erscheinen der
NH,-Schwingung bei etwa 1650 em™tim IR-Spektrum auf eine vollstandige Umsetzung zum
gewlinschten Produkt hindeutete (siehe 6.2.8.1.3). Die massenspektrometrische
Untersuchung zeigte zusatzlich durch ein Molekdlsignal bei m /z=1134,50 [M+H]" die
Entstehung des gewilinschten Produktes. Eine Aufreinigung des Produktes erfolgte durch

Fallen mit Aceton und anschlieRendem Trocknen am Olpumpenvakuum.

Die multivalente Prdsentation des erhaltenen monosubstituierten Amino-Derivates CD-
NH, auf der Partikeloberflache erfolgte im Anschluss an die Synthese durch Umsetzung mit
zuvor hergestellten 7 nm groBen Aktivester-koordinierten Goldnanopartikeln durch
nukleophile Substitution unter Ausbildung einer Amidbindung. Das Schema zur Reaktion

ist in Abb. 81 gezeigt. Da eine Substitution des vorhandenen Thiolliganden durch nicht
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umgesetzte Amin-Liganden auf dem Nanopartikel unmoglich ist, wurde bei dieser
Reaktion ein Uberschuss (min. 1-10° Aq.) des Amins eingesetzt, um eine maglichst
vollstandige Umsetzung des Aktivesters zum Amid zu erhalten. Dazu wurde CD-NH; in
wenig absolutem DMF gel6st und bei Raumtemperatur unter starkem Rihren mit der
Kolloidlosung versetzt. Nach ca. 30 min wurde NEt; als Hilfsbase zugegeben und die
Reaktionslésung weitere 24 h unter Schutzgasatmosphidre geriihrt. Die Farbe der
Kolloidlésung anderte sich hierbei nicht, was ein Indiz flir das Ausbleiben einer
Agglomeration der Partikel darstellt. Zusatzlich wurde der Fortschritt der Reaktion per DC-
Kontrolle verfolgt, um eine moglichst hohe Immobilisierung der freien Liganden
sicherzustellen. Bei der Reaktion als Nebenprodukt entstehendes NHS, Triethylamin und

nicht gebundenes CD-NH, wurden nach der Reaktion mittels Dialyse gegen DMF entfernt.

(0]

o]
(0]
s o 0 f 0
9 0 NHZ
@ S — > @ S/\HJ\O’N — = S%N
10 1. DMF, 24 h, RT 9 o) 1. DMF, NEt;, o H
2. Dialyse gegen DMF 16 h, RT
AUDT AuMUDHSE 2. Dialyse gegen AuCD
DMF

Abb. 81: Schematische Darstellung der Umsetzung von CD-NH, mit Aktivester-koord. Goldnanopartikeln.

Um eine Variation der Partikelgrofe der Cyclodextrin-koordinierten Goldkolloide zu
erhalten, kann die in Abb. 81 gezeigte Syntheseroute ebenfalls unter Verwendung von
4 nm grofRen Dodecanthiol-koordinierten Goldnanopartikeln durchgefiihrt werden. Zur
Immobilisierung des Cyclodextrins auf 10 nm groRe MUDA-koordinierte Goldnanopartikel
kann gemal leicht modifizierter Literaturvorschriften fir die Festphasenpeptidsynthese
eine Kombination aus HBTU / HOBt/ NEt; verwendet werden.'?®? |m Gegensatz zur
Carbodiimid-Methode erlaubt die Verwendung von Kupplungsreagenzien auf der Basis
von Uronium- / Guanidiniumsalzen eine schnelle Aktivierung durch in situ Bildung von
hochreaktiven Aktivestern in polaren Losungsmitteln und somit die Maoglichkeit der
Einsparung eines Reaktionsschrittes mit agglomerationsanféilliger Aufarbeitung im
Syntheseverlauf. Deshalb wurden die MUDA-funktionalisierten Goldnanopartikel mit dem
Uronium- / Guanidiniumsalz 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium-hexa-

fluoro-phosphat (HBTU) und dem Additiv 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in DMSO unter
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Schutzgasatmosphdre vorgelegt. AnschlieBend erfolgte die Deprotonierung der
Carboxylkomponente durch Zugabe der Hilfsbase NEt;, wodurch sich ein reaktives O-
acetyliertes Isoharnstoffderivat intermediar bildet, welches mit den ebenfalls in der
Reaktion entstehenden HOBt-Anionen die eigentliche aktive Spezies, den Aktivester,
generiert. AbschlieRend kann die so aktivierte Carboxylgruppe mit der freien
Aminogruppe des im Uberschuss zugegebenen CD-NH, unter Ausbildung einer
Amidbindung reagieren (Abb. 82). Analog zur Synthese der kleineren Partikel erfolgte die
Aufreinigung durch Dialyse gegen DMF.

()\O PFg
O
5 NEt3 @ /\H)k _ ueTy_ @ /\M/U\\N')

9 \Nu

AuMUDA AuMUDA N j@
N

N

o%@

AuCD

Abb. 82: Vorgeschlagener Mechanismus der HBTU / HOBt-Kupplung von CD-NH, auf MUDA-koordinierte
Goldnanopartikel.

'H-NMR- und IR- spektroskopische Charakterisierung der dialysierten Kolloide zeigen eine
erfolgreiche Funktionalisierung der Nanopartikel mit CD (siehe 6.2.8.2.2). Aus TEM-
Aufnahmen und UV/Vis-Absorptionsspektren konnte entnommen werden, dass die
GroRendispersitat der Partikelkerne sich wahrend der Funktionalisierung nicht verandert

hat.

Der Selektin-erkennende Strukturteil, die sekundaren Hydroxylgruppen des Cyclodextrins,

befinden sich nach der Immobilisierung auf der Partikeloberflache solvensexponiert.
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Abb. 83: TEM-Aufnahmen und Ergebnisse der DLS-Messungen der in dieser Arbeit synthetisierten 3-CD
koord. Goldkolloide (A: d=3,6+0,4nm (d,=8+2nm); B: 7,3+0;2nm (d, =102 nm); C: d=9,2+0,2 nm
(dh =12 £3 nm)).

Zur leichteren Uberfiihrung der erhaltenen Partikel ins wassrige Medium, zur
Unterbindung der Bildung von Agglomeraten und um maoglichst viele Sulfatgruppen fir
eine potenzielle Selektinbindung zu prasentieren, wurde im Anschluss an die
Immobilisierung des [B-CDs auf der Partikeloberflaiche ein Sulfatierungsschritt

angeschlossen.

OH _0505°

O SO,-DMF-Komplex
sy ———  (@s M
@ H 9 H

1. DMF, 24 h, 0°C -> RT

2. Dialyse gegen DMF,
H,0, TMAH

3. Dialyse gegen H,O

Abb. 84: Schematische Darstellung des Sulfatierungsschrittes der 3-CD-koordinierten Kolloide.

Die Sulfatierung wurde in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Futaki et al.?’% mit
dem Sulfatierungsreagenz SOs; / DMF-Komplex in absolutem DMF durchgefiihrt. Vorteile
des Sulfatierungsreagenzes sind seine selektiven Eigenschaften und die Moglichkeit durch
Variation der Konzentration und der Reaktionszeit den Sulfatierungsgrad einzustellen. Die
vorgelegte Kolloidlésung wurde dazu mit dem Sulfatierungsreagenz im Uberschuss
versetzt und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor sie zur Aufreinigung gegen DMF
dialysiert und dann in Millipore-Wasser resuspendiert wurde. Erneutes Dialysieren gegen
Wasser, entfernt abschlieBend noch vorhandene Verunreinigungen und DMF Reste (Abb.

84).
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Abb. 85: Absorptionsspektren der synthetisierten Cyclodextrin-koordinierten Goldnanopartikeln (AUCD,
d =7 nm) und der sulfatierten CD-koordinierten Partikeln (AuCDs, d =7 nm) nach der Dialyse in DMF oder
destilliertem Wasser gelost.

In Abb. 85 sind die Absorptionsspektren der einzelnen synthetisierten Cyclodextrin-
koordinierten Goldnanopartikel gezeigt. Dabei wird deutlich, dass ohne den
Sulfatierungsschritt eine Uberfiihrung der Partikel ins wissrige Medium nur in geringem
MaBe moglich ist. Es kommt zur Agglomeration der Partikel, was anhand der Verschiebung
des Maximums hin zu ldangeren Wellenldngen (Amax=535nm) und einer
Bandenverbreiterung sichtbar wird. Obwohl auch die sulfatierten Partikel eine geringe
Bandenverbreiterung aufweisen, fallt diese deutlich schwacher aus, was den positiven

Einfluss der Sulfatierung bestatigt.

3.4.2 Aufbau von mehrdimensionalen Strukturen mit Hilfe der synthetisierten 3-CD-

funktionalisierten Goldkolloide

Neben der groflen Anzahl an Hydroxylgruppen auf der hydrophilen dufSeren Seite besitzen
Cyclodextrine mit der hydrophoben Kavitat eine weitere besondere Eigenschaft, die sie fiir
Anwendungen in biologischen Systemen interessant machen.?’*?"? Diese Kavitit wird
durch die Wasserstoff-Atome an den Positionen C-3 und C-5 sowie den etherdhnlichen

Sauerstoffbriicken gebildet und ermoglicht andere hydrophobe Molekile ein-
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zuschlieRen.1%®

Dabei sind die wichtigsten Triebkrafte fir die Bildung von CD-
Einschlussverbindungen vor allem die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen,
sowie hydrophobe und van-der WaaIs—WechseIwirkungen.[m] Die so erhaltenen CD-
Einschlussverbindungen kénnen die Loslichkeit, Stabilitat, Bioverfligbarkeit und
Zellaufnahme der Gastmolekile erheblich verbessern sowie eine Reduktion der
Nebenwirkungen erzielen. Deshalb besteht vor allem in der Krebstherapie ein erhéhtes
Interesse an Cyclodextrin-Verbindungen als Wirkstoff—transportsysteme.[272’274’275] Neben
der multivalenten Prasentation der Wirtstrukturen (Cyclodextrin), kbnnen die Goldnano-
partikel auch als Bausteine zum Aufbau von zweidimensionalen oder dreidimensionalen
Strukturen durch supramolecular self assembly verwendet werden.””® In den letzten
Jahren ist das Interesse an der Verwendung von selbstorganisierenden Mikrokapseln zur
Einlagerung und zum Transport eines Wirkstoffes deutlich gestiegen, da diese durch ihre
einzigartigen Eigenschaften der Nanopartikel-Bausteine eine hoéhere Stabilitdt, eine
einstellbare Durchldssigkeit wie auch weitere einstellbare optische und magnetische

Eigenschaften versprechen.[m]

Aus diesem Grund wurden ebenfalls in dieser Arbeit erste Versuche zum Aufbau von
mehrdimensionalen Strukturen mithilfe der erhaltenen CD-koordinierten Partikel
gemacht. Bei der Suche nach dem passenden Gastmolekiil wurde dabei beriicksichtigt,
dass die GroRe des Gastmolekiils und dessen Fahigkeit die Kavitdt auszufillen die
wichtigsten Kriterien fir die Stabilitat einer gebildeten Einschlussverbindung darstellen.
Aus den bekannten Durchmessern der Kavitdat (Abb. 79) und deren Engstelle (fir B-
CD =0,58 nm) sollten sich besonders gut Aromaten und Heterocyclen von [-CD
inkludieren lassen. So zeigten einige Studien, dass neben Ferrocen auch Adamantan-
Verbindungen spezifische und reversible Einschlussverbindungen mit relativ hohen
Bindungskonstanten (10%-10° M™) ausbilden konnen.1271275,278] Ausgehend davon wurden
fur den Aufbau der mehrdimensionalen Strukturen Adamantan-funktionalisierte

Goldnanopartikel als Gast-Strukturen gewahlt.

Dazu wurde analog zur beschriebenen Methode der Immobilisierung des 3-CDs, 1-Amino-
methyladamantan durch Umsetzung mit zuvor frisch hergestellten 7 nm grol3en
Aktivester-koordinierten Goldnanopartikeln unter Ausbildung einer Amidbindung auf der

Partikeloberflache immobilisiert (Abb. 86).
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1. DMF, NEt,,
18 h, RT 0
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2. D|aIyse 9 H
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Abb. 86: Schematische Darstellung der Synthese von Adamantan-funktionalisierten Goldkolloiden durch
Reaktion mit Aktivester-koordinierten Goldnanopartikeln.

Die erhaltenen Adamantan-funktionalisierten Goldnanopartikel wurden nach der Synthese
durch Dialyse gegen DMF aufgereinigt und fir anschlieBende Reaktionen in absolutem
DMF  resuspendiert. Eine  Variation der  PartikelgroRe  erfolgte  durch
Ligandenaustauschreaktion der Goldnanopartikel mit einem zuvor hergestellten
Adamantan-Liganden. Dieser wurde durch eine in Abb. 87 A gezeigte mehrstufige
Synthese erhalten. Ausgehend von der 11-Bromoundecansdaure wurde zundchst durch
nukleophile Substitution mit Kaliumthioacetat die Hydroxylgruppe geschitzt und so S-
Acetyl-Sulfanylundecansdure erhalten, welche dann im nachsten Schritt durch Umsetzung
mit NHS und DCC in den S-Acetyl-Sulfanylalkyl-N-Hydroxysuccinimidester Uberfihrt

wurde. %!

Durch Amidbindungskniipfung wurde im dritten Schritt das 1-Aminomethyladamantan
gebunden, bevor der Ligand ohne weitere Aufarbeitung mit Natronlauge entschitzt
wurde. Im Anschluss an die Synthese erfolgte der Ligandenaustausch mit 4 nm groRRen
Dodecanthiol-koordinierten Goldnanopartikeln mittels Zugabe des Liganden im
Uberschuss, gefolgt von Aufreinigung durch Dialyse und Redispersion in absolutem
Dichlormethan (Abb. 87 B). Der erfolgreiche Ligandenaustausch wurde anhand von NMR-
und IR-Spektroskopie nachgewiesen. Dabei zeigten die Spektren nur die zu erwartenden

Signale des neuen Ligands.

Die Kontrolle des Agglomerationsgrads, der PartikelgréBe und der Dispersitat erfolgte
analog der Charakterisierung der CD-funktionalisierten Goldnanopartikel mittels DLS-
Messungen, TEM-Aufnahmen und Absorptionsspektren und ergaben keine Veranderung
der drei Eigenschaften nach der Funktionalisierung mit Adamantan und dem
anschliefenden Aufreinigungsschritt (Anhang Abb. 14). In beiden Fallen wurde eine klare

rote Losung erhalten, die mehrere Wochen optisch stabil blieb.
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Abb. 87: Schematische Darstellung der Synthese von Adamantan-funktionalisierten Goldkolloiden durch
Reaktion mit Aktivester-koordinierten Goldnanopartikeln (A) und Ligandenaustausch des zuvor hergestellten
Adamantan-Liganden (B) mit Dodecanthiol-koordinierten Partikeln (C).

Zum Aufbau der mehrdimensionalen Strukturen wurden nach der Synthese der Partikel
die  Cyclodextrin-funktionalisierten  Goldnanopartikel (d=7nm) in DMF als
»Wirtkomponente” und eine &quivalente Menge (Verhiltnis 1:1) der Adamantan-
funktionalisierten Goldnanopartikel (d = 7nm) als ,,Gastkomponente” gemischt und unter
Schutzgas-atmosphare 8 h bei Raumtemperatur gerihrt. Analog dazu wurde ebenfalls
eine Losung von 10nm groBen Cyclodextrin-koordinierten Goldnanopartikeln im
Verhaltnis 1:1 mit einer Adamantan-funktionalisierten Kolloidlésung mit 4 nm grolRen
Partikeln versetzt und geriihrt. Nach einigen Minuten begannen die Losungen langsam
trib zu werden und ein Farbwechsel von rot zu violett erfolgte. Nach einer
Reaktionsdauer von 8 h war in beiden Lésungen zusatzlich ein violetter Niederschlag
sichtbar. Diese sichtbaren Verdanderungen der Proben deuten auf die Ausbildung von
Agglomeraten hin. Zur Charakterisierung der Proben wurden TEM-Aufnahmen angefertigt.
Diese sind in Abb. 88 gezeigt und bestdtigen die Bildung von Agglomeraten mit
durchschnittlichen GrofRen von 100 - 200 nm. Dies wird auch durch DLS-Messungen der
7 nm groflen Partikel bestdtigt, welche eine Zunahme der Dispersitdit und des
hydrodynamischen Durchmessers von d,, =11 + 2 nm der AuCD-Probe vor der Zugabe von

AuAda auf d,, =92 + 8 nm nach einer Reaktionsdauer von 1 h, d;, = 156 * 27 nm nach einer
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Reaktionsdauer von 3 h und d,=272+*116 nm nach einer Reaktionsdauer von 8 h
ergaben. Der Aggregationsverlauf wurde neben den DLS-Messungen auch durch UV / Vis-
Spektroskopie kontrolliert, da Aggregationen zu einer Verschiebung der Absorptionsbande
zu langeren Wellenlangen fiihren sollten. Wie schon anhand der Farbanderung der
Kolloidlésung sichtbar, verschiebt sich die Absorptionsbande mit fortschreitender
Reaktionsdauer zu langeren Wellenlangen. Bei einer langeren Reaktionsdauer kommt es
auch zu einer Verbreiterung der Absorptionsbande. Dies ist ebenfalls ein Indiz fur die

Ausbildung groRer Agglomerate und der damit verbundenen Zunahme der Dispersitat.
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Abb. 88: TEM-Aufnahmen der Umsetzung von AuCD (@ =7 nm, A) mit AuAda (& =7 nm, B) im Verhéltnis
1:1; Nach einer Reaktionszeit von 8 h betragt die durchschnittliche GroBe der Agglomerate 129 nm (C) und
152 nm (D).

Zur Kontrolle, ob es sich bei dem Aggregationsverlauf wirklich um Wirt-Gast-Interaktionen
des Cyclodextrins mit Adamantan handelt oder dies nur durch unspezifische Interaktionen
erfolgt, wurde zusatzlich eine Blindprobe der 10 nm groen AuCD mit dem einfachen

monovalenten 1-Aminomethyladamantan durchgefiihrt.
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Abb. 89: Schematische Darstellung der fiir den Aufbau von mehrdimensionalen Strukturen mit AuCD und
AuAda durchgeflihrten Versuche. A: Reaktion von AuCD mit dem monovalenten Liganden Ada-NH, als
Blindprobe; B: Agglomerationsreaktion von AuCD mit AuAda; C: Deagglomerationsreaktion der Uber Wirt-
Gast-Interaktionen verknipften Strukturen.

0

Dies sollte zu keiner Ausbildung von Agglomeraten fiihren. Nach einer Reaktionsdauer von
8h ergaben die DLS-Messungen einen hydrodynamischen Durchmesser von
dn=22+5nm (vor der Reaktion dn=19+4nm). Zusatzlich zeigt ein Vergleich der
Absorptionsspektren vor und nach der Zugabe des monovalenten Ligands, dass es sich bei
der Ausbildung der Agglomerate um Wirt-Gast-Interaktionen der Goldnanopartikel und

der damit verbundenen Ausbildung von mehrdimensionalen Strukturen handeln muss.

Ein weiterer interessanter Aspekt dieses Projektes war die Frage, ob man durch Variation
der Reaktionsbedingungen Einfluss auf die GroBe der Agglomerate nehmen kann. Deshalb
wurden Versuche mit geringeren AuCD-Konzentrationen (Verhéltnis 1:2 und Verhéltnis

1:5) durchgefihrt.
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Abb. 90. Absorptionsspektren der Reaktion von AuCD + AuAda (schwarz) und der Reaktion AuCD + Mono-
Ada (blau).

Dabei zeigten die DLS-Messungen im Anschluss an die Reaktion (Reaktionszeit 3 h) mit
mittleren hydrodynamischen Durchmessern von d,=67 +19 nm (Verhaltnis 1:2) und
dy =52+ 13 nm (Verhéltnis 1:5), dass kleinere Agglomerate ausgebildet werden. Dies kann
durch die weniger vorhandenen Vernetzungsmoglichkeiten zwischen den Nanopartikeln
durch Wirt-Gast-Interaktionen erklart werden. Auch sollte der grolRe Vorteil von
nichtkovalenten Wirt-Gast-Interaktionen, ihre Reversibilitdit, anhand der erhaltenen
Agglomerate Uberprift werden. Die Cyclodextrin-Adamantan-Vernetzungen sollten sich
durch externe Anregungen wie z.B. der Zugabe von konkurrierenden Gastverbindungen im
Uberschuss trennen lassen. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde im Anschluss an die
Agglomerationsreaktion 1-Adamantancarbonsdure im Uberschuss zugegeben und 10 min
mit Ultraschall behandelt, bevor die Reaktionslésung anschlielend weitere 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt wurde. Bei der Behandlung der Reaktionslésung mit Ultraschall
konnte beobachtet werden, dass die zuvor blauviolette, triilbe Losung mit ausgefallenen
Partikeln wieder klar wurde. Nach kurzer Zeit begannen die Partikel wieder zu
agglomerieren und der violette Niederschlag fiel erneut aus. DLS-Messungen ergaben

einen hydrodynamischen Durchmesser von dy=103 +18 nm fiir die mit Ultraschall
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behandelten Kolloidlésungen. Dies lasst den Schluss zu, dass der Farbwechsel der Lésung
lediglich auf die mechanische Zerkleinerung der Agglomerate durch die Behandlung mit
Ultraschall und nicht auf eine Deagglomeration der Nanopartikel zurtickzufiihren ist.
Dieses Ergebnis konnte im Einklang mit der Annahme stehen, dass eine erschwerte

Deagglomeration aufgrund der multivalenten Wechselwirkungen besteht.?”?!

3.4.3 Fazit

Im Rahmen dieses Teilprojektes der vorliegenden Arbeit konnte nach der Synthese des
Mono-6-amino-6-desoxy-f-Cyclodextrins dessen Immobilisierung auf die Partikel-
oberflaiche von zuvor hergestellten Goldnanopartikeln mit unterschiedlichen
Partikeldurchmessern gezeigt werden. Im Unterschied zu literaturbekannten Synthesen
von Cyclodextrin-koordinierten Goldnanopartikeln, erfolgte diese erstmalig durch
Anbindung Uber einen langkettigen, hydrophoben Linker mittels Amidbindungskniipfung.
Dazu wurde neben der bekannten NHS-Aktivester-Methode fir Immobilisierungs-
reaktionen, auch eine neue Methode unter Verwendung von Kupplungsreagenzien auf der
Basis von Uronium- / Guanidiniumsalzen durchgefiihrt. Eine Uberfiihrung der Goldkolloide
ins wassrige Medium erfolgte durch einen abschlieBenden Sulfatierungsschritt mit

SO3-DMF-Komplex.

Neben der Verwendung als mogliche Selektin-Inhibitoren, wurden die erhaltenen
Cyclodextrin-koordinierten  Goldkolloide  fir  erste  Versuche zum  Aufbau
mehrdimensionaler Strukturen auf Basis nichtkovalenter Wirt-Gast-Wechselwirkungen
genutzt. Dazu wurden sie mit monovalenten Adamantan-Verbindungen bzw. Adamantan-
koordinierten Gold-nanopartikeln umgesetzt. Es zeigte sich, dass es zu einer Ausbildung
von 100 - 200 nm groBen Agglomeraten kam. Zusatzlich wurden erste Untersuchungen zur
GrolRenkontrolle der Agglomerate und Moglichkeiten der Aufspaltung der Vernetzung

durchgefiihrt. In zuklnftigen Arbeiten missten dazu weitere Untersuchungen erfolgen.
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3.5 Multivalente Prasentation von Kohlenhydratmimetika als mégliche Epitope fiir die

Selektin-Bindung

Wie bereits im einleitenden Kapitel erldutert, stellt das Tetrasaccharid sLe* das minimale
Bindungsmotiv der natiirlichen Liganden fiir die Bindung der Selektine dar (siehe Kapitel
2.6.4). Allerdings handelt es sich dabei um eine relativ schwache Wechselwirkung mit
Bindungsaffinitat im unteren millimolaren Bereich.”®” Um eine Verstarkung der Bindung
zu erreichen, wurde in den letzten Jahren vermehrt in zwei Richtungen geforscht. Ein
Ansatzpunkt ist die Entwicklung neuer sLe*-Mimetika (Kohlenhydratmimetika), die durch
korrekte Anordnung bekannter Bindungsepitope den natlirlichen Liganden imitieren,
zusatzlich aber im Vergleich dazu verbesserte Eigenschaften in Bezug auf Affinitat,
Stabilitit, Spezifitit und Bioverfiugbarkeit besitzen.*****"%1 pie zweite Méglichkeit sieht
eine Affinitatssteigerung durch eine multivalente Prasentation von Kohlenhydrat-
strukturen vor. In einer Reihe unterschiedlicher Studien konnte durch Verwendung von

[160,282]

Polymeren , Dendrimeren!®%!

und Nanopartikeln!*®+284

als Template be-
eindruckende Ergebnisse erzielt werden, sodass die Kombination aus beiden Ansatzen
einen vielversprechenden Ausgangspunkt fiir die Entwicklung potenzieller Selektin-

Inhibitoren darstellt.

OH _0505°

HO 0,50, :

0] 0

AHk L o  L-Selektin: n.i. /\HJL L o LSelektin: 350 pM

HS NY - ine i S NY - T

o H : P-Selektin: n.i. o H : P-Selektin: 35 pM
“OH ~0s0,°

LigSyn3 AuSyn3s

Abb. 91: Vergleich der ICsp-Werte des freien Liganden LigSyn3 und der 6 nm grofRen mit sulfatierten
Liganden Syn3 funktionalisierten Goldkolloiden. (n.i. = nicht inhibierend). Die Konzentrationsangabe bei den
Nanopartikeln bezieht sich auf die Partikelkonzentration, nicht die Ligandkonzentration.[m]

212,213]

Vorherige Arbeiten! in einem Kooperationsprojekt der Arbeitsgruppen Dernedde /

Tauber, Reifsig und Schlecht konnten zeigen, dass sulfatierte Aminopyrane als mogliche
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Epitope fur die multivalente Prasentation auf Goldkolloide durch Immobilisierung anhand
Amidbindungsknipfung an der endstandig funktionalisierten Thiolhiille sehr gut geeignet
sind und Bindungskonstanten zu den verschiedenen Selektintypen im picomolaren Bereich
ermoglichen. Zudem wird durch die Nutzung der von Kohlenhydrat-dhnlichen
Verbindungen eigenen Eigenschaft, funktionelle Gruppen geometrisch definiert zu
prasentieren, die Bindung zu Selektinen zusatzlich positiv beeinflusst. So zeigt z.B. das
Aminopyran ((2S,3R,4S,5S)-3-Amino-4-hydroxy-6,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-2,5-diyl)-
dimethanol (Syn3) (Abb. 91) die bisher beste Selektivitdt zwischen den einzelnen
Selektinen mit Bindungskonstanten von 35 pM (P-Selektin) und 350 pM (L-Selektin),
wahrend es bei monovalenter Prasentation keine messbare Bindungsaffinitdt zu den

Selektinen aufweist,[21%213!

Um neue Informationen Uber die starke Bindung multivalent prasentierter polysulfatierter
Kohlenhydratmimetika an die verschiedenen Selektintypen zu erhalten und deren
Bindungseigenschaften durch Optimierung der Anzahl, geometrische Anordnung und
Flexibilitat der bendtigten Sulfatgruppen weiter zu untersuchen, werden im folgenden
Abschnitt neue Ansatze zur Verbesserung der Partikelsynthese, der Immobilisierung der
Kohlenhydratmimetika und Untersuchungen weiterer Faktoren zum Einfluss auf die
Bindungseigenschaften vorgestellt. Zusatzlich wird naher auf die Ergebnisse erster in vitro

Untersuchungen zur Biokompatibilitat der erhaltenen Konjugate eingegangen.

3.5.1 Immobilisierung potenzieller selektininhibierender Kohlenhydratmimetika auf

Goldnanopartikel

Die Synthese der fiir die im Kooperationsprojekt verwendeten Aminopyrane erfolgt dabei
nach einer im Arbeitskreis ReifSig entwickelten mehrstufigen stereoselektiven Methode,
die auf einer Lewis-Saure induzierten Umlagerungen von 1,2-Oxazinen basiert.”® Dabei
werden die bendtigten 1,2-Oxazine (Abb. 92 C) durch eine stereoselektive [3+3]-
Cyclisierung eines lithiierten Alkoxyallens (Abb. 92 B) und eines chiralen Aldonitrons (Abb.
92 A) erhalten und anschlieBend durch Behandlung mit einer Lewis-Sdure in einer

aldolartigen Cyclisierung in das bizyklische Produkt D Gberflihrt. Durch Reduktion der
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zentralen Carbonyleinheit, sowie hydrogenolytische Spaltung der N-O-Bindung wird

abschlieffend das Aminopyran erhalten.

1. Reduktion der

OTMSE Carbonylgruppe
2. Debenzylierung

oy {
O)( Li OTMSE 0 0. . 3 Spaltung der
z : Lewis-Saure

o] B e oY TOH N-0-Bindung OH
— : — —» HO__ .. "
Nl(@\/ O/N\B : : o /NH2
A n = N
Bn"® O ~o-N-Bn OH
A C D Syn3

Abb. 92: Schematische Darstellung der stereoselektiven Synthese aus 1,2-Oxazin zugadnglichen
Kohlenhydratmimetika am reprasentativen Beispiel des Aminopyrans Syn3 (nach [286]).

Mithilfe verschieden konfigurierter und substituierter 1,2-Oxazine wurde anhand dieser
Sequenz von Joana Salta und Maja Kandziora aus dem Arbeitskreis ReifSig eine Reihe von
Aminopyranderivaten (Abb. 93 b)) synthetisiert und fir die Immobilisierung auf den
Nanopartikeln zur Verfligung gestellt. Diese hydroxylierten Aminopyranderivate
unterscheiden sich neben der Anzahl ihrer Hydroxygruppen (APO1), auch in ihrer
funktionellen Gruppe am C-1. So wird die geminale Dimethylgruppe im Syn3 durch eine
hydrophobe Phenylgruppe im Aminopyran APO3 und einer Ethylgruppe im Aminopyran
APO5 ersetzt. AP02 und APO4 sind die entsprechenden Diasteromere und wurden zur
Untersuchung des Einflusses der raumlichen Orientierung der Sulfatgruppen auf die

Partikeloberflache immobilisiert.

Als zusatzliche Epitope fir die Immobilisierung auf der Nanopartikeloberflache wurden die
beiden kauflich erworbenen Aminozucker D-Mannosamin (Manna) und D-Glucosamin
(Gluca) getestet. Mannosamin und Glucosamin besitzen im Unterschied zu den bisher
angesprochenen Aminopyranen eine Hydroxymethylgruppe am C-1 und werden aufgrund
ihrer einfachen Zugéanglichkeit als Testsubstanzen fiir die Immobilisierung der Liganden
verwendet. AulRerdem konnten 2004 Pochechueva et al. anhand in vitro und in vivo Tests
nachweisen, dass monomere und multivalent prisentierte Mannosid-Derivate als sLe*-
Mimetika sehr gut geeignet sind und P-Selektin ab einer Konzentration von 0,6 uM

blockieren kénnen.?®”!
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Abb. 93: Aufzdhlung der als Kohlenhydratmimetika verwendeten Aminopyranosen. a) Das aus vorherigen
Arbeiten bekannte Aminopyran ((2S,3R,4S,5S)-3-Amino-4-hydroxy-6,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-2,5-
diyl)-dimethanol (Syn3); b) Die fir diese Arbeit zur Verfliigung gestellten Aminopyrane und c) Mannosamin
(Manna) und Glucosamin (Gluca).

Im Vergleich dazu findet Glucosamin in Kombination mit Chondroitin als natirliches
Chondroprotektiva Anwendung in der Behandlung von Osteoarthritis in Huft- oder
Kniegelenken und ihm wird als wichtiger Bestandteil des Tetrasaccharids sLe* und der
Klasse der Glycosaminoglycane eine entziindungshemmende Wirkung durch
Wechselwirkung mit L- und P-Selektin nach-gesagt.[145’288] So konnten Wang et al. durch
Untersuchungen von Heparin und Heparinoiden (chemisch-modifizierte Heparin-Derivate)
in Zelladhasionassays und Tierversuchen zeigen, dass die entziindungshemmende Wirkung
des Heparins in vivo hauptsachlich auf dessen Wechselwirkung mit P- und L-Selektin

zurlickzufiihren sind. Hierbei ist die 6-O-Sulfatgruppe des Glucosamins unverzichtbar.®*!

In Abb. 94 ist die Immobilisierung der freien Liganden am Beispiel des Aminopyrans Syn3
schematisch gezeigt. Dabei handelt es sich um eine in der Arbeitsgruppe etablierte
Methode zur Immobilisierung von KohIenhydratmimetika,[165'23°] die durch Variation der
Reaktionsparameter in der vorliegenden Arbeit deutlich verbessert werden konnte. Das
Aminopyran, welches zuvor in wenig absolutem DMF geldst wurde, wurde unter starkem
Rihren zur Kolloidlésung gegeben. Nach 30 min wurde dann etwas Triethylamin als
Hilfsbase zugegeben und die Reaktionslosung weitere 24 h gerihrt. Dabei wurde der
Fortschritt der Reaktion per DC-Kontrolle zur Sicherstellung einer moglichst hohen
Immobilisierung der freien Liganden Uberpriift. Noch freie NHS-Aktivester wurden mittels

Zugabe von Ethanolamin deaktiviert, um die Stabilitdit der Nanopartikel zu erhdhen.
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Danach wurde das als Nebenprodukt entstehende NHS gemeinsam mit dem Triethylamin
und dem nicht gebundenen Aminopyran mittels Dialyse gegen DMF entfernt. Die
erhaltene klare, rote Lésung war in absolutem DMF und durch Lagerung im Kihlschrank
bei 4 °C mehrere Wochen stabil und eine Agglomeration der Partikel war nicht sichtbar.
Ein einfaches Entfernen des Losungsmittels mit anschlieRendem Losen in dest. Wasser ist
aber nicht moglich, da die zahlreichen Alkoholfunktionen auf der Partikeloberflache in
Wasser zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen neigen. Diese Wasser-
stoffbriickenbindungen wirken zwischen den Nanopartikeln verbriickend und fiihren
somit zu einer Agglomeration der Partikel. Deshalb wurde analog, wie bei den
Cyclodextrin-funktionalisierten Goldnanopartikeln (Kapitel 3.4.1, Abb. 84) bereits
beschrieben, ein zusatzlicher Sulfatierungsschritt durchgefiihrt. Dieser ist notwendig, um
eine vollstindige Uberfiihrung der Nanopartikel ins wassrige Medium und die

rickstandslose Entfernung des toxischen DMF zu ermdoglichen.

@%”ﬁiﬁ?@w?

2. Dialyse gegen DMF AuMUDHSE
AUDT OH
o .l
. 1. DMF, 24 h, RT
HO_ .. " 2. Ethanolamin
o~ NH, y 3.Dialyse
OH
_/OSO3
_8350 E
/\I\/PL . o SO3 DMF-Komplex /\MJ\
S NY Y
o H :\OSO . 1.DMF, 24h 0°C->RT
AuSyn3s 3 2. Dialyse gegen DMF, Ausyn3
H,0, TMAH

3. Dialyse gegen H,0

Abb. 94: Schematische Darstellung der mehrstufigen Synthese sulfatierter Aminopyranose-koordinierter
Goldnanopartikel am Beispiel von Syn3, ausgehend von der Goldkolloid-Synthese gefolgt von der
Immobilisierung des Aktivesters durch Ligandenaustauschreaktion und den abschlieRenden Reaktionen an

der Ligandperipherie.

Obwohl sich die erfolgreiche Sulfatierung schon anhand der Anderung der Léslichkeit in
Wasser zeigt, wurde diese mittels IR- und 'H-NMR-Spektren kontrolliert. Der mégliche

Einfluss auf die Nanopartikel-Eigenschaften durch die Immobilisierung der Kohlenhydrat-
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mimetika und die Uberfiihrung der Nanopartikel ins wissrige Medium wurde mittels TEM-
Aufnahmen, DLS-Messungen und Absorptionsspektren untersucht. Es zeigte sich, dass sich
weder die PartikelgrofRe, die GroRendispersitat, noch der Agglomerationsgrad wahrend

den verschiedenen Reaktionsschritten wesentlich verandert haben.

Frihere Tests in der Arbeitsgruppe zum Bindungsverhalten von zyklischen Aminopyran-
koordinierten Goldnanopartikeln haben gezeigt, dass diese im Vergleich P-Selektin besser
inhibieren als L-Selektin.”*? Um eine Aussage Uber den Einfluss der multivalenten
Prasentation der Epitope auf die Selektin-bindende Wirkung der neuen synthetisierten
Aminopyranose-funktionalisierten Goldnanopartikel treffen zu kdénnen, reicht somit die
Untersuchung des Bindungsverhaltens an L-Selektin aus. Zusatzlich wurde nur jeweils ein
Diastereomer auf sein Bindungsverhalten getestet, da der Einfluss ihrer unterschiedlichen
raumlichen Orientierung der Sulfatgruppen bedingt durch die Anderungen in der
Konfiguration bei gleichbleibender Konstitution in dieser Studie vernachlassigbar waren.
Die Tests wurden anhand eines von Sven Enders aus der Arbeitsgruppe Dernedde/Tauber
entwickelten kompetitiven SPR-basierenden Bindungsassays durchgefiihrt (Beschreibung
des Versuchsprotkolls siehe Kapitel 6.1.9.1).[167'283]

Ein Vergleich der aus dem kompetitiven Bindungsassay erhaltenen Absolutwerte fiir die
Inhibierung von L-Selektin ist dabei nicht mdglich, da die verschiedenen Aminopyran-
koordinierten Goldkolloide aus unterschiedlichen AuMUDHSE-Chargen synthetisiert
wurden. Zwar besitzen alle Chargen einen entsprechenden mittleren Partikeldurchmesser
und eine dhnliche GrolRendispersitat, aber durch die hohe Sensibilitdt der Synthese kann
es zu leichten Unterschieden, z.B. in der Immobilisierung der Anzahl der Liganden auf die
Partikeloberflache, zwischen den Chargen kommen. Diese Unterschiede kénnen das
Ergebnis des Assays stark beeinflussen und ermdglichen nur eine Interpretation der
Trends flr die L-Selektin-Inhibierung. Vergleicht man die erhaltenen ICso-Werte der
verschiedenen Aminopyranose-koordinierten Goldnanopartikel mit dem ICso-Wert von
bekannten Selektin-Inhibitoren wie z.B. Heparin (IC50=4uM)[289] so liegen diese mit
Werten im pM-Bereich deutlich darunter, sodass ein positiver Effekt der multivalenten
Prasentation der Epitope auf die Inhibierung feststellbar ist. Auch zeigt sich, dass es durch
Variation der vermutlich nicht an der Bindung beteiligten Strukturelemente zu einer
Anderung des Bindungsverhaltens kommt. So nimmt die inhibierende Wirkung der

Epitope im Trend von den zwei Methylgruppen (ber die Ethylgruppe zur sterisch
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anspruchsvollen hydrophoben Phenylgruppe deutlich ab (Tabelle 4). Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit vorherigen Ergebnissen, die einen Einfluss der Struktur des
immobilisierten Amins und somit der Anordnung der Sulfatgruppen auf die Selektivitat
und das Bindungsverhalten zeigten.[165] Ebenso flihren sterisch anspruchsvolle Epitope
zusatzlich zu einer Verringerung der Anzahl an Epitopen auf der Partikeloberflache und

konnen somit den Effekt der multivalenten Prasentation negativ beeinflussen.

Tabelle 4: Ubersicht der synthetisierten sulfatierten Aminopyran-koord. Goldnanopartikel mit einem
mittleren Partikeldurchmesser von d =7 nm und ihrer gemessenen IC;o-Werte fur L-Selektin (n.g. = nicht
getestet).

Aminopyran—funkt.ionalisierte TEM DLS UV/Vis Ir;SiEIiZI:Ltji:g
Nanopartikel (d/ nm) (dn / nm) (Amax / nm) (ICs0) / oM
AuSyn3s 7 11+2 521 350 [16°]

AuAPO1s 7 16+3 522 600

AUAPO2s 7 21+5 526 1900

AuAPO3s 7 25+6 528 n. g.

AuAPO4s 7 22+ 4 525 1600

AuAPO5s 7 315 526 n. g.

AuGlucas 7 15+3 523 n.g.

AuMannas 7 195 521 n. g.

3.5.1.1 Variation der PartikelgroBe und deren Einfluss auf die Stabilitat

Die Anzahl der auf der Partikeloberflaiche multivalent prasentierten Epitopen hangt neben
dem sterischen Anspruch des Ligands selbst auch von der PartikelgréRe des Goldkerns und
der damit verbundenen, bereitgestellten Oberflache ab. So besitzen grofRere Partikel z.B.
einen kleineren Kriimmungsgrad der Partikeloberflaiche und bedingt dadurch kénnen sich
die Liganden dichter zusammenlagern. Dies fuhrt dazu, dass mehr Liganden auf die
Oberflache immobilisiert werden konnen und die Bindungseigenschaften dadurch positiv
beeinflusst werden.?%%Y 5o konnten Lin et al.”** bei der Untersuchung von Mannose-,
Glucose- und Galactose-funktionalisierten Partikeln mit 6 bzw. 20 nm Durchmesser auf
ihre Bindungseigenschaften an das Lectin Concanavalin A (Con A) zeigen, dass diese durch

die multivalente Prasentation eine 10-fach (6 nm Partikel) bzw. 100-fach (20 nm Partikel)
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starkere Bindung an Con A als der monomere Referenzligand Methyl-o-D-

mannopyranosid besitzen.?**!

Aber nicht nur wegen des Einflusses auf die Bindungseigenschaften spielt die GroRe von
Nanopartikeln eine wesentliche Rolle fiir deren Anwendung im medizinischen Bereich.
Auch die Toxizitat, die Verteilung und die Aufenthaltsdauer in biologischen Systemen
werden durch die PartikelgréBe stark beeinflusst.?®” Um einen moglichen Einfluss der
PartikelgroRe der Aminopyranose-funktionalisierten  Goldnanopartikel auf die
Eigenschaften in biologischen Systemen zu untersuchen wurden Aminopyran Syn3 und
Glucosamin auf vier unterschiedlich groRe Goldnanopartikel immobilisiert und die
erhaltenen Nanopartikel charakterisiert. Neben den schon beschriebenen Syn3-
koordinierten Goldnanopartikeln mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 7 nm
wurden fur die Funktionalisierung ebenfalls MUDA-koordinierte Partikel mit einem
mittleren Durchmesser von 10 nm, sowie 14 nm und 25 nm grol3e Citrat-funktionalisierte

Goldnanopartikel verwendet.

Die Synthese der 10 nm groRen sulfatierten Syn3- bzw. Gucoseamin-koord. Nanopartikel
erfolgte dabei nach der bereits im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Methode
durch die Verwendung der Kupplungsreagenzien HBTU, HOBt und der Hilfsbase NEts in
DMSO (Abb. 95) mit anschlieRendem Sulfatierungsschritt der Hydroxygruppen durch den
SOs-DMF-Komplex. Dabei zeigte sich, dass die Uberfiihrung der Partikel in Wasser nur
bedingt moglich war und es zu Agglomerationen der Partikel kam (hydrodynamische
Durchmesser dpsyn3 =41+9 nm, dhgiuca=35%6 nm), die unter anderem durch einen
Farbwechsel von rot zu violett sichtbar wurden. Grinde dafiir kdnnen neben einer

unvollstandigen Sulfatierung des Liganden“ss]

auch Probleme bei der HBTU-Kupplung
selbst sein. So kann die verwendete Hilfsbase Triethylamin, die im Unterschied zu anderen
Protonenscavenger, wie z.B. der Hiinig Base (N,N-Diisopropylethylamin, DIPEA), eine
hohere Nukleophilie besitzt oder die ungeschiitzten Hydroxygruppen des Syn3 die
Kupplung durch Nebenreaktionen negativ beeinflussen. Aus diesen Griinden wurde eine
neue Variante zur Synthesedurchfiihrung entwickelt. Dazu wurde zunachst Syn3 in
Abwesenheit der Partikel mit einem Uberschuss von SO3-DMF-Komplex in absolutem DMF

sulfatiert, mit 1 M NaOH gefédllt und anschlieBend ohne weiteres Aufarbeiten fiir die

Kupplungsreaktion verwendet.
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Abb. 95: Reaktionsschema der Darstellung der 10 nm groRen sulfatierten Syn3- bzw. Glucosamin-
funktionalisierten Goldnanopartikel durch Verwendung der HBTU / HOBt-Kupplungsmethode.

Da es sich bei den Verunreinigungen grofStenteils nur um anorganische Salze, wie z.B.
NaCl, handelt, storen diese bei der Kupplungsreaktion nicht. Fir die Kupplungsreaktion
wurden die MUDA-koordinierte Goldkolloide mit HBTU und HOBt in DMSO unter
Schutzgas vorgelegt und anschliefend Triethylamin gefolgt von Syn3s (sulfatiertes Syn3)
zugetropft und 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wurden die Partikel durch
Dialyse gegen DMF aufgereinigt, das DMF am Olpumpenvakuum entfernt und durch
Zugabe von TMAH und Millipore-Wasser wieder gelost (Abb. 96).

A C|)H (|)803Na
(ONGR S0O;-DMF-Komplex O
- =
H - .
ON ” 1.DMF, 2 h, RT NaQ:SO
NH, NG
OH 2.1 M NaOH, EtOH OSO;Na
Syn3s
B OSO;Na
o _0SOy

NaO8O_ L), OssO\CF

0 NH, o

0SO;Na AHJ\ L o
9 1. DMSO, HOBt, HBTU, ~

AuMUDA 18 h, RT AuSyn3s
2. Dialyse gegen DMF,
3. H,O0, TMAH
4 Dialyse gegen H,O

Abb. 96: Schematische Darstellung der Synthese von sulfatiertem Syn3-koordinierten Goldnanopartikeln (B)
durch Kupplung mit dem zuvor hergestellten sulfatierten Liganden (A) in einer Stufe.
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Ein Vergleich der UV/Vis-Absorptionsspektren der nach beiden Methoden synthetisierten
Partikel (Abb. 97) bestétigt die bereits anhand des Farbwechsels getroffene Aussage, dass
nach der zweistufigen Synthese eine Partikelagglomeration stattfinden muss, da es zu
einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu langeren Wellenlangen und zu einer
Bandenverbreiterung kommt. Dies tritt bei der einstufigen Synthese nicht bzw. nur in
geringerem Mal auf (Abb. 97 gepunktete Linien). Die Darstellung der Syn3- und Gluca-
koordinierten groBen Goldkolloide (d=14nm bzw. 25nm) erfolgten Uber einen
alternativen Syntheseverlauf. In vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass ein Ligandenaustausch von Citrat gegen einen N-Hydroxysuccinimidester-
funktionalisierten Liganden mit Uberfiihrung in abs. DMF nicht agglomerationsfrei méglich
ist.’%! Eine analoge Synthesedurchfiihrung wie bei den Dodecanthiol-funktionalisierten

Gold-nanopartikeln ist somit nicht moglich.
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5 084 ~_ 7 '
s = ~
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o N
Q N
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| ===~ AuSyn3s (zweistufige Synthese) -
------ AuSyn3s (einstufige Synthese)
029 - - - AuGlucas (zweistufige Synthese)
I EEREEE AuGlucas (einstufige Synthese)
0,0
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Abb. 97: Vergleich der normierten Absorptionsspektren der beiden Synthesewege mit AuMUDA als
Ausgangspartikel.

Deswegen erfolgte die Darstellung der Kohlenhydratmimetika-Goldnanopartikel
Konjugate mit Durchmessern von 14 nm bzw. 25 nm nach der in Abb. 98 gezeigten
Syntheseroute in sechs Stufen. Ahnlich der in Abschnitt 3.4.2 (Abb. 87) bereits
beschriebenen Methodik wurde ausgehend von 11-Bromundecansaure als Edukt durch

nukleophile Substitution mit Kaliumthioacetat eine Acetylsulfanylundecansaure
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hergestellt, welche dann durch Umsetzung mit NHS wund DCC in den
Acetylsulfanylundecansaure-N-hydroxysuccinimidester Uberfiihrt wurde. Der Aktivester
wurde in den nachsten Schritten mit Syn3 unter Amidbindungsknipfung umgesetzt, mit
SO3-DMF-Komplex sulfatiert und ohne weitere Aufarbeitung mit Natronlauge entschiitzt.
Der so hergestellte Ligand wurde im letzten Schritt durch Ligandenaustauschreaktion auf
der Goldnanopartikeloberfliche immobilisiert. Dabei besitzen die grofRen Citrat-
funktionalisierten Kolloide den Vorteil, dass sich die Citrat-Molekiile durch Alkanthiole
vollstandig von der Partikeloberflache verdrangen lassen. Hierzu wurde der freie Ligand in
wenig Wasser geldst und unter starkem Rihren zu der Lésung der Citrat-koordinierten
Goldkolloide gegeben. Nach 72 h wurde die Reaktions-l6sung auf ca. die Halfte des
urspringlichen Volumens eingeengt und abschlieBend gegen Wasser dialysiert, um

Verunreinigungen zu entfernen.

NHS, DCC,
0 C,H;05K, o o CH,Cl,, RT, o o 0
DMF, RT, 2 h 18 h
9 78 % 9 quant. 9 5

2. SO5-DMF-Komplex,

1. syn3, DMF, RT, 1 h
DMF, RT, 24 h PR
38 % 3.0,2 M NaOH, RT, 5 h
0] (o} 73%
o
Au +
0503 3Na _0S0;Na

HO
0]
350@ AuC|trat Na(o) 350@/\
/\H/U\ 1.H,0,RT, 72 h Nas/\H)LN“' y 0
2. Dialyse gegen ° H :

N
H,0 0SO;Na

050,

Abb. 98: Schematische Darstellung der Synthese des freien Liganden und dessen Immobilisierung auf Citrat-
koordinierten Nanopartikeln.

Die Charakterisierung der erhaltenen Syn3-funktionalisierten Partikel erfolgte durch die in
den vorherigen Kapiteln schon angesprochenen Methoden (Tabelle 5). Die erfolgreichen

Funktionalisierungen hatten keinen Einfluss auf die Proben.
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Tabelle 5: Ubersicht der synthetisierten Syn3s- bzw. Glucas-funktionalisierten Goldkolloide mit
unterschiedlichen Partikeldurchmessern.

Aminopyran-funktionalisierte TEM DLS UV/Vis
Nanopartikel (d/ nm) (dn / nm) (Amax / nm)
AuSyn3s 10 17+4 526
AuSyn3s 14 215 529
AuSyn3s 25 - 535
AuGlucas 10 16+3 526
AuGlucas 14 206 528
AuGlucas 25 33+8 535

3.5.1.2 Variation der Linkerkettenlange und deren Einfluss auf die Partikelstabilitat

Mithilfe des Aminozuckers Gluca wurden weitere Untersuchungen zum Einfluss der
Kettenlange auf die Stabilitdt der Partikel und der Prasentation der Eptiope durchgefihrt.
Dazu wurde die Kettenlange von 11 C-Atomen (MUDA), Giber 6 (MHA) zu 3 (MPA) verkdirzt.
Analog der in Abb. 96 fiir Syn3s beschriebenen Vorgehensweise wurde Glucas auf MHA-
bzw. MPA- koordinierten Goldnanopartikeln immobilisiert und in Millipore-Wasser
Uberfihrt. Die erhaltenen klaren, roten Kolloidlésungen waren zwar einige Wochen

optisch stabil, die Agglomerationsanfalligkeit nahm aber bei den kiirzeren Ketten stark zu.

Nao,s0  2°0sNa
0OSO;Na ‘0.S0 (:)SOS_
N SO o '
(0] 2 )
0SO;Na Lo 99
> OH 1. DMSO, HOBt HBTU > n H
n - DMSO, HOBt, HBTU, 050,
18 h, RT
AuMPA (n=1) AuMPAGIucas (n = 1)

2. Dialyse gegen DMF,
AuMHA (n = 4) 3. H,0, TMAH AuMHAGIucas (n = 4)

4. Dialyse gegen H,0

Abb. 99: Schematische Darstellung der Synthese der Glucas-funktionalisierten Goldnanopartikel mit
unterschiedlichen Linkerlangen.

Auch wurden erste Versuche durchgefiihrt, um Glucas lber Dithiocarbamat (DTC), einen
sogenannten O-Linker, auf die Partikeloberflache zu immobilisieren. Das Interesse an DTC

als mogliche Ankergruppe flir metallische Nanopartikel ist in den letzten Jahren wegen
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seiner zweizahnigen Natur und der einfachen Eintopf-Synthese stetig gewachsen. Ahnlich
wie beim zweizdhnigen Linker DHLA erfolgt die Bindung auf der Partikeloberflache durch
die zwei Thiolgruppen. Dies fihrt im Vergleich zu einfachen Alkanthiolen zu einer
starkeren Bindung, sowie einer hoheren Kompatibilitat mit unterschiedlichen Reaktions-
bedingungen.[m] Dadurch stellt die DTC-Ankergruppe eine weitere vielversprechende
Variation der multivalenten Prasentation der Kohlenhydratmimetika dar. Die Synthese der
DTC-Liganden erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch Kondensation von Glucas mit CS,
unter alkalischen Bedingungen. Dazu wurde 1 Aq. CS, mit der addquaten Menge Glucas
und Triethylamin in Wasser gemischt und 15 min bei Raumtemperatur im Ultraschallbad
behandelt. Der erhaltene DTC-Ligand wurde anschlieBend durch Liganden-
austauschreaktion auf den Goldnanopartikeln gebunden und durch Dialyse gegen

Millipore-Wasser aufgereinigt.

0505
0OSO;Na OSO;Na ‘0.S0

Na0;SO,_~

G2 Na0,SO, - 3 .
0SO,Na NEt;, H,0 3 0SO.Na  AuCitrat s L& 059
H,N -»—N S H

Ultraschallbad ¢ H 1. H,0,RT, 2h 0SO5’
OSO;Na 15 min. RT OSO;Na 2. Dialyse gegen

H,0

Abb. 100: Schematische Darstellung der Immobilisierung von Glucas auf die Goldkolloide durch Kupplung
mit Dithiocarbamat (DTC).

3.5.1.3 Immobilisierung von Aminooxepanen auf Goldnanopartikel

Um den Einfluss der RinggroBe auf die Stabilitdit der Goldnanopartikelkonjugate zu
untersuchen, wurde neben den verschiedenen Aminopyranen von Dr. Léa Bouché aus
dem Arbeitskreis ReifSig verschiedene Aminooxepane auf analogen Weg synthetisiert und
auf ihre mogliche Selektin-Inhibierung getestet. (2951 pabei zeigte das Monomer des
Aminooxepans (2S,3S,4R,5S,6S)-4-Amino-2,6-bis(hydroxymethyl)-7,7-dimethyloxepan-3,5-
diol flir die Bindung an L- und P-Selektin ICso-Werte im millimolaren Bereich, die durch
mehrfache Prasentation des Epitops weiter gesenkt werden konnten (Abb. 101) und sich
somit als weitere Epitope fir die multivalente Prasentation auf den Goldnanopartikeln

eignen.[296’297]
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00y 0580~ osoy 0,80, 9508
0SOy o) o)
’ N3 +
- 4 Na
0S0s 0580 0SSOy

IC59 Werte (mM):
L-Selektin: 0,210
P-Selektin: 0,330

IC59 Werte (mM):
12Na" L-Selektin: 0,016
P-Selektin: 0,056

Abb. 101: ICso-Werte eines ausgewahlten Aminooxepans und dessen tendenzielle Selektinbindung zur
mehrfache Prisentation.”***”!

Fir diese Studie wurden die drei in Abb. 102 gezeigten vollkommen entschitzten
Aminooxepane ausgewahlt. Dabei unterscheiden sich die Aminooxepane (2R,3S,4R,5S,6S)-
4-amino-2,6-bis(hydroxymethyl)-7,7-dimethyl-oxepan-3,5-diol (AO-1) und (2S,3S,4R,
5S,6S)-4-Amino-2,6-bis(hydroxymethyl)-7,7-dimethyl-oxepan-3,5-diol (AO-2) lediglich in
ihrer Konfiguration voneinander und durch eine zusatzliche Hydroxygruppe am Siebenring
von Syn3. Im Vergleich dazu besitzt das Aminooxepan (1S,4S,5S,8S,9S)-9-amino-4-
(hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-2,6-dioxabicyclo-[3,2,2]nonan-8-ol (AO-3) eine verbrick-
ende Esterbinding, die eine Erhéhung des sterischen Anspruchs durch den Bizyklus und

eine Verringerung der zur Verfligung stehenden Hydroxygruppen zur Folge hat.

% ? _Ao NH. NH2
1. NEt;, DMF, (OH)n

24 h, RT
AuMUDHSE 2. Dialyse AuAO
O.
H
Nl @ )~on
NH,
AO-1 AO-2 AO-3

Abb. 102: Immobilisierung der verschiedenen Aminooxepane auf die Partikeloberfliche durch Ausbildung

einer Amidbindung.
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Die Immobilisierung der Aminooxepane erfolgte wie zuvor bei den Aminopyranen
beschrieben unter Ausbildung einer Amidbindung an die Aktivester funktionalisierten
Goldnanopartikel (Abb. 102). Fiir alle drei Aminooxepane wurden klare rote Losungen
erhalten. Die Charakterisierung der Aminooxepan funktionalisierten Nanopartikel ergab
eine leichte Zunahme der hydrodynamischen Radien von 13 nm (AuMUDHSE
dn=11+2nm) auf 23+5nm (AuAO-1) und 20+5nm (AuAO-2), sowie eine grolRere
Zunahme fir AuAO-3 auf 60 £ 16 nm, die durch den hoheren sterischen Anspruch der
Epitope erklart werden kann. Dieses Ergebnis wird durch TEM Aufnahmen (Anhang Abb.

16) und UV/Vis-Spektren bestatigt, anhand derer keine Agglomerationen sichtbar sind.

‘ /\HJOL (0] SO3 DMF-Komplex (0]
@ s N
s H (OH), 1.DMF, 8h 0°C->RT (0505,

2. Dialyse gegen DMF
AuAO 3. Dialyse gegen H,0 AuAOs

Abb. 103: Schematische Darstellung des Sulfatierungsschritts der verschiedenen Aminooxepane

Eine Uberfiihrung der Aminooxepan-koordinierten Goldnanopartikel ins wassrige Medium
sollte erneut durch Sulfatierung der Hydroxygruppen erfolgen (Abb. 103). Dies ist nur
bedingt moglich. Im Falle der Aminooxepane funktionalisierten Goldnanopartikel AUAO-1
und AuAO-2 nimmt die Stabilitit der Partikel durch die Sulfatierung und Uberfiihrung sehr
stark ab. Die Sulfatierung mit dem Aminooxepan AO-3 gelang allerdings nicht und es kam
zur Aggregation der Partikel. Dabei zeigt das ‘H-NMR-Spektrum eine Zersetzung des
erhaltenen Nanopartikel-Ligand-Konjugats durch Offnung der Etherbriicke von AO-3 an,
was durch die Reaktionsbedingungen begriindet werden kann. Deshalb wurden keine
weiteren Untersuchungen mit dem kompetitiven Bindungsassay von den Aminooxepan-

koordinierten Goldnanopartikeln durchgefiihrt.

3.5.2 Variation des Partikelkerns

Neben der multivalenten Prasentation neuer Strukturen mit potenzieller inhibierender
Wirkung auf die Selektinbindung durch Goldnanopartikel, lag das Augenmerk der
vorliegenden Arbeit auch auf der Verwendung weiterer Partikelkerne, wie z.B.

Silbernanopartikeln, modifizierten Quantum Dots und Eisenoxidnanopartikeln. Da die
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Selektin-bindende Wirkung hauptsachlich auf der Struktur der Ligandenhiille und nicht auf
dem Partikelkern zurtickzufiihren ist, sollte ein Austausch des Kernmaterials ohne Verlust
der potenziellen Selektinbindung mdglich sein. Durch Verwendung anderer Partikelarten
konnen deren spezifische Attribute mit den guten Bindungseigenschaften der Liganden

verwendet werden.

3.5.2.1 Silbernanopartikel

Silbernanopartikel gehéren ebenfalls zur Klasse der Edelmetallnanopartikel, besitzen aber
im Unterschied zu Goldnanopartikeln weitere vielversprechende antibakterielle und
zellschiitzende Eigenschaften, die fiir eine Verwendung in biologischen Systemen von
groRem Interesse sind. Bereits 2004 veroffentlichten Zhang et al.”®® Arbeiten zur
selektiven Detektion des Lectins Con A durch Dextran funktionalisierte Silbernanopartikel
und vor Kurzem zeigten Ramtenki et al., dass Con A auch durch einfache Strukturen wie
Mannose- und Glucose-funktionalisierten Silbernanopartikeln selektiv gebunden und

[295] Ausgehend von diesen Arbeiten und der einfachen

detektiert werden kann.
Handhabbarkeit wurden die in Kapitel 3.2.2 vorgestellten Aktivester-koordinierten
Silbernanopartikel (AgMUDHSE; Abb. 61) fir erste Versuche zum Austausch des

Partikelkerns verwendet.

A 1. Syn3, NEt;, DMF, 0S0;”
e 3
o 24 h,RT _ ‘0,50,
fo) 2. Ethanolamin (0]
3. Dialyse
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IE S N ;
5 o 4. SO3-DMF-Komplex, 9 H z
24h, 0°C->RT 050,
AgMUDHSE 5. Dialyse AgSyn3s }
B 0SO;Na

Na0,SQ

o
0S0,Na 050,
(0] . 3 - =3
Nas/\H)LNK;(r 0,50, °
o) (o} H 0

9 0SO3”
o 0S0;Na Ld 3
Ag -0 3Na* = Ag S N
HO § 1.H,0,RT, 72 h 9 H 0S0,

AgCitrat 2. Dialyse gegen
H,0

AgGlucas

Abb. 104: Schematische Darstellung der Synthese von sulfatierten Aminopyran-koordinierten
Silbernanopartikeln mit einem mittleren Partikeldurchmesser von d =5 nm am Beispiel von Syn3 (A) und
durch Ligandenaustauschreaktion am Beispiel von Glucas (B).
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Analog zur Immobilisierung auf der Goldnanopartikeloberflache erfolgte deshalb die
Umsetzung von Syn3 und Glucosamin mit den funktionalisierten Silbernanopartikeln in
absolutem DMF unter Schutzgasatmosphadre mit anschlieBendem Sulfatierungsschritt in
zwei Stufen (Abb. 104A). Durch Umsetzung des zuvor schon fiir einen Ligandenaustausch
mit AuCitrat verwendeten Glucosamin-Liganden mit den Citrat-koordinierten
Silbernanopartikel konnte auf analoge Weise auch eine Variation der PartikelgroRe
erhalten werden (Abb. 104B). Die so hergestellten 5nmbzw.17 nm grofRen
funktionalisierten Silbernanopartikel wurden wie bereits bei den Goldnanopartikeln

beschrieben charakterisiert.

3.5.2.2 CdTe/ZnS- Quantum Dots

Im Vergleich zu herkdmmlichen organischen Farbstoffen besitzen kolloidale Halbleiter-
QDots einzigartige optische Eigenschaften wie eine durch die GroRe abstimmbare
Photolumineszenz, hohen Quantenausbeuten, ausgezeichnete Photostabilitdt und breite
Anregungsspektren. Dadurch sind sie organischen Fluorophoren deutlich Giberlegen. Diese
Uberlegenheit kombiniert mit Fortschritten in der Synthese, der Wasserléslichkeit und
neuen Biokonjugationsmethoden haben die QDots fliir Anwendungen in biologischen
Systemen attraktiver gemacht.BOO] Wegen ihrer optischen Eigenschaften wurden deshalb
die aus der Synthese erhaltenen CdTe / ZnS-QDots als weiteres Partikelmaterial gewahlt.
Bereits im einflihrenden Kapitel zur Funktionalisierung der Nanopartikel (siehe Kapitel
3.2.3.2) konnte gezeigt werden, dass die aus dem Syntheseansatz mit organischem
Losungsmittel erhaltenen QDots trotz ihrer hohen Quantenausbeuten fiir die
Immobilisierung von moglichen Selektin-bindenden Liganden nicht geeignet sind, da ein
vollstandiger Ligandenaustausch mit dem Aktivester MUDHSE nicht moéglich war. Versuche
zu Ligandenaustauschreaktionen mit den vollstandigen Liganden LigSyn3s und LigGlucas
ergaben einen vollstandigen Verlust der Quantenausbeute und eine Agglomeration der
Partikel, weswegen fir die erstmalige multivalente Prdsentation der vorgestellten
Kohlenhydratmimetika durch QDots unterschiedliche wasserl6sliche CdTe/ZnS-Partikel aus
dem Syntheseansatz im wassrigen Medium gewahlt wurden. Diese in Abb. 105 gezeigten
QDots unterscheiden sich zum einen in der PartikelgroBe und somit auch im

Emissionsmaximum, zum anderen aber auch in der Kettenlange der Linker.
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Abb. 105: Aufnahme unter der UV-Lampe (A =366 nm) der in diesem Projekt verwendeten Qdots mit
MUDA-H(ille (griin), MHA-Hdlle (gelb), MPA-Hiille (orange).

Dadurch ist eine Vielzahl an Variationen der Partikel moéglich und somit kdnnen
verschiedene Einfliisse auf die Selektinbindung tiberpriift werden. Bei den drei in Abb. 105
gezeigten Partikelarten handelt es sich um griin fluoreszierende MUDA-koordinierte
QDots mit einem Partikeldurchmesser von d=2,5nm, gelb fluoreszierende MHA-
koordinierte QDots (d =3,5nm) und orange fluoreszierende MPA-koordinierte QDots
(d=4nm). Alle drei Partikel sind mit einer gegen die Freisetzung von Cd2'-lonen
schiitzenden ZnS-Hiille versehen. Zur Uberpriifung, ob CdTe/ZnS-QDots fiir
Untersuchungen zur Selektin-Bindung verwendet werden konnen, wurden die
Mercaptocarbonsaure-koordinierten CdTe/ZnS-QDots mit dem bereits erwdhnten SPR-
Bindungsassay getestet. Dazu wurden die Loésungen stark verdinnt und auf pH=8

eingestellt.

Tabelle 6: Ubersicht der erhaltenen Ergebnisse aus dem SPR-Bindungsassay fiir die Mercaptocarbonsiure-
koord. QDots.

Mercaptocarbonsaure-koord. TEM DLS GAVVAVITS L-S.e!ektm
Inhibierung
QDots (d/nm) (dh/nm)  (Amax/ nm)
(ICs0)
CdTe/ZnS/MPA 4 61 562 80 nM
CdTe/ZnS/MHA 3,5 51 485 637 nM
CdTe/ZnS/MUDA 2,5 4+1 433 790 nM
AuMUDA 7 9+2 523 100 pM!*e9!

Es ergibt sich, dass die QDots ICso-Werte im nM-Bereich erzielen, diese aber im Vergleich

zu MUDA-koordinierten Goldnanopartikeln mit ca. 800 nmol /L drei GréRenordnungen
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schwacher sind. Zusatzlich konnte ein gréBenabhangiger Einfluss auf die inhibierende
Wirkung gezeigt werden. Je kleiner die Mercaptocarbonsaure-koordinierten CdTe/ZnS-
QDots werden, desto hoher wird der ICso-Wert und somit die Bindung schwacher. Diese
Unterschiede kdnnen mit einer geringeren Anzahl der freien Carboxylat-Gruppen auf der

Partikeloberflache der kleineren Partikel begriindet werden.

StandardmaRig erfolgt die Immobilisierung von Liganden auf Mercaptocarbonsaure-
koordinierten QDots in wassrigem Medium durch die Verwendung der EDC/NHS-
Methode. Im Unterschied zu den meisten literaturbekannten Kopplungsvorschriften fur
QDots wurden in der vorliegenden Arbeit das NHS fiir eine verbesserte Kopplungseffizienz
durch sulfo-NHS ausgetauscht. Sulfo-NHS ist ein wasserl6sliches Analogon von NHS und
verleiht dem entstehenden Aktivester eine bessere Loslichkeit in Wasser, wahrend diese

durch die Aktivierung mit NHS abnehmen wiirde.0

Zur Darstellung der
Kohlenhydratmimetika-QDots Konjugate wurden zunachst die QDots in entgastem Wasser
30 min bei Raumtemperatur mit EDC und sulfo-NHS aktiviert, bevor der Ligand zugegeben
und die Reaktionsmischung 2 h im Dunkeln gerihrt wurde (Abb. 106). Die beste
Kupplungseffizienz wurde mit dem Verhaltnis 1 : 10000 : 25000 (CdTe/ZnS : EDC : sulfo-
NHS) erhalten. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung der Partikel durch Dialyse gegen
Millipore-Wasser.

A 0805

0,50 :
1. H,0, RT, 30 min,

0O 0]
EDC, sulfo-NHS - (0]
s O 25y, NaOH, 2R s N
n .Syn3s, NaOH, 2 h, RT, n H =

ZnS 3. Dialyse gegen H,0 ZnS \0503‘
CdTe/ZnS/TGA (n=0) CdTe/ZnS/TGA/Syn3s (n = 0)
CdTe/ZnS/MHA (n = 4) CdTe/ZnS/MHA/Syn3s (n = 4)
CdTe/ZnS/MUDA (n = 9) CdTe/ZnS/MUDA/Syn3s (n = 9)

B 0,50, 2°9
0o 1. H,0, RT, 30 min, ] 0S0.-
S%O' EDC, sulfo-NHS /\Hﬂ\ Lo 3
S —— \
n 2. Glucas, NaOH, 2 h, RT, S n H .
ns 3. Dialyse gegen H,0 Zns 0503
CdTe/ZnS/TGA (n = 0) CdTe/ZnS/TGA/Glucas (n = 0)
CdTe/ZnS/MHA (n = 4) CdTe/ZnS/MHA/Glucas (n = 4)
CdTe/ZnS/MUDA (n =9) CdTe/ZnS/MUDA/Glucas (n = 9)

Abb. 106: Schematische Darstellung der Immobilisierung von Syn3s (A) und Glucas (B) auf die verschiedenen
Mercaptocarbonsaure-koordinierten QDots durch EDC / sulfo-NHS-Methode.
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Um das literaturbekannte Problem der moglichen Abnahme der Quantenausbeute durch
den Dialyse-Reinigungsschritt so gering wie moglich zu halten, wurde der Dialyseschlauch
aus regenerierter Cellulose gegen einen Dialyseschlauch aus Celluloseester ausgetauscht.
Die erfolgreiche Kupplung der Liganden wurde durch die Signale der neu gebildeten
Amidbindung in den NMR-Spektren und den Amidbanden im IR-Spektrum nachgewiesen.
Die Kontrolle der Einflisse der Kupplungsreaktion auf den Agglomerationsgrad der
Partikel erfolgte, wie bereits zuvor beschrieben durch Absorptionsspektren und TEM-

Aufnahmen (Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht der in dieser Arbeit hergestellten Aminopyran-koordinierten CdTe/ZnS-QDots

Aminopyran-funktionalisierte UV/Vis
Quantum Dots (Amax / nM)
CdTe/ZnS/MUDA/Syn3s 2,5 443
CdTe/ZnS/MHA/Syn3s 3,5 486
CdTe/ZnS/TGA/Syn3s 5 592
CdTe/ZnS/MUDA/Glucas 2,5 435
CdTe/ZnS/MHA/Glucas 3,5 499
CdTe/ZnS/TGA/Glucas 5 584

3.5.2.3 Magnetische Eisenoxidnanopartikel

Aktuelle  Veroffentlichungen zeigen das hohe Potenzial Selektin-bindender
funktionalisierter magnetischer Nanopartikel als mogliche MRT-Kontrastmittel zur
Darstellung von entziindetem Gewebe. 2014 publizierten Suzuki et al.®% eine Arbeit zur
multivalenten Prdsentation von Fucoidan, ein sulfatiertes Polysaccharid, durch
Eisenoxidnanopartikel und deren in vitro und in vivo Untersuchungen zur Bindung an P-
Selektin. Darin konnten sie zeigen, dass Fucoidan-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel
sehr selektiv an P-Selektin binden und zur Detektion von Thromben durch MRT verwendet
werden kénnen. Nordmeyer et al. konnten ebenfalls kirzlich zeigen, dass dendritische
Polyglycerolsulfat-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel eine bemerkenswerte Bindung
an L-Selektin besitzen und dabei ihre magnetischen Eigenschaften durch die

Immobilisierung nicht verlieren.*!
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Die Einfihrung magnetischer Partikelkerne ohne Verlust der Selektin-bindenden
Eigenschaften sollte somit fiir die untersuchten Kohlenhydratmimetika-Nanopartikel
moglich sein. Viele Arbeiten zum Thema Umfunktionalisierung der Eisenoxidnanopartikel
zur biologischen Anwendung beschreiben einen direkten Ligandenaustausch der
hydrophoben Olsdure/Oleylamin-Liganden mit den neuen Liganden.[223’228’3°4] Dieser Weg
ist fur die multivalente Prasentation der beiden sulfatierten Epitope Syn3s und Glucas
wegen der fehlenden Ankergruppe ungeeignet, weswegen die Immobilisierung liber einen
anderen literaturbekannten Weg erfolgte. Bei diesem handelt es sich um eine zweistufige
Modifikation der Partikeloberfliche, die zunichst die Uberfiihrung der hydrophoben
Eisenoxidnanopartikel durch einen Ligandenaustausch mit DMSA ins wassrige Medium
vorsieht. Im zweiten Schritt erfolgt die Immobilisierung der bioaktiven Liganden durch

Reaktion mit den freien funktionellen Gruppen der DMSA-Hiille.!

Die 5-12nm grofRen Eisenoxidnanopartikel wurden zunachst wie in Kapitel 3.1.3
beschrieben synthetisiert und mit DMSA ins wassrige Medium Uberfuhrt (siehe Kapitel
3.2.5). Dann erfolgte die Immobilisierung der sulfatierten Epitope Syn3s und Glucas Uber
konventionelle Carbodiimid-Methode mit EDC/sulfo-NHS durch Ausbildung einer
Amidbindung (Abb. 107). Uberschiissige freie Liganden wurden durch magnetisches Fllen
der Nanopartikel und anschlieBender Dialyse gegen Millipore-Wasser entfernt

(ausfiihrliche Synthesevorschrift siehe Kapitel 6.2.9.1.7).

1. Glucas, 1. Syn3s,
EDC, Sulfo-NHS, EDC, Sulfo-NHS,

.S
H,0, 2-3 h, RT - 0 H,0, 2-3 h, RT
2. Dialyse IONP-DMSA 2. Dialyse
gegen H,0 gegen H,0

0S0;
‘ 0so, <
: 10350~
50350 0S0; S
L_o 0
! H‘ NH -
70 050" -S0 050,
IONP-DMSA-Glucas IONP-DMSA-Syn3s

Abb. 107: Schematische Darstellung der multivalenten Prdsentation von Glucas und Syn3s auf
Eisenoxidnanopartikel.
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Zur Kontrolle des Einflusses der Immobilisierungsreaktion auf die Morphologie und dem
Agglomerationsgrad der Partikel, wurden TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen
herangezogen. Diese zeigten, dass die Partikel nach der Funktionalisierung gut verteilt
ohne Aggregation vorliegen. Der hydrodynamische Durchmesser der Partikel nahm leicht
von 16 £ 2 nm (8 nm grolRe IONP-DMSA) auf 23 + 3 nm (8 nm grofle IONP-DMSA-Glucas)
zu. Wie bereits beim Ligandenaustausch mit DMSA beschrieben erfolgte die Kontrolle der
Immoilisierungsreaktion durch den Vergleich der IR-Spektren vor und nach der Reaktion.
Ein reprdsentatives IR-Spektrum von IONP-DMSA-Glucas ist in Abb. 108 gezeigt
(Ergebnisse fiir IONP-DMSA-Syn3s siehe Kapitel 6.2.9.6.1). Die neu gebildete Amidbindung
kann dabei durch die im IR-Spektrum nach der Reaktion auftauchenden Amidbande bei

1633,5 cm™ bestatigt werden.

—— IONP-DMSA

—— |IONP-DMSA-Glucas

1,0 H
S
<
c
Re]
g
< 0,8+ neu entstandene
= Amidbande

0,6

T ¥ T T L T T T 1

T T v T T
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 90
Wellenzahl [1/cm]

Abb. 108: IR-Spektren der DMSA-funktionalisierten (schwarz) und der Glucas-funktionalisierten
Eisenoxidnanopartikel (blau). Der rote Pfeil zeigt die neu entstandene Amidbande bei 1633,5 em™an.

3.5.3 Untersuchungen zur Biokompatibilitat der funktionalisierten Nanopartikel

Fir die mogliche Verwendung in biologischen Systemen miissen die erhaltenen
Nanopartikel biokompatibel sowie stabil unter physiologischen Bedingungen sein. Die in
dieser Arbeit synthetisierten und funktionalisierten Kohlenhydratmimetika-Nanopartikel
Konjugate erfiillen die daflr wichtigen Faktoren. Sie sind in Wasser auch in starker
Verdiinnung stabil und weisen einen neutralen pH-Wert auf. Auch stellt eine Temperatur

zwischen 20 — 40 °C kein Problem fir die Stabilitat der Partikel dar. Neben diesen Faktoren
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dirfen die funktionalisierten Nanopartikel sich nicht negativ auf die Zellviabilitdt und die
Zellproliferation auswirken. Um diese Punkte und die Biokompatibilitat der in dieser Arbeit
synthetisierten Nanopartikel zu Gberprifen, wurden erste in vitro Untersuchungen zur
Zytotoxizitdit und Zellproliferation in einer Kooperation mit dem Institut fiir
Ernéhrungswissenschaften der Justus-Liebig Universitdt Giefsen (Prof. Dr. Silvia Rudloff, Dr.
Sabine Kuntz) und dem Labor fiir experimentelle Unfallchirurgie des Universitétsklinikums

Giefsen (Prof. Dr. Katrin Lips, Dr. Katja Trinkaus und Olga Dakischew) durchgefiihrt.

Zur Untersuchung der Biokompatibilitdit wurden Nabelschnur-Endothelzellen (HUVECs)
verwendet. Diese werden allgemein bei in vitro Tests zur Untersuchung von endothelialer
Physiologie und pathologischen Bedingungen verwendet.® Es ist bekannt, dass HUVECs
unter dem Einfluss von proinflammatorischen Cytokinen, Adhdsionsmolekiile
hochregulieren, weswegen sie flir die Untersuchung von Selektin-Wechselwirkungen
ebenfalls geeignet sind. Als zweiten Zelltyp wurden mesenchymale Stammzellen aus
humanem Bohrmehl (MSCs) eingesetzt. Diese besitzen wegen ihrer Fahigkeit in
unterschiedliche Zellen und Gewebe auszudifferenzieren groRRes therapeutisches

Potenzial.>%”

3.5.3.1 Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der Kohlenhydratmimetika-

koordinierten Edelmetallkolloide

Die zytotoxische und wachstumsinhibierende Wirkung der funktionalisierten Gold- und
Silbernanopartikel wurden an HUVEC-Zellen mithilfe eines fluorimetrischen Zell-
proliferations- und Zytotoxizitdtsnachweis Assays untersucht. Dabei wird ausgenutzt, dass
der kommerziell erhiltliche DNA-interkalierende Farbstoff SYTOX®-Green nur die
Plasmamembran von beschadigten oder abgestorbenen Zellen durchdringen kann.
Aufgrund dieser Eigenschaft kann sowohl die Anzahl der lebenden wie auch der toten
Zellen in einem Assay bestimmt werden. Neben der schnellen und simultanen
Quantifizierbarkeit besitzt der Assay die Vorteile einer hohen Sensitivitdit und eines
starken Fluoreszenzsignals. Alle Untersuchungen wurden von Dr. Sabine Kuntz aus dem
Institut flr Erndhrungs-wissenschaften durchgefiihrt. Die ausfiihrliche Beschreibung der

Testdurchfiihrung ist in Kapitel 6.1.9.2.1.1 gezeigt.
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52 zur Zytotoxizitat von funktionalisierten Edelmetallnanopartikeln haben

Frihere Studien
gezeigt, dass diese hauptsachlich von Faktoren des Partikelkerns wie der GroRRe und Form,
aber auch von der Ladung der funktionellen Gruppen und der Stabilitdt der Liganden
abhangig ist. Aus diesem Grund wurden einige dieser Faktoren fir die
Kohlenhydratmimetika-Nanopartikel Konjugate untersucht. Zunachst wurde der Einfluss
der Liganden auf die 7 nm groBen Goldnanopartikel getestet. Der Vitalitatstest zur
Bestimmung der Anzahl lebender Zellen ergab bei der Untersuchung eine signifikante
Abweichung der Glucas-koordinierten Goldnanopartikel ab einer Nanopartikel-
konzentration von 5 nmol /L (Abb. 109). Bei einer Konzentration von 10 nmol / L waren
Uber 80% der Zellen im Vergleich zur Kontrolle tot. Kiirzlich zeigten Kaur et al., dass
Glucose-koord. Goldnanopartikel (d =7 2 nm) bis zu Konzentrationen von 30 umol /L
keine zytotoxische Wirkung auf HUVECs besitzen.®% Dieses Ergebnis in Kombination mit
dem Vergleich der anderen funktionalisierten Goldnanopartikel, lasst den Schluss zu, dass
die zytotoxische Wirkung der Glucas-koordinierten Goldnanopartikel nicht durch die
Liganden hervorgerufen wurde. Vielmehr kénnte eine vorherige Agglomeration der
Partikel oder andere externe Faktoren das Ergebnis beeinflusst haben. Dies misste in

zukinftigen Tests validiert werden.

Ein Einfluss der Stabilitat und Agglomerationsanfalligkeit konnte auch fiir die zytotoxische
und zellproliferationshemmende Wirkung von AuAPO2s ab einer Konzentration 1 nmol / L
verantwortlich sein. Das Mimetikum mit der Phenylgruppe am C-1 zeigte schon wahrend
der Synthese eine schlechtere Stabilitdt im Vergleich zu Glucas, Syn3s und APO1s. Alle
anderen Liganden weisen keine zytotoxische Wirkung bei den getesteten Konzentrationen
auf. Dafiur wirkten AuSyn3s und AuAOO02s ab Konzentrationen von 10 nmol/L
wachstumsinhibierend auf die HUVECs (Abb. 109). Es ist literaturbekannt, dass
Goldnanopartikel mit einem Durchmesser < 5 nm eine zytotoxische Wirkung hervorrufen,
da sie in den Zellkern eindringen und dort mit der DNA wechselwirken kénnen. 3%
Hingegen zeigen groBere Goldnanopartikel keine zytotoxische Wirkung. Zur Untersuchung
des Einflusses der Partikelgrofe auf die Zytotoxizitdt der Kohlenhydratmimetika-
Goldnanopartikel Konjugate wurden 14 nm groRe Glucas- bzw. Syn3s-koordinierte
Goldnanopartikel getestet. Ein Vergleich der PartikelgroRen ist in Abb. 110 gezeigt. Um

den Einfluss der Liganden bei dieser GroRe zu bestimmen, wurden ebenfalls 14 nm grole

AuCitrat und AuMUDS als Kontrollen verwendet.
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Abb. 109: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der kleinen Kohlenhydratmimetika-
koordinierten Edelmetallnanopartikel; HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die
HUVECs 48 h mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen (100, 50, 10, 5 und 1 nmol / L) inkubiert.
Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfarben mit SYTOX® Green Kernfarbstoff erhalten. Ergebnisse sind
als % von der unbehandelten Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der % Gesamtzellzahl
der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)].
Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p <
0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

Alle 14 nm groRBen Goldnanopartikel zeigten bei den getesteten Konzentrationen keine
Zytotoxizitat. Bedingt durch die Synthese der AuCitrat konnten keine hdoheren
Konzentrationen getestet werden. Eine leichte Hemmung der Zellproliferation wiesen
AuGlucas und AuMUDS auf, wahrend AuSyn3s keinen Einfluss zeigte. Es ist zu vermuten,
dass die Hemmung der Zellproliferation von AuSyn3s konzentrationsabhangig sein kénnte.
Die Untersuchung der Silbernanopartikel ergab fir die 5 nm groBen Syn3s-koordinierten
Partikel bei den getesteten Konzentrationen keine signifikante Veranderung der
Zellproliferation und Zytotoxizitat (Abb. 109). Auch die groRen Glucas-funktionalisierten
Silbernanopartikel zeigten keine Zytotoxizitdt (Anhang Abb. 17; Anhang Abb. 21), dafir
aber eine inhibierende Wirkung der Zellproliferation ab einer Konzentration von
1nmol/L. Um eine Aussage Uber die Zytotoxizitdit der Kohlenhydratmimetika-
Nanopartikel Konjugate unabhangig von der Zelllinie treffen zu kénnen, wurde im Labor
fiir experimentelle Unfallchirurgie von Dr. Katja Trinkaus weitere Tests der
funktionalisierten Goldnanopartikel an Zellkulturen durchgefiihrt. 7 nm und 14 nm grole
Syn3s-koordinierte Goldkolloide wurden in Konzentration von 3 nmol /L, 300 pmol /L,
30pmol /L und 3 pmol/L an primdren mesenchymalen Stammzellen aus humanem

Bohrmehl getestet.

153



3 Ergebnisse und Diskussion

o}
200 - .
3 lebende Zellen S%N'R P.artlkelllkern. Au
n H Linkerlange: n=9

150] M@ tote Zellen

100

50 4

0

Zellzahl [ % von der Kontrolle]

0 5 1 1 05 01005 0 10 5 1 1 05 041 0 5 1 05 01 00500 1 05 01005

AuGlucas AuGlucas AuSyn3s AuSyn3s  AuMUDS AuMUDS AuCitrat
(7 nm) (14 nm) (7 nm) (14 nm) (7 nm) (14 nm) (14 nm)

Abb. 110: Vergleich der Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der Glucas- bzw. Syn3s-
koordinierten Goldnanopartikel mit unterschiedlichen Partikelgrofen. AuMUDS und AuCitrat dienten als
Kontrollen; HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit
unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen (50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,05 und 0,01 nmol /L) inkubiert.
Proliferation und Toxizitat wurden durch Anfarben mit SYTOX® Green Kernfarbstoff erhalten. Ergebnisse sind
als % von der unbehandelten Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der % Gesamtzellzahl
der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)].
Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p <
0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

Der Beobachtungszeitraum betrug 8 Tage, in denen die Zellen lichtmikroskopisch
kontrolliert wurden. In dieser Zeit konnten fir die 7 nm groBen Syn3s-koordinierten
Goldkolloide keine Anzeichen fir Zellunvertraglichkeit beobachtet werden. So blieb der
Zellrasen intakt, die Zellen blieben adharent und kleine RS-1 Zellen waren vorhanden.
Diese entstehen durch asymmetrische Teilung von mesenchymalen Stammzellen und
deuten auf eine intakte Zellproliferation hin.2® Im Gegensatz dazu zeigten die gréReren
Partikel bereits bei einer Konzentration von 3 pmol /L nach einer Inkubationsdauer von
zwei Tagen erste Anzeichen fiir Veranderungen (Abb. 111). Es war Zelldebritus in Form
von kleinen Partikeln, sowohl im Medium als auch auf den Zellen zu bemerken. Auch
begannen die Zellen abzuflachen und sich abzulésen. Im Unterschied zu den
Untersuchungen an HUVECs scheint die toxikologische Wirkung der Kohlenhydrat-
mimetika-Nanopartikel-Konjugate in MSCs groflenabhangig zu sein. Dieses Ergebnis
stimmt mit friiheren Untersuchungen zur Zytotoxizitat der funktionalisierten Nanopartikel
iiberein."®>2% |n diesen Untersuchungen konnte unabhangig der Zelllinie ebenfalls keine

zytotoxische Wirkung der 7 nm groBen funktionalisierten Goldkolloide gefunden werden.
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Die 14 nm grofRen Syn3s-funktionalisierten Goldkolloide wirkten sich aber negativ auf die

Vitalitat der MSCs aus.

Abb. 111: Lichtmikroskopische Aufnahmen von humanen mesenchymalen Stamzellen nach einer
Inkubationsdauer von 2 Tagen mit unterschiedlichen Konzentrationen von AuSyn3s (14 nm);
Konzentrationen: Kontrolle c =0 pmol / L (A); ¢ =300 pmol / L (B), c =30 pmol / L(C), c =3 pmol /L (D).

3.5.3.2 Zytotoxizitits- und Zellproliferationstests der Kohlenhydratmimetika-

funktionalisierten QDots und Eisenoxidnanopartikel

Dem grollen Potenzial der funktionalisierten QDots zur medizinischen Anwendung in
biologischen Systemen steht ein starkes Bedenken wegen ihrer moglichen Toxizitat
gegeniber. Das in vitro Toxizitatspotenzial der QDots beruht auf der moglichen

Freisetzung von Schwermetallionen (Cd**), die auf zellulirer Ebene zur Ausbildung von
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reaktiven Sauerstoff-Spezien fiihren, mit Mitochondrien wechselwirken, die Apoptose
auslsen und die DNA beschidigen kénnen. Chen et al.™®® konnten in in vitro Tests an
HUVECs nachweisen, dass MPA-funktionalisierte CdTe-QDots eine drastische Abnahme
der Zellviabilitit hervorrufen. Yan et al.® und Wang et al.®*? erhielten dhnliche
Ergebnisse mit MSA-funktionalisierten CdTe-QDots. Alle drei Forschergruppen, sahen die
zytotoxische Wirkung durch die Induzierung von oxidativen Stress und Beschadigungen an
der DNA begriindet. Andere in vitro Studien konnten zeigen, dass eine schiitzende Hiille
(ZnS, Silica, Polymere) die Freisetzung der Cadmiumionen reduzieren und somit zu einer
Herabsetzung der zytotoxischen Wirkung von QDots fiihrt. So zeigten z.B mit Polymeren
funktionalisierte CdSe/ZnS-QDots keinen negativen Einfluss auf die Zellproliferation von

HUVECs.B3¥

Anhand dieser Studien sollten die in dieser Arbeit synthetisierten Glucas- bzw. Syn3s-
koordinierten CdTe/ZnS-QDots keine zytotoxische Wirkung auf die HUVECs zeigen. Zur
Uberpriifung der Annahme wurden diese deshalb mit unterschiedlichen PartikelgréRen,
Linkerlangen und Konzentrationen mit den HUVECs inkubiert und nach 48 h auf ihre
Biokompatibilitat getestet. Um eine Aussage liber den Einfluss der Epitope auf die
Biokompatibilitat machen zu kénnen, konnten zum Vergleich die Mercaptocarbonsaure
koord. Qdots wegen ihrer angesprochenen fehlenden Stabilitdt bei pH-Werten < 9 nicht
verwendet werden. Deshalb sollten einfache sulfatierte Liganden als Kontrolle verwendet
werden. In Kapitel 3.2.3 wurden die Probleme der Immobilisierung von MUDS auf die
QDot-Oberflache durch Ligandenaustausch mit den QDots im organischen Losungsmittel
naher erldutert. Auch eine Immobilisierung wahrend der Synthese wassriger QDots war
nicht moglich, weswegen auf die Sulfonsdure-koordinierten QDots zurlickgegriffen werden

musste. Die Ergebnisse des in vitro Tests sind in Abb. 112 gezeigt.

Es zeigt sich, dass unabhangig von ihrer PartikelgroBe, dem Epitop, der Linkerlange und
der Konzentration die getesteten Kohlenhydratmimetika-QDots Konjugate keine
signifikant hohere zytotoxische Wirkung im Vergleich zu den Edelmetallnanopartikeln
besalRen. Lediglich die 2,5nm groRen CdTe/ZnS/MUDA/Syn3s zeigen ab einer
Konzentration von 100 nmol /L einen leichten Anstieg der Zytotoxizitat, sowie eine
Hemmung der Zellproliferation. Bei der hochsten Konzentration trat ebenfalls bei
CdTe/ZnS/TGA/Syn3s und CdTe/ZnS/MUDA/Glucas eine Hemmung der Zellproliferation

auf. Uberraschend ist, dass CdTe/MPSA, trotz fehlender ZnS-Hiille bei den getesteten
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Konzentrationen keine Veranderung der Viabilitdt hervorruft. Dies ldasst den Schluss zu,
dass eine zytotoxische Wirkung erst bei hoheren Konzentrationen und Ilangerer

Inkubationszeit auftreten konnte.
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Abb. 112: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der Glucas- bzw. Syn3s- koordinierten
CdTe/ZnS-QDots. HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit
unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch
Anfarben mit SYTOX® Green Kernfarbstoff erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe
angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der % Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze
durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)]. Signifikante
Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05
(verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

Auch die funktionalisierten magnetischen Eisenoxidnanopartikel wurden auf ihre
Biokompatibilitat untersucht. Obwohl Eisenoxidnanopartikel als die Nanopartikelklasse
mit der besten Biokompatibilitat gelten, kdnnen sie die Funktion von Zellen dhnlich wie
andere Nanopartikel beeinflussen und eine zytotoxische Wirkung hervorrufen. So ergaben
Studien, die funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel auf ihr zytotoxisches Potenzial
untersuchten, dass diese ab Konzentrationen von > 100 pg/ mL ebenfalls Zytotoxizitat
zeigen.[m] Um einen Vergleich mit den anderen Partikelarten zu ermdoglichen, wurden fir
die Biokompatibilitatstests in dieser Arbeit, Stammlésungen mit 1-2mg/mL
funktionalisierter Eisenoxidnanopartikel verwendet. Somit kommen die hochsten
Konzentrationen in den toxikologisch interessanten Bereich. In Abb. 113 sind die
Ergebnisse des Tests gezeigt. Wie zu erwarten, zeigen alle getesteten Partikel bei
niedrigen Konzentrationen keine zytotoxische oder zellproliferationshemmende Wirkung.

Einzig die 5 nm grofRen Syn3s-funktionalisierten Eisenoxidnanopartikel besitzen ab einer

157



3 Ergebnisse und Diskussion

Konzentration von 50 nmol /L einen Einfluss auf die Vitalitdt der Zellen, hier sind tber
50% der Zellen im Vergleich zur Kontrolle nach der Inkubation tot. Da dieses Ergebnis
deutlich von den anderen Ergebnissen abweicht, konnten andere &duRere Faktoren
verantwortlich sein. In zukiinftigen Arbeiten misste deshalb die zytotoxische Wirkung der
IONPSyn3s bei hoheren Konzentrationen ab 10 nmol / L noch einmal genauer untersucht

werden.

200+

Partikelkern: Eisenoxid
Linker: DMSA

,-** :

10 5 1 100 50 10 1 100 50 10 1 100 50 10 1 10 5 1

Glucas Glucas Glucas Syn3s DMSA
(12 nmy (8 nm) (5 nm) (5 nm) (10 nm)

[ lebende Zellen
Il tote Zellen

150+

Zellzahl [ % von der Kontrolle]

Abb. 113: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der Glucas- bzw. Syn3s-koordinierten
Eisenoxidnanopartikel; HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h
mit den Nanopartikeln (100, 50, 10, 5 und 1 nmol / L) inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch
Anfirben mit SYTOX Green Dead Cell Stain erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe
angegeben  [Mittelwert und Standardabweichung der % Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze
durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)]. Signifikante
Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05
(verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

3.5.4 Fazit

Im Rahmen dieses Kooperationsprojektes konnten neue Erkenntnisse Uber die Bindung
multivalent prasentierter, polysulfatierter Kohlenhydratmimetika an L-Selektin erhalten
werden. Daflir wurden unterschiedliche Aminopyrane auf 7 nm grofle Goldkolloide
immobilisiert und mit einem kompetitiven SPR-basierenden Bindungsassays auf ihre
Selektinbindung getestet. Es ergab sich, dass die Selektin-bindende Wirkung der Epitope
auch von den funktionellen Gruppen am C-1 beeinflusst wird. Fiir zukiinftige Arbeiten

muss deshalb neben der Anordnung der an der Bindung beteiligten Sulfatgruppen, auch
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die funktionelle Gruppe am C-1 beriicksichtigt werden, unabhangig davon ob diese an der
Bindung beteiligt ist. Zusatzlich konnten vielfaltige Variationen der Kohlenhydratmimetika-
Nanopartikel Konjugate hergestellt und deren Einfluss auf die Stabilitdt untersucht
werden. So gelang die Entwicklung und Verbesserung einfacher und reproduzierbarer
Methoden zur multivalenten Prasentation der sulfatierten Aminopyran-funktionalisierten
Goldkolloide mit unterschiedlichen PartikelgroBen und Linkerlangen. Auch konnten
erstmals Aminooxepane auf der Goldoberflache immobilisiert werden. Der erfolgreiche
Austausch des Partikelkernmaterials gegen Silber, CdTe und Eisenoxid ermoglicht die
Kombination neuer Eigenschaften mit der guten Selektinbindung der Epitope. Erste
umfassende in vitro Tests der Kohlenhydratmimetika-Nanopartikel Konjugate mit HUVECs

und MSCs zeigen eine gute Biokompatibilitat der Partikel.
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3.6 Multivalente Prasentation von azyklischen Aminoalkoholen zur mégliche Selektin-

Bindung

In weiteren Arbeiten des im vorherigen Kapitel angesprochenen Kooperationsprojektes
konnte neben der guten Selektinbindung und Selektivitat der Kohlenhydratmimetika-
Goldnanopartikel Konjugate ebenfalls ein positiver Einfluss der polyanionischen Struktur
von einfachen azyklischen Aminoalkoholen auf die Selektinbindung nachgewiesen
werden.”*>*3] Dabei zeigten alle Goldkolloide, die mit azyklischen Liganden
funktionalisiert wurden, im Vergleich mit AuSyn3s niedrigere 1Cso-Werte fir L-Selektin
(Abb. 114). Anhand dieser Ergebnisse wurde die Annahme getroffen, dass fiir eine starke
Bindung an L-Selektin eine Kohlenhydrat-ahnliche Grundstruktur nicht benétigt wird,
sondern hauptsachlich die Anzahl, Flexibilitdit und Ausrichtung der negativgeladenen

Sulfatruppen die Bindungsstarke bestimmen. ¢!

) 0S05
0 o 0S0; o SC
0SOy - /\Mﬂ\ 0SOy
sA(v]kN/\/ ’ sy 08 5 oy \—0SOs
9H 9H H
L-Selektin: 180 pM L-Selektin: 20 pM L-Selektin: 70 pM
P-Selektin: 215 pM P-Selektin: 30 pM P-Selektin: 90 pM
AuEAs AuSers AuTRISs

Abb. 114: 6 nm groRRe Goldkolloide koordiniert mit azyklischen Aminen und deren gemessene |Csq-Werte fir
L- und P-Selektin.**?

Das Augenmerk in der vorliegenden Arbeit lag deshalb auf weiteren Untersuchungen zur
multivalenten Prasentation von einfachen azyklischen Aminoalkoholen als mogliche
Selektin-Inhibitoren und deren Biokompatibilitat. Dazu wird in diesem Kapitel die
multivalente Prdsentation der aus den vorherigen Arbeiten bekannten einfachen
azyklischen Epitope und weiteren moglichen einfachen Bindungsepitopen auf die
unterschiedlichen Partikelarten und deren Untersuchungen zur Biokompatibilitat
vorgestellt. Zusatzlich wird naher auf ihr Bindungsverhalten an L-Selektin eingegangen und

erste Untersuchungen zur Zellaufnahme dieser Partikel beschrieben.
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3.6.1 Untersuchungen zur Biokompatibilitit der Aminoalkohol-funktionalisierten

Edelmetallnanopartikel

Zu Beginn des Projektes wurden zundchst die bereits aus vorherigen Arbeiten des
Arbeitskreises bekannten Epitope Ethanolamin (EA), Serinol (Ser) und Trometamol (TRIS)
auf Edelmetallnanopartikel immobilisiert. Obwohl eine Funktionalisierung in zwei Stufen
mit anschlieBendem Sulfatierungsschritt zu den gewiinschten Partikeln fiihrt [212,230)
wurden die Epitope durch die fir die Kohlenhydratmimetika neu entwickelte Methode auf
die Partikel gebunden (Abb. 96). Analog zu den Kohlenhydratmimetika sollte eine
vorangestellte Sulfatierung der azyklischen Aminoalkohole eine Erhéhung des
Sulfatierungsgrades und somit eine leichtere Uberfiihrung ins wissrige Medium zur Folge
haben. Wahrend die beiden Epitope Serinol und Trometamol deshalb vor der
Immobilisierung sulfatiert wurden, konnte 2-Aminoethylhydrogensulfat (EAs) kauflich
erworben und direkt eingesetzt werden. Ein Vergleich der Absorptionsspektren der

erhaltenen funktionalisierten Kolloide aus beiden Methoden ergibt fiir die Partikel mit der

vorangestellten Sulfatierung eine kleinere Halbwertsbreite der Absorptionsbande.

1. Sers, NEt;, DMF,

o ° 24 h, RT, EAs 0505
N 2. D|alyse /\M)L J/\/OSO )
5%0’
9 0]
AuMUDHSE AuSers
1. Sers, NEt;, DMF,
(0] 18 h, RT, EAs 0S05”
0]
2. Dlalyse LOSO )
re s o %
9 0]
AgMUDHSE AgSers
NaO5;SO
HN~0s0,H Na0,S0” " ~0S0;Na NaO3SO\J\/OSO3Na
NH, NH,
EAs Sers TRISs

Abb. 115: Schematische Darstellung der Immobilisierung der sulfatierten Epitope EAs, Sers, TRISs auf 7 nm
groRe Goldnanopartikel und 5 nm groRe Silbernanopartikel (gezeigt am Beispiel von Sers).
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Dies ist gleichbedeutend mit einer engeren GréRenverteilung bzw. geringeren

Agglomerationsgrad der funktionalisierten Nanopartikel im wassrigen Medium (Abb. 116).

Absorption [AU]

0,2 1 AuMUDHSE ;
| e AuSers (anschlieBende Sulfatierung)
- = = AuSers (vorangestellte Sulfatierung)
0,0

¥ T ¥ T ¥ T * T ¥ T i T ¥ 1
400 450 500 550 600 650 700 750

Wellenlange [nm]

Abb. 116: Vergleich der normierten Absorptionsspektren der Funktionalisierungsmethoden mit
vorangestelltem Sulfatierungsschritt (gestrichelte Linie) und anschlieRendem Sulfatierungsschritt
(gepunktete Linie) (gezeigt am Beispiel von AuSers).

Flir mogliche in vitro Biokompatibilitatstests sind eine enge GroRenverteilung und ein
niedriger Agglomerationsgrad notwendig, um mogliche Einflisse richtig einordnen
zukénnen. Auch wird durch die vorangestellte Sulfatierung der Epitope ein Reaktions-
schritt mit Losungsmittelwechsel wahrend der Funktionalisierung der Nanopartikel
eingespart, wodurch das Risiko einer Agglomeration der Nanopartikel weiter gesenkt
werden kann. Aus den genannten Griinden erfolgte die Funktionalisierung der sulfatierten
Aminoalkohole durch die neu entwickelte Methode. In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der
im Anschluss an die Funktionalisierung durchgefiihrten Charakterisierung der Nanopartikel
aufgefihrt. Zur Erweiterung der Bibliothek moglicher Selektin-bindender Liganden wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit vier weitere azyklische Aminoalkohole multivalent auf
den 7nm groBen Goldkolloiden prasentiert. Dabei handelte es sich um L-Threoninol
(Threo), DL-Alaninol (Alan), DL-1-Amino-2-propanol (IPA) und 2-Amino-2-methyl-1,3-
propandiol (AMPD). Wahrend Alan und IPA als Ethanolamin-Derivate zur Untersuchung
der Einflisse der unterschiedlichen Seitenketten auf die Synthese und Biokompatibilitat

gewahlt wurden, sollten Threo und AMPD als Variationen des Serinols verwendet werden.
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse der Charakterisierung der sulfatierten Aminoalkohol-koord.
Gold-und Silbernanopartikel.

Edelmetallnanopartikel koord. mit TEM DLS UV/Vis
azyklischen Aminoalkoholen (d/nm) (dn / nm) (Amax / nm)
AuEAs 7 10+2 525
AuSers 7 11+3 525
AuTRISs 7 17+3 526
AgEAs 5 10+3 422
AgSers 5 1512 424
AgTRISs 5 16+3 430

Alle vier Liganden wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals auf Nanopartikel
immobilisiert. Dazu wurden diese wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben
(Abb. 96) vor der Immobilisierung zunachst sulfatiert, um einen moglichst hohen

Sulfatierungsgrad zu erhalten.

A 0SO;Na
0S0,Na 7 0s05Na 0SO;Na Naosso/§<\oso3Na
NH, NH, NH, H,N
Threos Alans IPAs AMPDs
1. Threos, NEt;,
B o DMF, 16 h, 0s0.-
0] RT, EAs 0 j; 3
2. Dial -
@s o zoave (@5 oy o0
9 0 9 H
AuMUDHSE AuThreos

Abb. 117: Ubersicht weiterer sulfatierter Bindungsepitope (A), die in der vorliegenden Arbeit auf die 7 nm
groRen Goldnanopartikel immobilisiert wurden (B; Immobilisierung gezeigt am Beispiel von Threos).

Die Immobilisierung auf der Partikeloberflache erfolgte dann im Anschluss durch
Ausbildung einer Amidbindung. Die Reaktionsbedingungen und Durchfliihrung der
Immobilisierung sind in Abb. 117 B am Beispiel von sulfatiertem Threoninol gezeigt. Die
Charakterisierung der funktionalisierten Goldkolloide erfolgte nach der Immobilisierung
durch TEM-Aufnahmen, DLS-Messungen und Absorptionsspektren. Dabei zeigte diese

keinen Einfluss der Reaktion auf den Agglomerationsgrad der Partikel (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Ubersicht der erhaltenen Ergebnisse zur Charakterisierung der 7 nm groRen Goldkolloide
funktionalisiert mit Threos, Alans, IPAs und AMPDs.

Goldnanopartikel koord. mit TEM DLS UV/Vis
azyklischen Aminoalkoholen (d/nm) (dn / nm) (Amax / nm)
AuThreos 7 12+3 524
AuAlans 7 13+3 525
AulPAs 7 14+3 527
AuAMPDs 7 18+4 528

Eine erfolgreiche Immobilisierung der sulfatierten Epitope konnte anhand von NMR- und
IR-Spektren durch die vorhandenen Signale der neu gebildeten Amidbande bestatigt
werden. Im Anschluss an die Synthese und Charakterisierung der funktionalisierten 7 nm
groRen Goldkolloide wurden diese auf ihre mogliche Biokompatibilitdt getestet. In
vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe wurde fiir eine erste Abschatzung der moglichen
Zytotoxizitat der AuSers, diese mit der L-Selektin exprimierenden Lymphozyten-Zelllinie
Jurkat inkubiert. Dazu wurde der Einfluss der Zugabe von Partikeln in unterschiedlichen
Konzentrationen (3 pmol /L- 30 nmol /L) auf die Zellproliferation ermittelt.”** In den
durchgefliihrten Experimenten wiesen dabei die Partikel nur eine geringfligige Hemmung
der Zellproliferation auf.'*>23 ym weitere Aussagen zur Biokompatibilitdt der azyklischen
Aminoalkohol-Goldnanopartikel ~ Konjugate treffen zu koénnen, wurden die
funktionalisierten Gold- und Silbernanopartikel auf ihre zytotoxische und wachstums-
inhibierende Wirkung an HUVEC-Zellen getestet. Wie bereits bei den Bio-
kompatibilitatstests der Kohlenhydratmimetika-Nanopartikel Konjugate ausfihrlich
beschrieben (siehe Kapitel 3.5.3), wurden die Biokompatibilitatstests mit Hilfe eines
fluorimetrischen Zellproliferations- und Zytotoxizitatsnachweis Assays durchgefihrt. Im
Vergleich zu den Untersuchungen an der Jurkat-Zelllinie ergaben die Tests an den HUVECs
ebenfalls eine Hemmung der Zellproliferation, die mit steigender Konzentration zunahm
(Abb. 118 und Anhang Abb. 21). Zusatzlich konnte eine signifikante zytotoxische Wirkung
von AuAMPDs, AuAlans und AulPAs ab einer durchschnittlichen Konzentration von
10 nmol /L und von AuSers bzw. AuEAs ab einer Konzentration von 5nmol/L
nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die 5 nm groRen AgEAs und
AgSers erhalten. Diese zeigten sowohl eine zytotoxische wie auch wachstumsinhibierende

Wirkung ab Konzentrationen von 50 nmol /L (Anhang Abb. 21). Uberraschenderweise
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wiesen hingegen AuThreos und AuTRISs auch bei hoheren Konzentrationen keine
Veranderung der Zellvitalitat auf. Mogliche Ansatzpunkte zur Erklarung des Phanomens
sind die hohe Ladungsdichte und der sterische Anspruch der TRIS-Liganden, die zu einer

erhohten Stabilitdt gegenliber Agglomeration und Freisetzung der Liganden fiihrt.
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Abb. 118: Ergebnis der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der 7 nm groRen azyklische Aminoalkohol-
koordinierten Goldnanopartikel; HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die
HUVECs 48 h mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen (50, 10, 5 und 1 nmol /L) inkubiert.
Proliferation und Toxizitat wurden durch Anfarben mit SYTOX® Green Kernfarbstoff erhalten. Ergebnisse
sind als % von der unbehandelten Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der %
Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze
gestrichelte Linie)]. Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der
Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

Fiir Untersuchungen zum Einfluss der PartikelgroBe der Aminoalkohol - Edelmetall-
nanopartikel Konjugate wurden die Epitope EA, Ser und TRIS auf 14 nm bzw. 25 nm
groBen AuCitrat immobilisiert. Aus den bereits im Unterkapitel 3.5.1.1 genannten
Grinden erfolgte die Amidbindungsknipfung und Sulfatierung in Abwesenheit der
Nanopartikel. Mit dem Ziel einer Erhéhung der Ausbeute wurde zusatzlich der
Syntheseverlauf variiert. Anstelle der Verwendung des S-Acetylsulfanylundecansaure-N-
hydroxysuccinimidesters erfolgte die Amidbindungskniipfung der Epitope direkt tGber eine
EDC / HOBt-Kupplung mit der S-Acetyl-sulfanylundecansdure (Abb. 119). Dazu wurde diese
in Dichlormethan vorgelegt auf 0°C abgekiihlt und mit 1,1 Aq. des Aminoalkohols, NEt;
und HOBt versetzt. Nach 10 min wurde unter starkem Riihren 1,1 Ag. EDC zugegeben und

weitere 8 h geriihrt, wobei sich die Reaktionslésung auf Raumtemperatur erwarmte. Nach
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Aufarbeitung der Rohprodukte wurden die Liganden in akzeptablen Ausbeuten erhalten,
aber eine Verbesserung der Ausbeute im Vergleich zu bekannten Methoden konnte nicht

beobachtet werden.

HOBt, EDC,
NEt,, CH,Cl,,
0o 0] 8h,0°C->RT
+ L1Aq.RNH, —  » AMJL
ASAMJLOH q- R
9
OH
OH
Ry = ?“{/\OH R, = '§‘<: Ry = %
OH OH
LigEA 81% LigSer 59% OH

LigTRIS 32%

Abb. 119: Schematische Darstellung der EDC / HOBt-Kupplung der verschiedenen Aminoalkohole (EA, Ser,
TRIS) mit S-Acetylsulfanylundecansaure.

Im Anschluss an die Kupplungsreaktion wurden die Liganden mit SO3-DMF-Komplex
sulfatiert und ohne weitere Aufarbeitung mit Natronlauge entschiitzt. Der so vollstandig
synthetisierte Ligand wurde im finalen Schritt durch Ligandenaustauschreaktion auf den
Citrat-koord. Goldnanopartikeln immobilisiert (Abb. 120). Hierzu wurde der Ligand in
wenig Wasser geldst und unter starkem Rihren zu der Kolloidlésung gegeben. Nach 72 h
wurde die Kolloidlosung auf ca. die Halfte des urspriinglichen Volumens eingeengt und die

resultierenden wasserl6slichen Kolloide mittels Dialyse gegen Wasser gereinigt.

1. SO;-DMF-Komplex,
0SO;Na
DMF,RT,1h

o o OH
)kSAMJkNL/OH - AMJk J;OSO3Na
5 H

2.0,2 M NaOH, RT, 5 h

LigSers
(0]
) 1. LigSers, H,0, 0SSO
0 o _RL72h h L
au) o o /\MJK 0505’
HO g a’ 2. Dialyse
AuCitrat AuSers (d = 14 nm)

Abb. 120: Schematische Darstellung der Funktionalisierung der AuCitrat mit den sulfatierten
Aminoalkoholliganden (gezeigt am Beispiel von LigSers).
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Fiir eine weitere Variation der PartikelgroRe wurde das Epitop Sers nach der in Abb. 96
beschriebenen Methode auf Goldkolloide mit einem mittleren Partikel-durchmesser von
d=10nm immobilisiert. In Tabelle 10 sind die erhaltenen Ergebnisse der

Charakterisierung zusammengefasst.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse der Charakterisierung der sulfatierten Aminoalkohol-
koordinierten Goldnanopartikel mit unterschiedlichen PartikelgroRRen.

Goldnanopartikel koord. mit TEM DLS UV/Vis
azyklischen Aminoalkoholen (d/ nm) (dn / nm) (Amax / nm)
AuSers 10 15+3 528
AuSers 14 19+4 531
AuSers 25 27 %9 534
AuEAs 14 19+4 531
AuTRISs 14 37+10 532
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Abb. 121: Schematische Darstellung der Synthese Sers koord. Gold-/ Silber-Legierungen, sowie die
dazugehorigen Absorptionsspektren von verschiedenen Zusammensetzungen vor dem Ligandenaustach
(durchgezogene Linie) und danach (gestrichelte Linie).
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Zusatzlich wurden Silbernanopartikel und Gold / Silber-Legierungen mit den Liganden
LigSers und LigEAs funktionalisiert. Analog der Vorgehensweise bei den Goldnanopartikeln
erfolgte der Ligandenaustausch im Einphasensystem mit anschlieRendem Dialyseschritt
zur Reinigung der Partikelldsungen (Abb. 121). Ein Vergleich der Absorptionsspektren vor
und nach der Funktionalisierung ergab eine geringe Zunahme der GroRenverteilung.
Trotzdem ermoglicht diese Variante die Immobilisierung verschiedener Liganden auf
Nanopartikel mit unterschiedlichen GréRen und Kernzusammensetzungen. Dies erweist
sich als nitzlich, wenn bestimmte Absorptionsmaxima bendtigt werden.

Tabelle 11: Ubersicht der erhaltenen Ergebnisse aus der Charakterisierung der funktionalisierten Gold-
/ Silber-Legierungen.

Edelmetallnanopartikel koord. mit UV/Vis
azyklischen Aminoalkoholen (Amax / nM)

AgSers 17 435
AgAuSers (3:1) 24 493
AgAuSers (1:1) 19 464
AgAuSers (1:3) 23 429

AgEAs 17 427
AgAUEAs (3:1) 24 495
AgAUEAs (1:1) 19 463
AgAUEAs (1:3) 23 425

Weiter wurden in diesem Projekt erste Versuche zur Erh6éhung der Biokompatibilitat der
7 nm grolRen AuSers durchgefiihrt. Der Annahme folgend, dass eine hohe Zytotoxizitat und
Hemmung der Zellproliferation durch eine schlechte Stabilisierung der Liganden auf der
Partikeloberflache hervorgerufen wird, wurde nach neuen Modglichkeiten gesucht die
Bindungsstarke der Liganden zu erhohen. Es ist literaturbekannt, dass eine starkere
Bindung der Liganden auf der Partikeloberfliche durch die Verwendung von
mehrzdahnigen Liganden als Ankergruppen erreicht werden kann.*™ So konnten z.B.
Mattoussi, Medintz und Mitarbeiter zeigen, dass Polymerliganden mit Dihydroliponsaure-
Ankergruppen Goldnanopartikel und QDots besser stabilisieren als ihre Monothiol-
funktionalisierten Gegensti]cke.BlG] Mefford et al. erhielten dhnliche Ergebnisse fir

Katechol-stabilisierte Eisenoxidnanopartikel. Sie konnten nachweisen, dass Liganden mit
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mehreren auf der Partikeloberflache bindenden Katecholeinheiten die Partikel besser vor

Agglomeration schiitzen, als Liganden mit nur einer Katecholeinheit.!**”!

Die literaturbekannte Methodik durch Erhohung der Anzahl der Thiolfunktionen eines

[76318] 55 lIte auch im vorliegenden Fall

Liganden die Stabilitat der Nanopartikel zu erhéhen,
moglich sein und zu einer Senkung der Zytotoxizitat fihren. Als mehrzdhniger Ligand
wurde neben dem bereits im vorherigen Kapitel 3.5.1.2 beschriebenen DTC (Abb. 122 A),
als weiterer zweizdhniger Ligand DHLA gewahlt. Wegen der breiten GréRenverteilung der
aus der Synthese erhaltenen DHLA-funktionalisierten Goldkolloide (siehe Kapitel 3.1.1.2)
wurde von einer Verwendung in diesem Projekt abgesehen und die bei AuCitrat
verwendete Methode adaptiert, d.h. der Ligand sollte zundchst komplett aufgebaut und
dann durch Ligandenaustauschreaktion auf der Goldoberfliche immobilisiert werden.
Dazu wurde zunachst ein Liponsdaurehydroxysuccinimidylester (LA-NHS) synthetisiert,

indem eine Reaktionsmischung aus Liponsiure, 1,1 Aq. NHS und 1,1 Aq. EDC in absolutem

DMF 4 h bei Raumtemperatur unter Schutzgasatmosphare gertihrt wurde (Abb. 122 B).

A
Cs,, .
050,
J/\O/SO_D,Na NEt, H,0 0OSO;Na AuCitrat s J/\/ _
0SO,Na —— 3 L N - - @ Y 050,
H,N 3 Ultraschallbad _/>\N 050;Na 1.H,0,RT,2h S H
15 min, RT H 2. Dialyse gegen
H,0 AuDTCSers
B
0 EDC, NHS, o 0
DMF, 4 h, RT,
OH — > MUN
) quant.
> LA S=S  LA-NHS o
2. SO5;-DMF Komplex,
O SO 1.Ser, CHyCly, NEts, | 0°C, DMF, 12 h, RT
>h, RT 3. NaBH,, MeOH/NaHCO,
0°C,8h,
/\H/ a1mua 31%
AUDT O 0S0y
AuDHLASers
SH SH
crcls /H o DHLA-Sers
72 h, RT

Abb. 122: Schematische Darstellung der Synthese von AuDTCSers (A) und AuDHLASers (B).

169



3 Ergebnisse und Diskussion

Daran schloss sich die Kupplung des Epitops Ser unter Zugabe von HOBt, EDC und NEt; an.
Eine quantitative Sulfatierung der Verbindung mit SO3-DMF Komplex und anschlieender
Spaltung der Disulfidbindung durch Reduktion mit NaBH, flihrten zu DHLA-Sers. Die
gewlnschte Zielverbindung konnte dabei lber die beschriebene fiinfstufige Synthese in
guten Ausbeuten (31%) erhalten werden und wurde dann im finalen Schritt durch
Ligandenaustauschreaktion auf die Goldkolloide immobilisiert. Die Charakterisierung der
so erhaltenen Goldkolloide erfolgte mittels DLS-Messungen, Absorptionsspektren und
TEM-Aufnahmen, wihrend der Ligandenaustausch mittels IR- und 'H-NMR-Spektren
kontrolliert wurde. Weder in den Ergebnissen der DLS-Messungen und der TEM-
Aufnahmen noch in den Absorptionsspektren lieRen sich Hinweise auf eine Aggregation

finden.

Die funktionalisierten Goldkolloide mit unterschiedlichen PartikelgroBen und

Ankergruppen wurden ebenfalls auf ihre Biokompatibilitat getestet (Abb. 123).
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Abb. 123: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der EAs und Sers koordinierten
Goldnanopartikel zur Untersuchung der Einfllisse der Partikelgroe und Ankergruppe; HUVECs wurden 24 h
nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48h mit unterschiedlichen
Nanopartikelkonzentrationen (50, 10, 5 und 1 nmol / L) inkubiert. Proliferation und Toxizitat wurden durch
Anfarben mit SYTOX® Green Kernfarbstoff erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe
angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der % Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze
durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)]. Signifikante
Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05
(verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Dabei zeigte sich, dass bei den niedrigen Konzentrationen der grofRen Goldkolloide (10 nm
und 14 nm) kein Einfluss der Nanopartikel auf die Zytotoxizitdt und Zellproliferation
nachweisbar ist. Dies ist unabhdngig vom Epitop. Positiv war das Ergebnis von
AuDHLASers. Bei sonst gleichen Parametern zeigten diese im Unterschied zu AuSers auch
bei 10fach hoherer Konzentration, keine toxische Wirkung fiir die Zellen. Somit konnte die
Annahme, dass eine niedrige Ligandenstabilitdit fiir die zytotoxische Wirkung
verantwortlich ist, bestatigt werden. Analog der Vorgehensweise bei den Kohlenhydrat-
mimetika-Goldnanopartikel Konjugaten (siehe Kapitel 3.5.3.1) wurden zur Uberpriifung
moglicher Einflisse auf unterschiedliche Zelllinien die 7 nm groRen AuSers mit
unterschiedlichen Konzentrationen an MSCs getestet. Auch nach einer Inkubationsdauer
von 8 Tagen zeigten diese bei der hochsten Konzentration (3 nmol / L) keine Anzeichen fir
Veranderungen der Zellen (Abb. 124 B). Wie bei AuSyn3s konnte durch nachgewiesene RS-
1 Zellen eine intakte Zellproliferation bestatigt werden. Ein dhnliches Ergebnis wurde fiir
die 14 nm grofRen AuSers erhalten. Diese zeigten nach 7 Tagen Inkubation ebenfalls
intakte Zellen (Abb. 124 D). Wegen der niedrigen Konzentration (c =3 pmol /L) konnten
keine Vergleiche mit AuSyn3s und Rickschliisse auf die Konzentrationsabhangigkeit

getroffen werden.
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Abb. 124: Lichtmikroskopische Aufnahmen von MSCs nach Inkubation mit AuSers; A: Kontrolle (ZK26P3)
nach 8 Tagen (100 fache VergroRerung); B: 3 nmol / L AuSers (7 nm) nach 8 Tagen (100 fache VergroRerung);
C: Kontrolle (ZK20P4) nach 7 Tagen; D: 3 pmol / L AuSers (14 nm) nach 7 Tagen.

3.6.1.1 Fazit

Im ersten Teil dieses Projektes konnten erfolgreich Zytotoxizitats- und
Zellproliferationstests zur Untersuchung der Biokompatibilitit von Gold- und
Silbernanopartikeln mit azyklischen Aminoalkoholen durchgefiihrt werden. Dazu wurden
unter anderem die fur ihre hohen Bindungsstarken an L-Selektin bekannten Epitope EA,
Ser, TRIS durch eine weiterentwickelte Methode auf die Nanopartikel immobilisiert. Die
vorgestellte Methode besitzt den Vorteil, dass diese neben der Einsparung eines
Reaktionsschrittes durch einen vorangestellten Sulfatierungsschritt auch eine verbesserte

Uberfiihrung ins wéssrige Medium besitzt. Fiir eine Variation der PartikelgroBe wurde
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zunachst der Ligand ohne Nanopartikel synthetisiert und anschlieBend durch
Ligandenaustauschreaktion mit Citrat- koordinierten Gold-nanopartikeln umgesetzt. Diese
Oberflachenfunktionalisierung wurde zusatzlich fiir weitere Groflen und Legierungsgrade
mit Silber adaptiert. Durch Variation des Legierungsgrades konnen bei einer dhnlichen
PartikelgroRe die Absorptionsmaxima liber einen weiten Bereich des Spektrums genau
eingestellt werden, was z.B. groBes Potenzial fiir Anwendungen in Assays besitzt. Die
durchgefiihrten in vitro Biokompatibilitatstests ergaben eine konzentrationsabhangige
zytotoxische Wirkung der funktionalisierten Goldnanopartikel. Dabei konnte die
Annahme, dass diese auf eine geringere Ligandenstabilitat zurlckzufiihren ist durch die
Verwendung einer zweizahnigen Ankergruppe bestatigt werden. Dieses literaturbekannte

Phanomen miusste in zukinftigen Arbeiten weiter untersucht werden.

3.6.2 Untersuchungen zum Einfluss des Kernmaterials auf die Biokompatibilitat

Im zweiten Teil dieses Projektes standen Untersuchungen zum Einfluss des Kernmaterials
auf die Bindungsstarke und der Biokompatibilitdt im Vordergrund. Im vorherigen Kapitel
konnte anhand der Kohlenhydratmimetika-Nanopartikel Konjugate kein signifikanter
Einfluss des Kernmaterials auf die Biokompatibilitat nachgewiesen werden. Dies sollte
durch weitere Untersuchungen mit den azyklischen Aminoalkoholen bestatigt und vertieft
werden. Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen, besonders der hohen Zytotoxizitat,
wurden fiir weiterfilhrenden Studien moglicher Einflisse des Kernmaterials von der
Verwendung aller neuen Bindungsepitope zur Untersuchung abgesehen und nur das bis
dahin unauffallige Threos als Vertreter dieser Gruppe ausgewahlt. Alle funktionalisierten
Nanopartikel wurden durch die bereits beschriebenen Methoden charakterisiert. Falls
nicht anders angegeben, hatte die Funktionalisierung keinen Einfluss auf den
Agglomerationsgrad und die Form der Partikel. Die erhaltenen Ergebnisse der

Charakterisierungen sind in Tabelle 12, Tabelle 13 und Tabelle 15 zusammengefasst.

Zur Untersuchung der moglichen Einflisse auf die Biokompatibilitit wurden die
sulfatierten Epitope EAs, Sers, TRISs und Threos auf 5nm groen magnetischen

Eisenoxidoxid-nanopartikel immobilisiert (Abb. 125). Dies erfolgte durch Umsetzung von
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IONP-DMSA mit den sulfatierten Epitopen durch Zugabe von EDC, NEt3 und Sulfo-NHS in
einem DMSO / H,0-Gemisch. Um einen moglichen Einfluss der PartikelgroBe auf die
Biokompatibilitat der magnetischen Eisenoxidnanopartikel nachweisen zu kénnen, wurden
die beiden Epitope EAs und Sers zusatzlich auf 7 nm und 12 nm groRe Nanopartikel

immobilisiert.

1. Sers, EDC, NEt,

. Sulfo-NHS, RT,
o 5 2-3h, DMSO / H,0 \
OH — P S H
o S 2. Dialyse gegen H,0 WN 050,
S o
-7 0SO5
IONP-DMSA IONP-DMSA-Sers

Abb. 125: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von IONP-DMSA mit den unterschiedlichen
Aminoalkoholen (gezeigt am Beispiel von Sers).

Die Charakterisierung der durch die Umfunktionalisierung erhaltenen
Eisenoxidnanopartikel erfolgte wie bereits bei den funktionalisierten Kohlenhydrat-
mimetika ausfiihrlich beschrieben durch IR-Spektrokopie. Die typischen Schwingungen der
Amidbindung konnten auch in allen Spektren der Aminoalkohol-funktionalisierten
Eisenoxidnanopartikeln nachgewiesen werden, womit eine Immobilisierung bestatigt

werden konnte (Ergebnisse der IR-Auswertungen siehe experimenteller Teil 6.2.10.5).

Tabelle 12: Ergebnis der Charakterisierung der Aminoalkohol-funktionalisierten Eisenoxidnanopartikel

funktionalisierte

Nanopartikel TEM (d / nm) DLS (dn, / nm)
IONP/DMSA/EAs 5 13+3
IONP/DMSA/Sers 5 14+3
IONP/DMSA/TRISs 5 15+4

IONP/DMSA/Threos 5 15+2
IONP/DMSA/EAs 7 255
IONP/DMSA/Sers 7 23+4
IONP/DMSA/EAs 12 55+15
IONP/DMSA/Sers 12 47 +10

174



3 Ergebnisse und Diskussion

Obwohl die DLS-Messungen einen deutlichen Anstieg der hydrodynamischen Radien bei
den 12nm groRen Eisenoxidnanopartikel ergaben, konnte kein Einfluss der
Umfunktionalisierungsreaktion in den TEM-Aufnahmen beobachtet werden. Die Partikel
lagen einzeln und nicht agglomeriert vor. In Abb. 126 sind die Ergebnisse der in vitro
Biokompatibilitatstests der funktionalisierten Eisenoxidnanopartikel dargestellt. Es fallt
auf, dass unabhangig von der PartikelgroBe, den sulfatierten Epitopen und der
Konzentration fiir alle Partikel keine zytotoxischen Wirkungen auf die HUVECs

nachgewiesen werden konnte.

\
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Abb. 126: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der unterschiedlich grofRen
Eisenoxidnanopartikel, die mit den sulfatierten azyklischen-Aminoalkoholen Ethanolamin (EAs), Serinol
(Sers), Trometamol (TRISs) und Threoninol (Threos) funktionalisiert wurden. HUVECs wurden 24 h nach der
Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (100, 50, 10, 5 und 1 nmol /L)
inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfdarben mit SYTOX® Green Kernfarbung erhalten.
Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der %
Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze
gestrichelte Linie)]. Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der
Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

In Verbindung mit den aus den Studien der Kohlenhydratmimetika erhaltenen Ergebnisse
(Abb. 113) kann deshalb postuliert werden, dass die DMSA-Hiille die funktionalisierten
Eisenoxidnanopartikel sehr gut stabilisiert und somit vor Agglomerationen und weiteren
negativen Wechselwirkungen mit den Zellen schiitzt. Die DMSA-funktionalisierten
Eisenoxidnanopartikel sind ein vielversprechender Kandidat als Templatmaterial fir die

multivalente Prasentation der Selektin-bindenden Epitope.
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Als weitere Variation des Kernmaterials wurden die sulfatierten Epitope nach der bereits
im Kapitel 3.5.2.2 vorgestellten Methode (Abb. 106) auf 4 nm bzw. 2,5 nm groRe
CdTe/ZnS-QDots immobilisiert und charakterisiert (Tabelle 13) Zur Untersuchung der
moglichen Einflisse der Linkerlange und PartikelgroBe auf die Biokompatibilitdt wurden
weitere CdTe/ZnS-QDots mit Sers funktionalisiert (Tabelle 15). Dabei sollte ein Vergleich
zwischen der Biokompatibilitat der gleichlangen Linker MHA und DHLA Erkenntnisse zur
stabilisierenden Wirkung der zweizahnigen Ankergruppe liefern, wahrend der Linker MSA

den Einfluss verzweigter Linker aufzeigen sollte.

Tabelle 13: Ergebnisse der Charakterisierung der Aminoalkohol-funktionalisierten QDots

funktionalisierte QDots Lv/Vis
(Amax / NM)

CdTe/ZnS/MUDA/Eas 2,5 436
CdTe/ZnS/TGA/Eas 5 581
CdTe/ZnS/MUDA/Threos 2,5 434
CdTe/ZnS/TGA/Threos 5 565
CdTe/ZnS/MUDA/TRISs 2,5 439
CdTe/ZnS/TGA/TRISs 5 565

Bei den getesteten Konzentrationen konnte fiir die Sers- und Threos-koordinierten
CdTe/ZnS-QDots kein signifikanter Einfluss auf die Vitalitdt der Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 127). Beide sulfatierten Epitope weisen fiir diese PartikelgrofRe scheinbar
den besten Abstand zueinander auf und kdnnen die Partikel sehr gut gegen Agglomeration
schiitzen. Hingegen zeigten die funktionalisierten QDots in der Biokompatibilitatsstudie
eine konzentrationsabhangige zytotoxische und zellproliferationshemmende Wirkung ab
50 nmol / L fir EAs-koordinierten QDots bzw. ab 100 nmol / L fir QDots mit TRISs als
Epitop auf (Abb. 127 A). Die toxische Wirkung war dabei unabhangig von der

PartikelgrolRe.

In Kombination mit den Studien der Kohlenhydratmimetika-koord. QDots kann ein
konzentrationsabhangiger Trend der zytotoxischen Wirkung der QDots auf die HUVECs
nachgewiesen werden. Negative Einflisse auf die Zellvitalitdit treten ab hohen

Konzentrationen (>50nmol /L) auf. Wahrend PartikelgréBe und Linkerldnge einen
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geringeren Einfluss darauf besitzen, ist die Stabilitdt der sulfatierten Epitope ein

ausschlaggebender Punkt fir die beschriebene Wirkung. Dabei scheinen die sterisch

anspruchsvolleren Kohlenhydratmimetika die Partikel besser zu stabilisieren.
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Abb. 127: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der QDots mit unterschiedlichen
sulfatierten Epitopen (A) und mit Sers (B). HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden
die HUVECs 48 h mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen (100, 50, 10, 5, 1, 0,5 nmol /L)
inkubiert. Proliferation und Toxizitat wurden durch Anfarben mit SYTOX® Green Kernfarbstoff nachgewiesen.
Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der %
Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze
gestrichelte Linie)]. Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der
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Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Auch wurde der Einfluss der Zelllinie auf die Biokompatibilitdt der funktionalisierten QDots
mit einer Studie an MSCs untersucht. Die Tests wurden im Labor fiir experimentelle

Unfallchirurgie der JLU von Olga Dakischew durchgefiihrt.

Dazu wurden CdTe/ZnS/TGA/EAs mit einer Konzentration von ¢ = 20 pmol / L auf primare
mesenchymale Stammzellen aus humanem Bohrmehl (ZK57 und ZK67) gegeben und 6
Tage inkubiert. Nach 48 h und 6 Tagen erfolgte eine Kontrolle der Zellen durch
mikroskopische Untersuchungen. In Abb. 128 sind Aufnahmen der mit Nanopartikeln
inkubierten Zellen und einer Kontrolle ohne Nanopartikel (ZK67) nach verschiedenen
Tagen gezeigt. Auch nach Tag 6 konnte bei der verwendeten Konzentration keine
Veranderung der Zellen beobachtet werden. In einer weiteren Untersuchung wurde die
Partikelkonzentration (14,1 nm /L, 100 pmol /L und 1 nmol /L) variiert und nach einer
Inkubationsdauer von einem Tag die Zellen untersucht. Dabei konnte kein Einfluss der

Partikelkonzentration auf die Vitalitat nachgewiesen werden (siehe Anhang Abb. 25).
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Abb. 128: Mikroskopische Aufnahmen der mit CdTe/ZnS/TGA/EAs (c = 20 pmol /L) inkubierten MSCs;
Kontrolle einen Tag nach der Aussaat mit unterschiedlichen VergroRerungen (A: K32 und B: K10); Kontrolle
nach einer Inkubationsdauer von 48 h (C, VergroBerung K32); Kontrolle nach Tag 6 (E, VergroBerung K32);

Zellen mit Nanopartikeln nach Inkubationsdauer von 48 h (D, VergroBerung K32); Zellen mit Nanopartikeln
nach 6 Tagen (F, VergréRerung K32).
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3.6.2.1 Untersuchungen zum Einfluss des Kernmaterials auf die Bindungsstarke

Ob eine ahnliche Verbesserung der Bindungseigenschaften wie mit den Goldnanopartikeln
durch die multivalente Prasentation auf Eisenoxidnanopartikeln oder QDots erzielt
werden kann, wurde in der vorliegenden Arbeit durch Bestimmung der L-Selektin-
Bindungsstarke von unterschiedlich groflen Sers-funktionalisierten Eisenoxidnanopartikeln
und QDots untersucht. Die dafiir nétigen SPR-Messungen wurden von Christian Kiihne aus
der Arbeitsgruppe Dernedde / Tauber an der Charité in Berlin durchgefiihrt und sind in
Tabelle 14 und Tabelle 15 gezeigt. Durch Tragerung der azyklischen Aminoalkohole auf
den Nanopartikeln konnte eine Bindungsverstarkung um den Faktor 10° fir die 5nm
grofRen Eisenoxidnanopartikel erzielt werden. Wie bereits in vorherigen Arbeiten der

Arbeitsgruppe an 6 nm und 14 nm grofen AuSers gezeigt,[165]

nimmt diese mit grofler
werdenden Partikeldurchmessern ab. Eine mogliche Erklarung fir die Abhangigkeit der
Bindungseigenschaften von der NanopartikelgroRe konnte die Veranderung des
Krimmungsradius der Partikeloberflache und der damit verbundenen Veranderung der

Ligandenabstande zueinander sein. [9.165,250]

Tabelle 14: Ergebnisse des SPR-Bindungsassays flir Sers-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel

L-Selektin Inhibierung

Sers-koord. IONP PartikelgroBe (d / nm)

(ICs0)
IONP/DMSA/Sers 5 25 nM
IONP/DMSA/Sers 7 467 nM
IONP/DMSA/Sers 12 478 nM

Ein dhnliches Ergebnis wurde fir die QDots erhalten. Auch diese zeigen ICso-Werte im
unteren nM-Bereich. Die schlechtesten Werte werden fiir den MUDA-Linker und den
MHA-Linker erhalten, sodass neben der PartikelgrofRe auch ein Einfluss der Linkerlange
und der damit verbundenen Prdsentation der Epitope vermutet werden kann. Durch
kurzkettige Linker und dem DHLA-Linker werden die Sers-Liganden mit besseren
Abstdanden zueinander prasentiert und konnten in der Studie die besten ICsq-Werte mit 4 —

7 nmol / L zeigen.
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Tabelle 15: Ubersicht der erhaltenen ICs-Werte der unterschiedlichen mit Sers koordinierten CdTe/ZnS-
QDots

S (olT/E I:\/Im) (x::://vriwsm) Irl;hslzllzlr(::g
CdTe/ZnS/MPA/Sers 4 565 4,6 nM
CdTe/ZnS/MSA/Sers 3 517 7,1 nM
CdTe/ZnS/DHLA/Sers 3,5 567 4,4 nM
CdTe/ZnS/MHA/Sers 3,5 487 46 nM

CdTe/ZnS/MUDA/Sers 2,5 439 84 nM

3.6.2.2 Fazit

Anhand der in diesem Unterkapitel beschriebenen Studien zur Biokompatibilitdt der
Aminoalkohol-funktionalisierten Nanopartikeln konnte kein signifikanter Einfluss der
Eisenoxidnanopartikel auf die Vitalitat der Zellen nachgewiesen werden. Hingegen zeigten
die funktionalisierten QDots eine konzentrationsabhdngige toxische Wirkung bestimmter
Epitope. Diese Ergebnisse unterstiitzen die bereits bei den Kohlenhydratmimetika-
Nanopartikel Konjugaten getroffene Aussage, dass eine negative Beeinflussung der Zellen
nicht durch das Kernmaterial, sondern durch die Stabilitdit der Ligandenhiille
hervorgerufen wird. So nimmt die Toxizitdit mit steigendem sterischen Anspruch der
Liganden ab. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitdt nicht vom
gewdhlten Kernmaterial beeinflusst wird, sondern nur durch die Anzahl und die
Prasentation der Liganden (Flexibilitat, Linkerlange und PartikelgrofRe). Es ist somit
moglich, gute Bindungseigenschaften bekannter Liganden mit den einzigartigen
Eigenschaften des Kernmaterials zu kombinieren, ohne dass dies signifikante

Auswirkungen auf die Biokompatibilitdt hat.

3.6.3 Untersuchungen zur Zellaufnahme der funktionalisierten Nanopartikel

Die unterschiedlichen zytotoxischen und proliferationshemmenden Wirkungen der
getesteten Nanopartikel kdnnen neben einer geringen Stabilitdt der Liganden auch durch

unterschiedliche Aufnahmemechanismen in die Zelle hervorgerufen werden. So konnten
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verschiedene Gruppen nachweisen, dass die PartikelgroRe,*** Funktionalitat **% und

3211 yon Nanopartikeln einen Einfluss auf den Mechanismus der

Konzentration!
Zellaufnahme und der anschliefenden zelluldren Reaktion, wie z.B. Zytotoxizitat besitzen.
Deshalb wurden neben in vitro Biokompatibilitdtstests in diesem Projekt auch
Untersuchungen zur Zellaufnahme durchgefiihrt. Solche Studien sind von groRem
Interesse, um weitere Einblicke in die Natur der Wirkung von Nanopartikeln in
biologischen Systemen zu erhalten. Weitere Studien mit den bereits fir die in vitro
Biokompatibilitdtstests verwendeten Sers-koordinierten Goldnanopartikel (Abb. 124)
konnten dabei eine groRenabhangige Zellaufnahme der AuSers (7 nm bzw. 14 nm)
nachweisen. So zeigten TEM-Aufnahmen der in Epon eingebetteten MSCs (Abb. 129), dass
die Nanopartikel durch Endozytose in die Zelle aufgenommen und die internalisierten
Partikel in Vesikeln angereichert werden. Auffallend war auch, dass scheinbar nur die

Aufnahme der kleinen Partikel durch die fibrillaren Strukturen der Zelle erfolgte, wahrend

die groRen Partikel Gber die gesamte Zelloberflache aufgenommen wurden.

Abb. 129: TEM-Aufnahmen der Zellaufnahme (MSCs) von 7 nm (links) und 14 nm (rechts) groRen AuSers.

Eine mogliche Erklarung fir dieses Phanomen konnte eine unterschiedliche Lokalisation
der bindenden Glycoproteine und grofRenabhdngige Wechselwirkungen der
Goldnanopartikel sein. So scheinen die groBeren Nanopartikel ein Signal zur Endozytose
auszusenden, wahrend die kleinen Goldkolloide nur mit einer geringen Anzahl von
Rezeptoren interagieren und nicht in der Lage sind die Endozytose selbst auszuldsen. 3!

Auch wurden unterschiedlich groRen QDots CdTe/ZnS/MUDA/EAs (2,5 nm) und
CdTe/ZnS/TGA/EAs (4 nm) auf ihre Zellaufnahme untersucht.
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Abb. 130: Aufnahmen der inkubierten MSCs mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Kernanfarbung
mit 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol; Anfarbung Actinfilamente mit Phalloidin-TRITC). In A, C, D, F, | sind
Actinfilamente griin und in B, E, G, H rot dargestellt. In allen Abbildungen ist der Kern blau und die QDots
nach ihrer GréRe griin (2,5 nm) oder orange (4 nm) dargestellt. Aufnahme der Kontrolle ohne Nanopartikel
nach Tag 1 (A); Aufnahme der Kontrolle ohne Nanopartikel nach Tag 3 (D); Aufnahme der Kontrolle nach Tag
7 (G); Aufnahme der Zellen mit 2,5 nm groBen QDots nach Tag 1(B); Aufnahme der Zellen mit 2,5 nm groRen
QDots nach Tag 3 (E); Aufnahme der Zellen mit 2,5 nm groRen QDots nach Tag 7 (H); Aufnahme der Zellen
mit 4 nm groBen QDots nach Tag 1 (C); Aufnahme der Zellen mit 4 nm groRen QDots nach Tag 3 (F);
Aufnahme der Zellen mit 4 nm groRen QDots Tag 7 (l).

Dazu wurden die MSCs mit QDots (c = 100 pmol / L) eine Woche inkubiert und nach Tag 1,
Tag 3 und Tag 7 unter einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop betrachtet. In Abb. 130
sind einzelne Aufnahmen gezeigt. Nach Zugabe der QDots beginnen diese durch den
Mechanismus der Endozytose in die Zelle zu wandern. Ab Tag 1 (Abb. 130 B und C) kénnen

Agglomerate der Qdots im Zytoplasma in der Ndhe des Zellkerns beobachtet werden.
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Auch nach einer Inkubationsdauer von 3 und 7 Tagen kann keine Penetration der QDots in
den Zellkern auf den Aufnahmen beobachtet werden. Ebenfalls sind keine Unterschiede
bedingt durch die PartikelgréBe sichtbar. Dies steht im Einklang mit anderen

literaturbekannten Studien. 2232

Als mogliche Erklarung fiir die Ausbildung der Agglomerate fihrten Xiao et al. eine
drastische Abnahme der pH-Werte in den spaten Endosomen an. 3221 piese weisen einen
pH-Wert von 4,5 B2* auf und fiihren zur Protonierung der negativen Sulfatgruppen.
Dadurch kommt es zu einem osmotischen Ungleichgewicht innerhalb des Endosoms mit

der Folge, dass durch endosomaler Schwellung und Zerfall die QDots freigesetzt werden.

[325]

3.6.4 Fazit

Zusammenfassend konnten anhand der in diesem Unterkapitel prasentierten Ergebnisse
neue Erkenntnisse zur Aufnahme der Aminoalkohol-funktionalisierten Nanopartikel
erhalten werden. Um die Wirkung der GréRenvariation der Goldnanopartikel auf deren
Zellaufnahme und intrazelluldrer Lokalisation zu bestimmen, wurden dazu die 7 nm und
14 nm groRen AuSers nach unterschiedlich lange Zeitintervalle untersucht. Dabei zeigten
die Nanopartikel einen groRenabhdngigen Aufnahmemechanismus, der in weiteren
Arbeiten nadher untersucht werden muss. Im Unterschied dazu konnte keine
GroRenabhangigkeit bei der Zellaufnahme der 2,5 nm und 4 nm grofRen CdTe/ZnS/EAs
nachgewiesen werden. Beide QDots-GréBen wurden durch Endozytose innerhalb eines
Tages in die Zelle aufgenommen, wo diese aus den Endosomen ins Zytoplasma freigesetzt
wurden und sich um den Zellkern anreicherten. Auch nach ldngeren Zeitintervallen konnte
keine Penetration des Zellkerns oder weitere Wechselwirkungen beobachtet werden. Mit
diesen Ergebnissen kann die fehlende zytotoxische Wirkung bei niedrigen Konzentrationen
(c =100 pmol /L) erklart werden. In weiteren Studien missten hohere Konzentrationen
untersucht werden, um eine mogliche Veranderungen des Mechanismus zu beobachten
und Anzeichen fiir die konzentrationsabhangige Zytotoxizitat zu finden. Obwohl noch eine
genauere Klarung der beschriebenen Phianomene (ber weitere biochemische

Untersuchungen erforderlich ist, kénnte die Verwendung der in diesem Kapitel
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beschriebenen Nanopartikel dazu fiihren, tiefere Einblicke in die Zellaufnahme von
Nanopartikeln und wertvolle Informationen fiir den Wirkstofftransport und der

Tumordiagnostik zu erhalten.

3.7 Multivalente Prasentation von Clovamid-inspirierten Liganden zur mogliche

Selektin-Bindung

Zusatzlich zu Cyclodextrinen, einfachen Kohlenhydratmimetika und azyklischen
Aminoalkoholen wurde in der vorliegenden Arbeit nach weiteren potenziellen Liganden
fir die multivalente Prasentation auf Nanopartikeln gesucht, die mdogliche
Wechselwirkungen mit Selektinen eingehen kdnnen. Einige Studien konnten zeigen, dass
sekundire Pflanzenstoffe, die keine Kohlenhydrat-Derivate der sLe-Struktur enthalten,
eine inhibierende Wirkung auf Selektine besitzen.?®! Dabei heben sich die in Pflanzen,
Rotwein und Kakao natlrlich vorkommenden Polyphenole deutlich hervor, weswegen sie

in der vorliegenden Arbeit als weitere Liganden ausgewahlt wurden.

Dazu wird in diesem Kapitel zundchst in einer kurzen Einleitung eine Klasse der Kakao-
Polyphenole vorgestellt, bevor auf die multivalente Prasentation von abgeleiteten,
vereinfachten Strukturen durch die unterschiedlichen Nanopartikel ndher eingegangen

und erste Biokompatibilitatstests diskutiert werden.

3.7.1 Clovamide

Seit dem letzten Jahrzehnt haben eine Vielzahl von Studien (ber die moglichen
antioxidativen und gesundheitsfordernden Eigenschaften von Kakao und dunkler
Schokolade das Interesse an den Inhaltsstoffen der Pflanze Theobroma cacao
(Kakaobaum) geweckt und ins Zentrum der Naturstoff- und Wirkstoffforschung
gelenkt.[327] Dabei werden vor allem den enthaltenen Polyphenolverbindungen (Anteil: ca.
6-10% im Kakaopulver) vorteilhafte antikarzinogene, antithrombotische, immun-
modulierende und entziindungshemmende Eigenschaften nachgesagt.[328] Von den
verschiedenen Polyphenolverbindungen, die in Kakao, Schokolade und sonstigen

Schokoladenerzeugnissen nachgewiesen wurden, ist die Verbindung Clovamid und dessen
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Derivate N-Coumaroyldopamin und N-Caffeoyldopamin (Abb. 131) fur die Untersuchung
von antiinflammatorischen Eigenschaften von besonderem Interesse. Arbeiten
verschiedener Gruppen zeigten, dass diese Verbindungen unter anderem die Fahigkeit
besitzen, die Wechselwirkungen zwischen Leukozyten und Thrombozyten durch die
Hemmung der P-Selektin Expression zu beeinflussen.®**33%334 g4 konnten z.B. Park und
Schoene in verschiedenen in vivo und in vitro Tests nachweisen, dass Clovamide ab
Konzentrationen von 0,05 umol/L die P-Selektin-Expression und somit die Leukozyt-

Thrombozyt-Wechselwirkungen um 30% inhibieren kénnen.*3Y

o NI 4
OH (0] N
_— OH — L : :OH
OH OH
(1) (2)
HO
OH OH
H
0] N
OH
(3)
OH

Abb. 131: Chemische Strukturen von Clovamid (1), N-Caffeoyldopamin (2) und N-Coumaroyldopamin (3).

HO

Bei ndherer Betrachtung der in Abb. 131 gezeigten Verbindungen fallt auf, dass es sich um
Mitglieder der Klasse der Hydroxyzimtsaure-Aminosaure-Amide handelt, die aus
Verknipfungen zwischen Kaffee- oder Cumarsdure mit der aromatischen Aminosaure L-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) oder dem Katecholamin Dopamin (DP) aufgebaut
werden.**? Die inhibitorischen Eigenschaften konnen anhand der L-DOPA und DP
Funktionalitat erklart werden. Bei beiden Komponenten handelt es sich um Derivate der
proteinogenen Aminosaure L-Tyrosin, die in sulfatierter Form auch in dem wichtigsten
Bindungspartner bzw. Rezeptor fir P-Selektin dem P-Selektin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-
1) vorkommt.***! So sind neben den sialylierten und fukosylierten core-2 O-Glykanen drei
Tyrosinsulfatreste an den Positionen 46, 48 und 51 fiir die hohe Affinitat zwischen dem

PSGL-1-Ligand und seinen Selektin-Bindungspartnern ausschlaggebend.[334] Enders et al.
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konnten zeigen, dass eine multivalente Prasentation von sulfatierten Tyrosinresten mit
benachbarten sLe*-Einheiten auf einem Polyacrylamid (PAA)-Triagerpolymer zu hohen
Bindungsaffinitaiten mit [Cso-Werten im nanomolaren Bereich fuhrt.1*%®3%1 purch
Verwendung von nanopartikuldren Tragermaterialien zur multivalenten Prdsentation
sollte eine Verbesserung der Bindungsaffinitdat und somit dhnliche ICso-Werte moglich

sein.

3.7.2 Immobilisierung von Clovamid inspirierten Liganden auf Edelmetallnanopartikel

Aus den oben genannten Griinden sind Hydroxyzimtsdaure-Aminosaure-Amide (Caffeoyl-
Derivate) vielversprechende Modellsysteme fiir potenzielle Inhibitoren der Selektin-Ligand
Wechselwirkungen und wurden in dieser Arbeit zur Entwicklung neuer Clovamid
inspirierter Liganden und deren multivalenter Prasentation auf verschiedenen
Nanopartikeln verwendet. Als Epitope wurden dafiir neben den bereits erwdhnten L-
Tyrosin, L-DOPA und Dopamin, weitere Derivate dieser Verbindungen verwendet, die in
Abb. 132 als Ubersicht in sulfatierter Form gezeigt sind. So wurden als weitere Liganden
die biogenen Amine Octopamin (Octos), L-Tyrosinol (Tyrols) und L-Tyramin (Tyras) wegen

ihrer Ahnlichkeit zum L-Tyrosin gewihlt.

0
a)
Na0,SO NH, Na0,SO NH,
Tyrs DPs
b)
Na0,SO Na0;SO Na0,SO
. T
~_0SO;Na
3 NH, NH,
0SO;Na
Tyrols Octos Tyras
) (o] 0SO;Na
Na0,SO OH NaO3som3Na Naogsojij\A
Na0,SO NH, Na0,SO NH, NaO;SO NH,
L-DOPAs 60H-DPs 50H-DPs

Abb. 132: Aufzihlung der in dieser Arbeit fiir die Entwicklung neuer Clovamid-inspirierter Liganden
verwendeten sulfatierten Verbindungen a) sulfatiertes L-Tyrosin (Tyrs); sulfatiertes Dopamin (DPs); b)
sulfatiertes Tyrosinol (Tyrols); sulfatiertes Octopamin (Octos); sulfatiertes Tyramin (Tyras); c) sulfatiertes L-
DOPA (L-DOPAs); sulfatiertes 6 Hydroxydopamin (60H-DPs); sulfatiertes 5 Hydroxydopamin (50H-DPs).
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Wahrend die ebenfalls biogenen Katecholamine 5-Hydroxydopamin (50H-DPs) und 6-
Hydroxydopamin (60H-DPs) eine zusatzliche Hydroxylgruppe im Vergleich zum Dopamin
besitzen und deshalb ausgewahlt wurden. Fir die Immobilisierung muss berlicksichtigt
werden, dass Katechole eine hohe Affinitat zu vielfaltigen Materialien, insbesondere zu

3%l 5o bestimmten z.B. Messersmith et al.

Metallen bzw. Metalloxiden, besitzen.!
experimentell anhand rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen die Bindungsstarke
von Dopamin auf Metalloberflachen und konnten zeigen, dass die Dopamin-TiO,-Bindung
eine der starksten je gemessenen reversiblen Wechselwirkungen mit einer Dissoziations-

konstanten von tber 800 pN aufweist.¥”!

HO.
0 j@/\
@Aty o
S (o) >
9 O 1.DMF, NEt,, RT, 24 h
AuMUDHSE 2. Dialyse gegen DMF
3. SO;-DMF Komplex,

8h, 0°C->RT
4. Dialyse gegen DMF, H,0 funktionalisierte Ergebnis der DLS-

Goldkolloide Messung (nm)

AuDPs 722 £ 205
Au50H-DPs 267 £129
Au60H-DP 209 £ 36
AuL-DOPAs 112 + 39

Abb. 133: Schematische Darstellung des nicht erfolgreichen zweistufigen Syntheseversuches zur Herstellung
von Dopamin-funktionalisierten Goldkolloiden. Charakterisierung durch TEM-Aufnahmen und DLS-
Messungen zeigten eine Agglomeration der Partikel.

Fir die multivalente Prasentation des Neurotransmitters Dopamin und dessen Derivate L-
DOPA, 50H-DP und 60H-DP, war die Verwendung der bereits in den vorangegangenen
Kapiteln ausfihrlich vorgestellten Kupplungsstrategie mit der vorherigen Sulfatierung der
Liganden und der anschlieBenden Anbindung durch Verwendung der NHS-Aktivester
koordinierten Nanopartikeln oder der MUDA-koordinierten Goldnanopartikel mit den
Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt zwingend notwendig (siehe z.B. Abb. 96). Es zeigte sich
bei der Kupplung von AUMUDHSE mit unsulfatierten DP, L-DOPA, 50H-DP oder 60H-DP
und anschlieBRendem Aufreinigungsschritt durch Dialyse ein Farbwechsel der Kolloidlésung

ins Braune, bedingt durch die Ausbildung eines Elektronen-Transfer-Komplexs der
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Katechol-Funktion. DLS-Messungen und TEM-Aufnahmen ergaben zusatzlich, dass eine
Agglomeration der Partikel auftrat (Abb. 133). Dieses Phanomen kann durch die Fahigkeit
der Katechol-Einheit des Dopamins und der oxidierten Form, dem Dopamin-Chinon,
kohasive und adhasive Bindungen zur Partikeloberflaiche aufbauen zu kénnen, erklart

werden.

(0] 0SS0,

0] NH, 0] 3

N Na03s0 /\HJL

@ - > S N 0S0,”

S (0] o H 3
9 (0] 1. DMF, NEt,, RT, 24 h

AuMUDHSE 2. Dialyse gegen DMF AuDPs
3. Dialyse gegen H,0

Na0,S0

0 m 050,

0 Na0,50 NH 0 /\/@[ }

Ag s/\HlLo’N > Ag S/\HJ\N 0S0;”
9 o} 1. DMF, NEt;, RT, 24 h 9 H

2. Dialyse gegen DMF AgDPs
3. Dialyse gegen H,0

AgMUDHSE

Abb. 134: Schematische Darstellung der Synthese der Gold- (d =7 nm) und Silbernanopartikel (d =5 nm)
funktionalisiert mit sulfatiertem Dopamin.

Um den Einfluss der multivalenten Prasentation der unterschiedlichen Epitope auf die
Biokompatibilitat der erhaltenen Edelmetallnanopartikel untersuchen zu kénnen, wurden
die unterschiedlichen sulfatierten Liganden wie in Abb. 134 gezeigt auf die Gold- bzw.
Silbernanopartikel immobilisiert und durch verschiedene Methoden charakterisiert
(Tabelle 16). Es zeigte sich, dass durch die verwendeten Kupplungsmethoden keine
Anderung des Agglomerationsgrades, der Partikelform und der Dispersitit der Partikel
auftrat. Zusatzlich waren die Partikel im wassrigen Medium einige Wochen stabil und

konnten fiir erste Biokompatibilitdtstests verwendet werden.

Zur Untersuchung der Biokompatibilitdit der erhaltenen funktionalisierten Edelmetall-
nanopartikel wurden Zytotoxizitats- und Zellproliferationstests durchgefiihrt. Analog zu
der bei dem Mucin-Projekt, den Kohlenhydratmimetika und azyklischen Aminoalkohol
vorgestellte Durchfiihrung wurden die Nanopartikel in unterschiedlichen Konzentrationen
48 h mit HUVECs inkubiert und 24 h nach der Aussaat die Toxizitat und Proliferation

fluorimetrisch mit dem SYTOX Green-Assay nachgewiesen. Ein Vergleich mit der
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unbehandelten Kontrolle (Zellen ohne Nanopartikel) ergibt, dass die funktionalisierten
Nanopartikel keinen signifikanten Einfluss auf die Zellproliferation bei den verwendeten
Konzentrationen (10 nmol / L; 5 nmol /L und 1 nmol /L) besitzen. Je nach Epitop variiert
aber die Zytotoxizitdt der Partikel. So zeigen die mit sulfatiertem Tyrosin und Tyramin
koordinierten Goldnanopartikel bei der hoéchsten Konzentration (Tyrosin auch bei der
niedrigsten Konzentration) einen signifikanten Anstieg der toten Zellen, wahrend alle

anderen Epitope keine Veranderung zeigen (Abb. 135).

Tabelle 16: Ergebnisse der Charakterisierung der erhaltenen Gold- und Silbernanopartikel.

funktionalisierte

Nanopartikel TEM (d / nm) DLS (dn / nm) UV/Vis (Amax / NM)
AuTyrs 7 11+2 524
AuDPs 7 11+2 526
AgDPs 5 103 421

AuTyrols 7 13+4 524
AuOctos 7 15+3 526
AuTyras 7 13+3 525
AgTyras 5 14 +2 422

AuL-DOPAs 7 306 527

Au50H-DPs 7 20+5 525

Au60H-DPs 7 20+ 3 526

Der Einfluss des Partikelkerns der Edelmetallnanopartikel auf die Biokompatibilitdt der
Clovamid-inspirierten Partikel wurde durch Inkubation der Tyras-funktionalisierten
Silbernanopartikel mit vier unterschiedlichen Konzentrationen (100, 50, 10 und 1 nmol/L)
Uberpruft. Ein Vergleich der ca. 5 nm groBen Silbernanopartikel mit den 7 nm groRen
Goldnanopartikeln bei Konzentrationen von 10 und 1 nmol/L (siehe Anhang Abb. 21 und
Anhang Abb. 19) zeigt, dass bei beiden Konzentrationen keine Beeinflussung auf die
Zytotoxizitdat und Zellproliferation durch die Silbernanopartikel besteht. Ab einer
Konzentration von 50 nmol / L zeigen diese eine deutliche Hemmung der Zellproliferation.
Eine Inkubation mit hoheren Konzentrationen der Goldnanopartikel zum Vergleich war
bedingt durch die Synthese nicht moglich, misste aber in zukiinftigen Arbeiten noch
durchgefiihrt werden, um eine mogliche Abhangigkeit der Hemmung der Zellproliferation

von der Konzentration der Edelmetallnanopartikel nachzuweisen.
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Abb. 135: Ergebnis der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der 7 nm grofRen Goldkolloide, die mit den
unterschiedlichen sulfatierten Epitopen Tyrosin (Tyrs), Tyramin (Tyras), Dopamin (DPs), Octopamin (Octos),
Tyrosinol (Tyrols), 6 Hydroxydopamin (60H-DPs) und L-DOPAs funktionalisiert sind. HUVECs wurden 24 h
nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (10, 5 und 1 nmol/L)
inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfirben mit SYTOX™ Green Dead Cell Stain erhalten.
Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der %-
Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze
gestrichelte Linie)]. Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der
Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

3.7.3 \Variation der PartikelgroBBe und Linkerlange der Edelmetallnanopartikel

Neben der Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen Epitope auf die
Biokompatibilitat der Edelmetallnanopartikel, die mit vereinfachten Strukturen des
Clovamids funktionalisiert waren, sollte auch der Einfluss der PartikelgroRe und der
Linkerlange Uberprift werden. Dazu wurde fir die Klasse der Katechol-Liganden
sulfatiertes Dopamin gewahlt. Wegen der bereits bei niedrigen Konzentrationen
auftretenden Toxizitdt des sulfatierten Tyrosins wurde als Vertreter dieser Gruppe
sulfatiertes Tyramin gewahlt. Zwar trat bei hoheren Konzentrationen der Tyras-
funktionalisierten Goldnanopartikel ebenfalls ein Anstieg der Toxizitat auf, doch besitzen

diese im Vergleich zu den Tyrols- und Octos-koordinierten Goldkolloiden eine hdhere

Stabilitat.
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3.7.3.1 Variation der Partikelgrof3e

Zur Untersuchung der PartikelgroRe auf die Biokompatibilitdat wurden nach den bereits in
den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Methoden DPs- und Tyras-funktionalisierte
Goldkolloide mit einem im Durchmesser 10 nm, 14 nm und 25 nm synthetisiert (Abb. 136).
So erfolgte die Darstellung der 10 nm groRRen DPs-koordinierten Goldkolloide durch
Umsetzung des zuvor sulfatierten Dopamins durch HBTU/HOBt-Kopplung mit AUMUDA in
DMSO, mit anschlieBender Uberfiihrung und Aufreinigung in Millipore-Wasser. Die
Funktionalisierung der Goldnanopartikel mit Partikeldurchmessern > 10 nm wurde durch
Ligandenaustauschreaktion mit den vollstiandig synthetisierten Liganden auf den Citrat-

koordinierten Goldkolloiden durchgefiihrt.

OSO3Na

S AHéioH HoN M©0503Na<j AMJL «/@E

A

1. DMSO, NET; HOBt
HBTU, 18 h, RT AuDPs ( 10 nm)
2. Dialyse gegen DMF,
3. H,0, TMAH
4. Dialyse gegen H,0

0S0;Na

0 ﬂ)& W@[
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HO & 3Na* Au /\MJL 050"
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Abb. 136: Schematische Darstellung der Synthese DPs-funktionaliserter Goldnanopartikel mit einem
mittleren Partikeldurchmesser d = 10 nm (A) und d = 14 nm bzw. d = 25 nm (B), sowie DPs-funktionalisierter
Silbernanopartikel mit einem mittleren Partikeldurchmesser d = 17 nm.
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Analog dazu konnten auch 17 nm groRBe DPs-funktionalisierte Silbernanopartikel durch
Ligandenaustauschreaktion erhalten werden. Ein erfolgreicher Ligandenaustausch konnte
dabei durch spektroskopische Charakterisierung mittels IR und NMR nachgewiesen
werden. Zusatzlich zeigten DLS-Messungen, UV/Vis-Absorptionsspektren und TEM-

Aufnahmen keine Veranderung der Partikel (Tabelle 17).

Wegen der geringen Partikelkonzentration (c=0,5nmol/L) der 25nm groRen
funktionalisierten Goldkolloide war ein Biokompatibilitdtstest nicht sinnvoll. Aus diesem
Grund wurden nur die 14 nm groRen Kolloide auf ihren Einfluss auf die Zytotoxizitat und
Zellproliferation getestet. Vergleicht man die erhaltenen Ergebnisse (siehe Anhang Abb.
22 (AuDPs) und Abb. 138 (AuMUDATYyras)) mit den Ergebnissen der kleineren Partikel so
kann daraus geschlossen werden, dass die GroRe der Edelmetallnanopartikel die
Biokompatibilitdt beeinflusst. Wie bei den kleineren Partikeln tritt eine signifikante
toxische Wirkung der groBeren Tyras-koordinierten Goldnanopartikel bei der hochsten
Konzentration auf. Diese ist aber im Vergleich mit 1 nmol / L eine GroRenordnung kleiner,
sodass die groBeren Partikel sich negativ auf die Biokompatibilitdt auswirken. Anhand der
DPs-koordinierten Partikel ldsst sich nachweisen, dass der Einfluss der PartikelgréfRe auch
von den immobilisierten Liganden abhangt, da bei den DPs-koordinierten Partikeln keine
signifikante Zelltoxizitat nachgewiesen werden konnte. Bei beiden Epitopen wird die

Zellproliferation durch die PartikelgréRe nicht beeinflusst.

Tabelle 17: Ergebnisse der Charakterisierung der erhaltenen Partikel mit unterschiedlichen PartikelgrofRen
und Linkerlangen

funktionalisierte

Nanopartikel TEM (d / nm) DLS (dh / nm) UV/Vis (Amax / NM)
AuDPs 10 16 +4 529
AuDPs 14 235 531
AuDPs 25 36+8 538
AgDPs 17 34+7 430
AuTyras 10 17 +3 527
AuTyras 25 379 535
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3.7.3.2 Variation der Linkerldange und der Ankergruppe

Der Einfluss der Linkerlange auf die Biokompatibilitdt der Edelmetallnanopartikel wurde
durch unterschiedlich lange Tyras-Liganden (n=1, 4, 9) Uberprift. Dazu wurden diese
zunachst in  einer mehrstufigen Synthese ausgehend von der jeweiligen
Bromocarbonsdaure dargestellt. Im Anschluss wurden die Liganden durch Liganden-
austauschreaktion wie in Abb. 137 beschrieben, auf den 14 nm groRRen Goldkolloiden
immobilisiert. Hierzu wurde der Ligand in Wasser gel6st und unter starkem Rihren zu der
Kolloidlésung gegeben. Nach 72 h wurde die Kolloidlosung auf die Halfte des

urspriinglichen Volumens eingeengt und zur Aufreinigung gegen Millipore-Wasser

dialysiert.
A
0 /\/©/OSO3Na 0 /\/©/OSO3Na o /\)@/OSOSNa
NaS/\)]\H Nas/*%” Nas/\HJLH
MPATyras MHATyras ? MUDATyras
(0]
(0] (0}
-O O
HO o
1. MPATyras, H,0, AuCitrat (14 nm) 1. MUDATyras, H,0,

RT, 72h RT,72h
2. Dialyse 2. Dialyse gegen H,0
gegen H,0

1. MHATyras, H,0,

RT,72h %
@S/\)LN/\/@/ 2. Dialyse gegen H,0 S N
H s H

0S0,”

0SO,”
AuMPATyras (14 nm) — 0 /\/@/ 3 AuMUDATyras (14 nm)
@ SAMJLN
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0 1. Tyras, CS,, NEt,, H,0,
. Ultraschallbad,
0 O_ 5 min, RT > 0503-
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AuCitrat (14 nm) 3. Dialyse gegen H,0 H
AuDTCTyras

Abb. 137: Schematische Darstellung der Variationen der Linkerldange am Beispiel von sTyra.
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Zur Variation der Ankergruppe wurden zusatzlich Tyras und DPs durch den O-Linker
Dithiocarbamat (DTC) auf der Partikeloberflaiche immobilisiert (Abb. 137B). Die Synthese
der DTC-funktionalisierten Goldkolloide erfolgte in zwei Stufen. Im ersten Schritt wurde
der sulfatierte Ligand durch Zugabe von NEt; mit CS, in Wasser umgesetzt, bevor im
zweiten Schritt die erhaltenen Dithiocarbamat-Liganden durch Ligandenaustauschreaktion
auf die 14 nm groRBen Goldnanopartikel immobilisiert wurden.

Tabelle 18: Ubersicht der erhaltenen Ergebnisse der Tyras-koordinierten Goldkolloide fiir die Uberpriifung
des Einflusses der Linkerlange.

funktionalisierte

Nanopartikel TEM (d / nm) DLS (dn/ nm) UV/Vis (Amax / NM)
AuDTCTyras 14 205 527
AuMPATyras 14 18+4 528
AuMHATYyras 14 18+4 528
AuMUDATYyras 14 21t4 530
AuDTCDPs 14 24 +6 529

Zytotoxizitats-und Zellproliferationstests ergaben keinen signifikanten Einfluss der
Linkerlange der Tyras-Liganden bei den drei getesteten Konzentrationen (0,1, 0,05,

0,01 nmol/L).

200 4
3 lebende Zellen Partikelkern: Au

150 HEE tote Zellen PartikelgroRe: 14 nm
Epitop: Tyras

S|

1 05 01 1 05 01 ; 05 01 01 005 001

Zellzahl [ % von der Kontrolle]

DTC MPA MHA MUDA Citrat

Abb. 138: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der Tyras-koordinierten
Goldnanopartikel mit einem mittleren Partikeldurchmesser von d = 14 nm und variierenden Linkerlangen
und Ankergruppen. HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit
den Nanopartikeln (1, 0,5 und 0,1 nmol/L) inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfarben mit
SYTOX® Green Dead Cell Stain erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben
[Mittelwert und Standardabweichung der %-Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie)
und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)]. Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05
(verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der
Kontrolle) angegeben.
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3.7.4 \Variation des Partikelkerns

Zur Uberpriifung, ob die erhaltenen Testergebnisse auch auf andere Partikelarten
Ubertragbar sind, wurden die vom Clovamid abgeleiteten Strukturen auch auf CdTe/ZnS-

QDots und Eisenoxidnanopartikel immobilisiert.

3.7.4.1 Multivalente Prasentation auf CdTe/ZnS-QDots

Als Ausgangssubstanzen fir die Immobilisierung auf den QDots wurden drei
unterschiedlich groRe Partikel gewahlt und durch eine Kombination aus EDC / sulfo-NHS

mit den Epitopen funktionalisiert. In Abb. 139 ist die Funktionalisierung schematisch

gezeigt.
(0]
/\l\/l)k 0
HS OH %
n -
NaHTe + Cd(Ac), —> CdTe g 0
H,0, NaOH, n
10 Min., 120 °C
Mikrowellen- H,0, NaOH, (0]
bestrahlung ZnS0,, Na,S, HS/\MJ\OH

2 h,65°C n

0 0505”1 m,0,RT, 30 min, 0
o /\M)L EDC, sulfo-NHS /\l\/lk
. DG sulfoNHS i
S o N OSO3™ 3 bps, NaoH, 2h g, || (<™ 'S .o
ZnS CdTe/ZnS/DPs 3. Dialyse gegen H,0 ZnS

Abb. 139: Schematische Darstellung der Synthese von CdTe/ZnS-Qdots funktionalisiert mit Clovamid-
inspirierten Liganden am Beispiel von DPs.

Die erfolgreiche Kupplung mit EDC / sulfo-NHS wurde mit NMR- und IR-Spektroskopie
kontrolliert. Im IR-Spektrum erscheint die C-O Valenzschwingung der sekundaren Amine
zwischen 1630 und 1680 cm™ und bestitigt dadurch die Ausbildung der Amidbindung. So
zeigt z.B. das IR-Spektrum der 2,5 nm groBen QDots funktionalisiert mit Tyras diese Bande

bei 1644 cm™, wahrend die Schwingungsbande bei denen koordiniert mit Tyrols bei
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1645 cm™, beim Octos bei 1648 cm™ und beim DPs bei 1647 cm™ erscheint. Um
sicherzustellen, dass diese Schwingung zur Amidbindung gehort, wurden die Spektren mit
denen der Edukte verglichen. Keines der Edukte zeigt eine Bande in diesem Bereich des IR-
Spektrums. Dennoch ist die C-O-Schwingung der freien Carboxylatfunktion der
Mercaptocarbonsaure-funktionalisierten QDots noch sichtbar. Dies zeigt, dass bedingt
durch sterische Effekte oder Coulomb-AbstoBung die Kupplung nicht vollstandig verlaufen
sein muss. Analog zur Synthese der funktionalisierten Goldkolloide kdnnte EAs zugesetzt
werden, das mit den freien Carboxylatgruppen reagiert. Die Reaktionsparameter dafir

missten in zukinftigen Arbeiten untersucht werden.

Tabelle 19: Ergebnis der Charakterisierung der erhaltenen QDs

funktionalisierte

Nanopartikel TEM (d / nm) UV/Vis (Amax / nm)
CdTe/ZnS/MPA/Tyras 4 562
CdTe/ZnS/MHA/Tyras 3,5 489

CdTe/ZnS/MUDA/Tyras 2,5 459
CdTe/ZnS/MPA/DPs 4 542
CdTe/ZnS/MHA/DPs 3,5 489

CdTe/ZnS/MUDA/DPs 2,5 439

CdTe/ZnS/MPA/Octos 4 542

CdTe/ZnS/MHA/Octos 3,5 493

CdTe/ZnS/MUDA/Octos 2,5 440

CdTe/ZnS/MPA/Tyrols 4 542

CdTe/ZnS/MHA/Tyrols 3,5 492

CdTe/ZnS/MUDA/Tyrols 2,5 442

CdTe/ZnS/MHA/50H-DPs 3,5 479

CdTe/ZnS/MHA/L-DOPAs 3,5 489

CdTe/ZnS/MHA/Tyrs 3,5 484

Die fir die funktionalisierten QDots erhaltenen Ergebnisse der Biokompatibilitatstests
(Abb. 140, Anhang Abb. 18, Anhang Abb. 23) zeigen eine Abhangigkeit von der
PartikelgroRRe, der Konzentration und den sulfatierten Liganden fir die Zytotoxizitat und
Zellproliferation. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Edelmetallnanopartikel zeigen die
mit Tyrs und Tyras funktionalisierten QDots keine negative Beeinflussung der Zellen
unabhangig von PartikelgrofSe und Konzentration. Auch die getesteten QDots mit L-DOPAs
und 50H-DPs wirken sich nicht negativ auf die Zellen aus. Dahingegen zeigen alle
getesteten Octos-funktionalisierten QDots eine Hemmung der Zellproliferation, die je

nach PartikelgrofRe und Linkerlange bei unterschiedlichen Konzentrationen beginnt. So
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zeigen die 2,5 nm groRen Octos-funktionalisierten QDots (Linker: MUDA) bereits ab einer
Konzentration von 10 nmol /L eine inhibierende Wirkung, wahrend diese bei den
groReren Partikeln erst bei hoheren Konzentrationen (150 nmol / L fiir MHA (3,5 nm) bzw.
100 nmol / L fiir MPA (4 nm)) auftritt. Ahnliche Trends kénnen bei den DPs und Tyrols
koordinerten Partikeln beobachtet werden. Diese sind aber ab bestimmten
Konzentrationen zusatzlich toxisch fir die Zellen. Wahrend die toxische Wirkung der DPs-
koordinierten Partikel eher moderat ansteigt, wurden fir die 3,5 nm groflen Tyrols-

koordinierten QDots die hochsten Werte in allen Tests erhalten.

Partikel: CdTe/ZnS QDots

T Linkerlange:
S 200 AH)L MPA (4 nm),
= CdTe
= 2 lebende Zellen ] MHA (3,5 nm),
=]
2 150 tote Zellen MUDA (2,5 nm)
]
2 10 = = T = I S o T
9 L T
> [
50 .
= UDU UDD UDU BBE[DHU QDD Euu UUU uuu
& ol N ) ) i ) ) i '
N :
E 150 ﬁlﬂ 1.0 5.0 1I(l ; 100 50 10 100 50 10 1(|-(| ﬁln 1l|] 100 50 10 100 50 10 1l.}u 5‘0 1.0 100 50 10
Tyra Tyra Tyra Octo Octo Octo DP DP DP
(2.5 nm) (3.5 nm) (4 nm) (2.5 nm) (3.5 nm) (4 nm) (25 nm) (3.5nm) (4 nm)

Abb. 140: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der mit unterschiedlichen Epitopen
funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots (drei unterschiedliche Linkerlangen und damit verbunden drei
unterschiedliche PartikelgroBen [MPA (4 nm), MHA (3,5 nm), MUDA (2,5 nm)]). HUVECs wurden 24 h nach
der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (100, 50, 10, 1 nmol /L)
inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfarben mit SYTOX® Green Dead Cell Stain erhalten.
Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der %-
Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze
gestrichelte Linie)]. Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der
Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.

3.7.4.2 Multivalente Prasentation auf magnetischen Eisenoxidnanopartikeln

Fiir die multivalente Prasentation von Clovamid-inspirierten Liganden durch magnetische
Eisenoxidnanopartikel wurden diese zunachst frisch hergestellt und mit DMSA ins wassrige
Medium Uberfiihrt. Daran schloss sich die Kupplung der verschiedenen Epitope durch
Umsetzung mit EDC / sulfo-NHS unter Ausbildung einer Amidbindung an. Die einzelnen
Schritte der Immobilisierung sind in Abb. 141 am Beispiel von Tyras und DPs dargestellt.
Fir die Untersuchung der unterschiedlichen Einflisse und ob sich die Trends der
Ergebnisse der Edelmetallnanopartikel und Quantum Dots auch bei den magnetischen

Eisenoxidnanopartikeln wiederfinden, wurden die verschiedenen Epitope (Tyras, Tyrols,
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Octos, DPs, 50H-DPs und L-DOPAs) auf 5nm; 7nm und 10nm groRe

Eisenoxidnanopartikel immobilisiert.
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Abb. 141: Schematische Darstellung der mehrstufigen Synthese von Eisenoxidnanopartikeln und der

anschlieRenden Immobilisierung von Clovamid-inspirierten Liganden auf deren Partikeloberfliche gezeigt
am Beispiel von sulfatiertem Tyramin und Dopamin.

050,
0S0;

Die erfolgreiche Anbindung wurde dabei erneut anhand von IR-Spektren kontrolliert,
wahrend der Agglomerationsgrad und die Grofle der Partikel mit TEM-Aufnahmen und

DLS-Messungen Uberpriift wurden.

Tabelle 20: Ergebnis der Charakterisierung der funktionalisierten Eisenoxidnanopartikel

funktionalisierte

Nanopartikel TEM (d / nm) DLS (dn, / nm)
ION/DMSA/Tyrs 7 -
ION/DMSA/DPs 5 16 +2
ION/DMSA/Tyras 5 12+3
ION/DMSA/Tyrols 5 15+2
ION/DMSA/Octos 5 13+3
ION/DMSA/50HDPs | 5 14 +3
ION/DMSA/L-DOPAs | 5 33+6
ION/DMSA/DPs 7 276
ION/DMSA/Tyras 10 23+3
ION/DMSA/Tyras 12 44 + 6
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Die Biokompatibilitatstests ergaben fir die unterschiedlich funktionalisierten
Eisenoxidnanopartikel bei den drei getesteten Konzentrationen (10; 5 und 1 nmol / L)
keine signifikante Beeinflussung der Zellproliferation. Auch die Zytotoxizitdt wurde nicht
durch die verschiedenen Parameter wie PartikelgréBe und Epitope beeinflusst. Lediglich
die hochste Konzentration der Octos-koordinierten Partikel zeigte sowohl eine signifikante
Zunahme der Zytotoxizitdat, wie auch eine signifikante Hemmung der Zellproliferation.
Damit bestatigte sich der bereits bei den Tests mit den QDots auftretende Trend, dass sich
eine Funktionalisierung mit Octos negativ auf die Biokompatibilitat der Partikel auswirkt.
Es kdnnte moglich sein, dass Octos unspezifisch mit den Zellen interagiert, durch eine
geringere Stabilitdt Agglomeration der Partikel hervorruft oder sich in seiner Eigenschaft
als ,falscher Neurotransmitter” negativ auf die Viabilitat der Zellen auswirkt. Eine Aufgabe
zukiinftiger Arbeiten besteht darin, diese zytotoxischen Eigenschaften von Octopamin

genauer zu untersuchen.
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Abb. 142: Ergebnis der Zytotoxizitats- und Zellproliferationstests der unterschiedlich groRen
Eisenoxidnanopartikel, die mit den sulfatierten Epitopen Tyramin (Tyra), Octopamin (Octo), Tyrosinol (Tyrol)
und Dopamin (DP) funktionalisiert wurden. HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden
die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (10, 5 und 1 nmol / L)inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden
durch Anfirben mit SYTOX  Green Dead Cell Stain erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten
Probe angegeben [Mittelwert und Standardabweichung der %-Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze
durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)]. Signifikante
Abweichungen sind als *p <0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05
(verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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3.7.5 Fazit

In diesem Teilprojekt der vorliegenden Arbeit konnten zum ersten Mal vom Kakao-
Polyphenol Clovamid abgeleitete vereinfachte Strukturen multivalent auf die drei bereits
vorgestellten Partikelarten (Quantum Dots, Edelmetall- und Eisenoxidnanopartikel)
prasentiert werden. Verschiedene Parameter wie die PartikelgrofRe, die Linkerlange und
die Ankergruppe wurden variiert, um einen moglichen Einfluss auf die Biokompatibilitat zu
untersuchen. Wahrend der Synthese zeigte sich dabei, dass fir die Immobilisierung der
gewahlten Katechol-Epitope (DP, 50H-DP, 60H-DP und L-DOPA) der Sulfatierungsschritt
vor der Kupplung zwingend notwendig ist, um eine Agglomeration der Partikel zu

vermeiden.

Soweit bekannt, wurden in der Literatur bisher noch keine Studien zur multivalenten
Prasentation solcher Strukturen durch die Immobilisierung auf Nanopartikeln zur
moglichen Selektin-Inhibierung durchgefiihrt. Die im Rahmen dieses Projekts erhaltenen
Ergebnisse der Biokompatibilitatstests lassen aber den Schluss zu, dass diese Strukturen
eine vielversprechende Ligandenklasse darstellen. In zuklinftigen Arbeiten muss nun durch
SPR-Messungen untersucht werden, ob die funktionalisierten Nanopartikel verbesserte
Selektin-Bindungseigenschaften im Vergleich mit den monovalenten Polyphenolen
Clovamid, N-Caffeoyldopamin und N-Coumaroyldopamin besitzen. Dies wiirde das
Potenzial der Klasse der natirlichen Polyphenole als medizinische Wirkstoffe weiter

ausbauen.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Neue Fortschritte im Verstandnis des Entziindungsprozesses und dessen Beteiligung in
einigen ernsten Erkrankungen, wie z.B. der Krebs-Metastasierung und verschiedenen
(Auto)immunerkrankungen (Asthma, Allergien, Morbus Crohn, rheumatoide Arthritis),m
haben die Entwicklung neuer antiinflammatorischer Therapieansatze in den letzten zwei
Jahrzehnten rasant vorangetrieben. Dabei handelt es sich beim Entzlindungsprozess um
eine Kaskade verschiedener Reaktionen, deren Schlisselschritt die Adhasion der
Leukozyten am vaskularen Endothel und deren Extravasation aus dem Blutstrom in das
entziindete Gewebe darstellt. Eine entscheidende Rolle spielen hierbei die
Wechselwirkungen einer Gruppe von kohlenhydratbindenden Adhdsionsmolekiilen, die als

Selektine bezeichnet werden, weswegen diese als interessante Wirkstofftargets gelten.

Untersuchungen bekannter natirlicher Selektinliganden, wie z.B. Heparin und der P-
Selektin Glycoprotein Ligand—1 (PSGL-1), konnten zeigen, dass die geringe Affinitat der
Bindung zwischen Selektinen und ihren entsprechenden Liganden durch eine multivalente
Prasentation der funktionellen Gruppen liberwunden werden kann. Aus diesem Grund
besitzen Nanopartikel wegen ihres enormen Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnisses
groRes Potenzial als mogliche Template fir die Entwicklung effektiverer Selektin-

Inhibitoren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Oberfliche von kolloidalen Nanopartikeln
(Edelmetall-, Halbleiter-, Eisenoxidnanopartikel) mit verschiedenen Strukturen zu
funktionalisieren. Dabei missen diese Strukturen die Partikel vor Agglomerationen in
wassriger Umgebung schiitzen und zusatzlich Selektine binden. Neben der Stabilitat der
Ligandenhiille hangen die Eigenschaften der Nanopartikel stark von ihrer PartikelgroRe,
Partikelform, der Dispersitat und ihrem Agglomerationsgrad ab, weswegen die Grundlage
fir die angestrebten Ziele die Synthese moglichst monodisperser, spharischer Kolloide in
unterschiedlichen GréRen war. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden durch Verbesserungen
literaturbekannter und Entwicklung neuer Synthesewege monodisperse Kolloide mit
PartikelgroRen je nach Material im Bereich von 1,5-25 nm und einer GréBendispersitat

< 10% hergestellt. Die Charakterisierung der erhaltenen Nanopartikel wurde dabei mithilfe
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von TEM-Aufnahmen, DLS-Messungen und Absorptions- bzw. Emissionsspektroskopie
durchgefiihrt, wahrend die Charakterisierung der organischen Ligandenhiille durch NMR-
und IR-Spektroskopie erfolgte. Zur Bestimmung der immobilisierten Ligandenzahl auf der
Partikeloberflache wurde zusatzlich die Methode der thermogravimetrischen Analyse

angewendet.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Funktionalisierung der aus der Synthese
erhaltenen, monodispersen Nanopartikel mit potenziellen Selektin-Inhibitoren vorgestellt.
Die Modifikation der Partikeloberfliche erfolgte dabei durch Ligandenaustausch-
reaktionen und Reaktionen an der Ligandenperipherie durch Amidbindungskniipfung.
Dabei gelang es die aus friiheren Arbeiten des Arbeitskreises bekannten azyklischen

212 unter Funktionserhalt auf neue

Aminoalkohole und Kohlenhydratmimetika
Kernmaterialien (Halbleiter- und Eisenoxidnanopartikel) zu libertragen. Auf diese Weise
lassen sich die guten Bindungseigenschaften (Bindungsverstarkungen um den Faktor 10%)
mit einer Erhohung der Biokompatibilitit und einer besseren Detektierbarkeit im
biologischen System kombinieren. Auch konnte durch Variation der Stereochemie, der
RinggroRe und der funktionellen Gruppe am C-1 der Kohlenhydratmimetika ein Einfluss

der nicht-bindenden Strukturteile auf die Stabilitat der Nanopartikel und auf die

potenzielle Bindungsstarke nachgewiesen werden.

Ausgehend von den bekannten Vorbildern sLe® und Heparinoide wurden im Rahmen
dieser Arbeit weitere Strukturen als potenzielle Inhibitoren der Selektin-Ligand-
Wechselwirkung auf der Nanopartikeloberflache immobilisiert. Beginnend mit der Klasse

[260) 3 uf der

der zyklischen Oligosaccharide wurde [3-CD wegen seiner hohen Ladungsdichte
Partikeloberflache immobilisiert und im Anschluss daran sulfatiert. AuBerdem boten sich
als zu testende Ligandenklasse vereinfachte, abgeleitete Strukturen der Kakao-
Polyphenole (Clovamide) an, da sie einerseits fiir eine Hemmung der P-Selektin Expression

in der Literatur bekannt sind!®3%33!

und andererseits zuséatzlich Tyrosin-Reste enthalten,
die in sulfatierter Form auch in natirlichen Selektinliganden vorkommen. Eine dritte
Substanzgruppe waren MUCI1-Glycopeptide-Antigene, die zur Entwicklung von

Krebsvakzinen eingesetzt werden kénnten. 123325

Durch Variation des Kernmaterials, der Partikelgrofe, der Ankergruppe und der

Linkerlange wurde ein breites Spektrum an unterschiedlichen funktionalisierten
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Nanopartikeln erhalten. Diese wurden im Rahmen der Arbeit ebenfalls auf ihre
Biokompatibilitdat hin untersucht. Im Unterschied zu den meist als ,Stand alone”

(18] \wurden in der

durchgeflihrten Toxizitatstests, die in der Literatur beschrieben werden,
vorliegenden Arbeit mehrere Parameter der Nanopartikel verandert. Dieser Einfluss
wurde an einer einzelnen Charge HUVEC-Zellen getestet. Dabei zeigte sich, dass die
zytotoxische und zellproliferationshemmende Wirkung der funktionalisierten Nanopartikel
nicht auf das Kernmaterial und nur bedingt auf die PartikelgroRe zurlickzufiihren war.
Neben der Konzentration hatte die Stabilitdit der gebundenen Liganden den gréRten
Einfluss auf die Toxizitat. Hingegen zeigten Tests an mesenchymalen Stammzellen auch
einen Einfluss der PartikelgrofRe. Zusatzlich wurden erste Untersuchungen zur Aufnahme
der Partikel in die Zelle vorgestellt. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass unabhangig

von der PartikelgroRe und der Ligandenhiille die Nanopartikel Gber Endozytose in die

Zellen aufgenommen werden.

Das Screening nach weiteren sulfatierten und negativ geladenen Verbindungen ist ein
erfolgsversprechender Ansatz fiir die Suche nach potenziellen Inhibitoren der Selektin-
Ligand-Wechselwirkung. Dabei konnte die vergleichbar niedrige Bindungsstarke zu
Selektinen der monovalenten Liganden durch multivalente Prasentation auf Nanopartikeln
erhoht werden. Im Hinblick auf spatere Anwendungsmoglichkeiten miussten in
zuklinftigen Arbeiten die Wechselwirkungen der Selektine und der funktionalisierten
Nanopartikel weiter untersucht werden, um auf dieser Grundlage spezifischere und
starkere Bindungen zu erhalten. Dabei scheint die in der vorliegenden Arbeit begonnene
multivalente  Prdsentation von Selektinbindenden-Liganden mit mehrzahnigen
Ankergruppen ein vielversprechender Ansatz fiir die Erhohung der Stabilitat der

funktionalisierten Nanopartikel.

Aufbauend auf den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen der in vitro Tests sind weitere
ergdanzende Experimente notwendig, um das Verhalten der funktionalisierten
Nanopartikel in biologischen Systemen und deren Zellaufnahme zu verstehen. Neben der
Reproduktion der erhaltenen Ergebnisse an anderen HUVEC-Chargen gehoren
insbesondere Langzeituntersuchungen der funktionalisierten Nanopartikel im Hinblick auf
ihre enzymatische und chemische Stabilitdat dazu. So ware eine genauere Einschatzung der
toxischen Wirkung der funktionalisierten Nanopartikel moglich. Daran konnte sich als

nachster Schritt die Untersuchung in vivo anschlieRen.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Wegen ihrer einzigartigen optischen, physikalischen und chemischen Eigenschaften
konnten die in der vorliegenden Arbeit synthetisierten Selektin-bindenden Nanopartikel in
Zukunft als mégliche nicht-invasive Marker fiir die Diagnose und Uberwachung von
Entziindungen eingesetzt werden.%*%3% |m Unterschied zu der meist subjektiven
Beurteilung der Patienten und bekannten Serummarkern konnen die biokompatiblen
Nanopartikel das entziindete Gewebe lokalisieren. Zusatzlich kénnen sie als mdogliche
Trager von Arzneistoffen diese direkt zum Entziindungsherd transportieren. Durch eine
hohere Bioverfligbarkeit und Spezifizitat kann dies eine niedrigere medikamentdse

Dosierung mit geringeren Nebenwirkungen bedeuten.

Zwar ist noch ein weiter Weg zu gehen. Dennoch handelt es sich bei der multivalenten
Prasentation von bioaktiven Liganden durch Nanopartikel um einen vielversprechenden
Ansatz fir therapeutische und diagnostische Aspekte der medizinischen und
biotechnologischen Anwendung, sodass in Zukunft funktionalisierte Nanopartikel in vielen

Bereichen der Lebenswissenschaften Einzug halten werden.
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5 Summary and Outlook

5 Summary and Outlook

Recently inflammation has become one of the most rapidly developing areas of medical
research, due to new studies indicating that inflammation mediate most chronic diseases
(e.g. cancer, asthma, allergies, Crohn's disease, rheumatoid arthritis),[” which are
accompanied by an ongoing extravasation of leukocytes from the blood vessels into the
inflammed tissue. This involves a multistep adhesion process initialized by different
selectins and their respective carbohydrate ligands. Because of this selectins are promising
targets for an anti-inflammatory therapy to inhibit this key step of the inflammation
casscade. Since selectins tend to bind only weakly to their complementary receptors,
stronger binding affinities can be achieved by the use of multivalent interaction. Due to
their remarkably high surface-to-volume ratio in combination with their high stability,
nanoparticles are well suited as scaffolds for the multivalent immobilization of potential

selectin-inhibitors.

The aim of this doctoral thesis was the synthesis of different types of monodisperse
nanoparticles and their surface modification with bioactive molecules. These potential
ligands have to fullfill some requirements, like good dispersibility and stability in a
physiological environment to protect the particle core against agglomeration. In addition,
they also should indicate a relative high binding affinity to selectins. The properties of
functionalized nanoparticles are not only dependent on the ligand shell but also on their

size, their shape, their dispersity and their agglomeration degree.

Therefore the first part of this thesis describes the syntheses of various types of spherical,
nearly minodisperse nanoparticles. For this purpose literature known methods were
improved and new synthetic strategies were developed, so that depending on the type,
synthesized nanoparticles ranging in size from 1.5 to 25 nm with a dispersity < 10% were
obtained. The characterization of the synthesized nanoparticles was carried out by various
methods. TEM images, UV/Vis spectra and dynamic light scattering measurements were
used to determine the average diameter, the shape, the agglomeration state and the size

distribution of the synthesized nanoparticles, while the characterization of the organic
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ligand shell was performed by NMR and IR spectroscopy. In addition, thermogravimetric

analysis measurements were performed to estimate the amount of surface bound ligands.

In the second part of this thesis the functionalization of the synthesized nanoparticles with
selectin binding ligands was presented. The modification of the particle surface was
achieved by ligand exchange reactions or by chemical binding of the ligands through
formation of a stable amide bond. It was demonstrated that the transfer of a ligand shell
to other nanostructured core materials (quantum dots, iron oxide nanoparticles) is
possible under preservation of its function. This was tested using acyclic amino alcohols
and aminopyrans already known from previous work. 121 Thereby the good binding
properties (an amplification of binding by a factor of 10°) have been combined with
further desirable attributes, like a higher biocompatibility and better detectability in
biological systems. It was also demonstrated by the variantion of stereochemistry, the ring
size and the functional groups of C-1, that non-binding structures of the carbohydrate

mimics also influence the potential binding affinities and the stability of nanoparticles.

Using the tetrasaccharide sialyl Lewis* and heparinoids as lead compounds for selectin-
binding ligands, further structures were identified as potential inhibitors and immobilized
on the nanoparticle surface. Due to its high charge density the cyclic oligosachharide 3-CD
was selected and bond on the nanoparticle surface and sulfated subsequently.[26°]
Following the concept of simplified binding epitopes, a series of structures derieved from
cocoa polyphenols (cIovamides),[33°’331] were also tested as potential selectin-binding
ligands. Recent studies indicate that these clovamides are able to inhibit P-selectin
expression and that they are derivatives of the amino acid L-tyrosine, which occur in
sulfated form also in natural selectin ligands. A third group of substances were MUC1

glycopeptides antigens that may be used for the development of cancer vaccines.[?3%%%%

Another scope of this thesis was the investigation of the biocompatibility of the
functionalized nanoparticles. For this purpose several parameters like the core material,
the particle diameter and a variety of surface modifications were taken into account to
evaluate the potential cytotoxic effects of the functionalized nanoparticles on HUVECs of
one single batch. This approach differs from most studies known in literature, which
describe only a limited number of effects of a single nanoparticle type for a specific

incubation protocol.[186] The test results demonstrates that the core material have no
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influence on the cytotoxicity and cell proliferation, whereas the particle size show only
small effects. The main influence of nanoparticles on HUVECs was accounted for the
nanoparticle concentration and the stability of the ligands. On the other hand, in vitro
tests on mesenchymal stem cells also indicate a toxic effect of the particle size. Beside the
cytotoxicity of nanoparticles, the cell uptake of the nanoparticles was investigated in this
thesis. It was demonstrated, that the nanoparticles penetrate into the cells by

endocytosis. This is independent from thir size and ligand shell.

A systematically screening for sulfated and negatively charged compounds is a promising
approach in research of potential inhibitors of the selectin-ligand interaction. The
comparatively low binding affinity of the monovalent inhibitors could be increased

through multivalent presentation on nanoparticles.

Based on the results obtained in this work the aim of related work is to better understand
the interactions of selectin and the functionalized nanoparticles and to optimize these
interactions in order to improve the specific and strong binding properties of the
functionalized nanoparticles. For this purpose the use of the presented multidentate
anchoring groups seems to be a promising approach for increasing the nanoparticle
stability. To get a deeper understanding of the nanoparticles behavior in biological
systems and their cell uptake the presented in vitro tests have to be reproduced on other
batches of HUVECs and should be expanded with long-term studies with regard to their
enzymatic and chemical stability. Thus, a more accurate assessment of the toxic effect of
the functionalized nanoparticles could be possible. This can be followed by in vivo

investigations in the next step.

Due to their unique optical, physical and chemical properties functionalized nanoparticles
are well suited to diagnose and monitor inflammation in a noninvasive manner in future

(303338339 |, contrast to physical examinations and the determination of

applications.
serum markers, biocompatible nanoparticles are abled to provide information about the
localization of the inflamed zone. Upon their value as potential markers of inflammation,
the bioactive nanoparticles can be used for targeted drug delivery into the inflammed
tissues, resulting in better specificity, better bioavailability as well as lower drug doses and

side effects.
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Nevertheless, there is still along way to go, but the multivalent presentation of different
bioactive ligands by nanoparticles hold great promises for various aspects of medical and
biotechnological applications and will be very well represented in many areas of life

sciences in the future.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Allgemeines

6.1.1 Arbeitstechniken

Alle Glasgerate wurden vor Gebrauch mit Konigswasser (Mischungsverhaltnis 3:1
Salzsdure zu Salpetersaure) oder mit Peroxomonoschwefelsdaure (Mischungsverhaltnis 5:1
Schwefelsdure zu Wasserstoffperoxid) gesdubert und anschlieBend mit destilliertem
Wasser mehrmals gespiilt, um etwaige Verunreinigungen an der Glaswand zu entfernen.

In Versuchen, bei denen unter Schutzgasatmosphare gearbeitet wurde, sind grundsatzlich
ausgeheizte ReaktionsgefdaBe verwendet worden. Dazu wurden die GefaRe mehrmals im
Olpumpenvakuum ausgeheizt und mit Argon geflutet. Hierbei wurde Argon 4.6 der Firma
Praxair Deutschland GmbH (Disseldorf, Deutschland) verwendet. Waiahrend der
Reaktionsdurchfiihrung wurde ein Argon-Uberdruck aufrechterhalten. Lésungsmittel und
Reagenzien wurden im Argon-Gegenstrom durch Injektionsspritzen und Kanilen, die vor

Gebrauch mit Argon gesplilt wurden, in die Apparaturen eingebracht.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Reaktionsansdtze magnetisch gerihrt.

Um eine Aussage (iber die Reproduzierbarkeit der in dieser Arbeit vorgestellten Synthesen
machen zu kdénnen, wurden alle vorgestellten Synthesen mindestens dreimal durchgefihrt

und ihre Ergebnisse verglichen.

6.1.2 Verwendete Chemikalien

Alle bei der Arbeit unter Schutzgas verwendeten absolutierten Losungsmittel wurden
durch Erhitzen unter Rickfluss in Gegenwart eines geeigneten Trocknungsmittels und
anschlielender Destillation in Inertgas-Atmosphare bzw. unter Verwendung der
Losungsmitteltrocknungsanlage SPS-800 der Firma MBraun (Garching, Deutschland)

erhalten und iiber 3 A bzw. 4 A Molekularsieb in Schutzgaskolben aufbewahrt.
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Die Losungsmittel Aceton, Acetonitril, Chloroform, Dichlormethan, N,N-Dimethylformamid
(DMF), Ethanol, Ethylacetat, Hexan, Isopropanol, Methanol, Pentan und Toluol wurden vor
der Verwendung mittels einfacher Destillation gereinigt. Die Losungsmittel Benzol,
Dimethylsulfoxid (DMSO) und 1-Octadecen wurden wie erhalten verwendet. Die 0,2 M

H,S04- und NaOH-L6sungen wurden bei der bendtigten Reaktion frisch hergestellt.

Fir alle kernresonanzspektroskopischen Messungen wurde [d;]-Chloroform unter Zusatz
von Tetramethylsilan (TMS), Deuteriumoxid und [de¢]-Dimethylsulfoxid als deuterierte

Losungsmittel verwendet.

Alle kduflichen Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, ohne vorhergehende

Reinigung eingesetzt.

Syn3 wurden im Arbeitskreis Reifig am Institut fir Organische Chemie der freien
Universitat Berlin von Joana Salta synthetisiert und zur Verfligung gestellt. AP1, AP2, AP3,
AP4 und AP5 wurden von Maja Kandziora synthetisiert und zur Verfligung gestellt.
(2R,3S,4R,5S,6S)-4-amino-2,6-bis(hydroxymethyl)-7,7-dimethyloxepan-3,5-diol (AO-1), 2S,
3S, 4R,5S,6S)-4-Amino-2,6-bis(hydroxymethyl)-7,7-dimethyloxepan-3,5-diol (AO-2) und
(1S,4S, 5S,8S,95)-9-amino-4-(hydroxymethyl)-3,3-dimethyl-2,6-dioxabicyclo[3.2.2]nonan-

8-ol (AO-3) wurden von Dr. Léa Bouché synthetisiert und zur Verfligung gestellt.

Die Glycopeptide GP-01, GP-02, und GP-03 wurden von Dr. Sebastian Hartmann vom
Institut fir Organische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz synthetisiert

und fir das Kooperationsprojekt zur Verfligung gestellt.

6.1.3 Mikrowellensynthese

In dieser Arbeit erfolgte die mikrowellen-unterstiitzten Synthesen der verschiedenen
QDots durch die Verwendung eines speziell flir Forschungslaboratorien konzipierten
Hochleistungsreaktors dem Monowave 300 der Firma Anton Paar GmbH (Graz,
Osterreich). Bei diesem handelt es sich um einen Monomode-Reaktor (2,45 Ghz, 850 W),
welcher die Mikrowellenenergie von einem einzelnen Magnetron erzeugt und durch einen

Hohlleiter zur Reaktionsmischung fihrt, die direkt im Hot Spot positioniert ist und somit
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ein effizientes Aufheizen der kleinen Reaktionsvolumina erméglicht.[34°] Alle Synthesen
wurden nicht bei einer konstanten Leistung, sondern im Modus der
Temperaturiberwachung durchgefiihrt. Dabei wurde die GleichmaRigkeit der
Reaktionstemperatur durch simultane Temperaturmessung mit einem externen, sich in
den Kammerseitenwanden positionierten infrarot (IR)-Sensor und einem internen, in die
Reaktionsmischung eintauchenden faseroptischen Sensor (Rubin-Thermometer)
kontrolliert. Als Reaktionsgefile wurden 10 mL und 30 mL fassende Mikrowellen-
Glaschen aus Borosilikat-Glas verwendet, die durch Schnappkappen und
teflonbeschichteten Silikonsepten verschlossen wurden. Alle Reaktionsmischungen
wurden wahrend der Synthesedurchfiihrung bei 600 rpm gerihrt und gleichzeitig mit

Druckluft gekiihlt.

["C] —Temp Ruby —Fressure —Power [vv] [kar]

3007 900730

2004 BO0-20

T T T T d
00:00 03:30 0700 10:30 1400
[min]

Abb. 143:Verlaufsprotokoll der mikrowellenunterstiitzten Qdot-Synthese. Temperatur IR-Sensor (orange);
Rubin-Thermometer (rot); Druck (griin); Power (blau).

6.1.4 Aufreinigung der Nanopartikel

Eine Aufreinigung der Nanopartikel nach ihrer Synthese und der anschlieBenden
Funktionalisierung ist zwingend notwendig, um eine moglichst geringe Konzentration der
freien Liganden und weiteren Verunreinigungen in Losung zu erhalten. Diese Eigenschaft
ist wichtig, damit keine ungewollten Wechselwirkungen zwischen freiem Ligand und

Targetmolekiil auftreten, welche die erhaltenen Ergebnisse verfilschen konnten. Die
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Aufreinigung der in dieser Arbeit synthetisierten Nanopartikel erfolgte durch Filtration,

Fallung, Zentrifugation oder Dialyse.

Die Nanopartikel wurden durch wiederholtes Fallen und Redispersion aufgereinigt. Dazu
wird das Reaktionsgemisch zunachst mit einem geeigneten Losungsmittel gefallt und im
Anschluss in einer Biofuge Primo Hochleistungszentrifuge der Firma Heraeus (Hanau,
Deutschland) zentrifugiert (3500 rpm, 15 min). Der Uberstand mit den Verunreinigungen
wird durch Dekantieren entfernt und die Nanopartikel in einem geeigneten Losungsmittel
redispergiert. Der beschriebene Reinigungsschritt wurde meistens mehrmals wiederholt.
Dabei war darauf zu achten, dass aufgrund des dynamischen Gleichgewichts von an der
Partikeloberflaiche gebundenen und frei gelosten Liganden zu haufiges Ausfallen und
Wiederauflosen dazu flihren kann, dass zu viele Liganden von der Partikeloberflache

entfernt wurden und die Partikel nicht wieder gel6st werden kdnnen.

Bei der Aufreinigung per Dialyse handelt es sich um einen konzentrationsgetriebenen
Trennprozess, bei dem kleine Molekile (Nebenprodukte, freie Liganden) ausgetauscht
werden. Dabei wird die aufzuarbeitende LOosung in einen Dialyseschlauch, welcher aus
einer semipermeablen Membran besteht, gefiihlt, dieser verschlossen und vollstandig in
frisches Losungsmittel getaucht. Durch den an der Dialysemembran vorliegenden
Konzentrationsgradienten und die definierte Porengrofle (Molecular weight cut off) der
Membran erfolgt der Austausch der kleinen Molekile durch die Membran in die
schwacher konzentrierte Losung. Durch mehrfachen Austausch des Lésungsmittels und
den damit verbundenen erneuten Konzentrationsausgleich kénnen nicht gebundene
Liganden und weitere Verunreinigungen nahezu vollstandig entfernt werden. Je nach
Probe wurden entweder Dialyseschlauche mit unterschiedlichen PorengréRen (MWCO:
3,5-6 kDa und 6-8 kDa) aus regenerierter Zellulose ZelluTrans der Firma Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland) oder Zelluloseester Spectra/Por Biotech (MWCO: 3,5-5 kDa) der

Firma Spectrum Laboratories Inc. (Rancho Dominguez, CA, USA) verwendet.

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Dialysen wurden nach einem gleichbleibenden Ablauf
durchgefiihrt. Zunachst wurde der Dialyseschlauch ca. 30 min in destilliertes Wasser
eingelegt, um Natriumazid- bzw. Ethanolriickstinde zu entfernen. Dann wurde der

Schlauch mit destilliertem Wasser abgesplult, mit der Probe beflllt und die Luft vorsichtig
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herausgedriickt, bevor der verschlossene Dialyseschlauch in das 100-fache
Losungsvolumen gelegt und der Dialysiervorgang gestartet wurde. Wahrend der Dialyse

wurde die Losung mindestens dreimal (nach 2-4 h, 6-8 h und 9-12 h) gewechselt.

Beginn der Dialyse Ende der Dialyse

mehrmaliger
Austausch
1h-24h

freie Liganden
@ Nanopartikel

Abb. 144: Schematische Darstellung der Aufreinigung per Dialyse.

Die Citrat-koordinierten Nanopartikel wurden nach ihrer Synthese mit Whatman SPARTAN
30 RC-Spritzenvorsatzfilter (PorengrofRe: 0,2 um) der Firma GE Healthcare Life Sciences

(Freiburg, Deutschland) aufgereinigt.

6.1.5 Charakterisierung der Nanopartikel

6.1.5.1 Chromatographie

Losungsmittelgemische (Losungsmittel A / Losungsmittel B), die fir die Saulenchromato-
graphie und Dinnschichtchromatographie (DC) verwendet wurden, sind in
Volumenprozent (v/v) angegeben. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung der
Liganden wurde Kieselgel 60, KorngroBe 0,040-0,063 der Firma Merck (Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Die Kontrolle der Trennung erfolgte  durch
Diinnschichtchromatographie unter Verwendung von DC-Karten der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland). Die Detektion erfolgte durch UV-Licht (A =254 nm /366 nm)

oder durch folgende Anfarbereagenzien:
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lod: lodkammer

Ninhydrin-Losung: Ninhydrin in Ethanol
Permanganat-Losung: KMnO,4 und K,COs in destilliertem Wasser
Molybdatophosphorsaure-Lésung: MoO3-H3POy in Ethanol

6.1.5.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Zur Bestimmung der GroRenverteilung wurden DLS-Messungen durchgefiihrt. Diese
wurden am STABISIZER® der Firma Particle Metrix GmbH (Meerbusch, Deutschland)
gemacht. Dazu wurden pro Messung drei Durchgidnge, die insgesamt 10 min dauerten,
gemessen und anschlieBend der Mittelwert der Durchgiange bestimmt. Zur Kontrolle

wurden von allen Proben drei Messungen durchgefiihrt und miteinander verglichen.

6.1.5.3 Elementaranalyse (CHN-Analyse)

Elementaranalysen wurden an der JLU GieBen mit einem Carlo-Erba 1106 CHN von Anja

Burckhardt durchgefiihrt.

6.1.5.4 Fluoreszensspektroskopie (Emissionsspektren):

Emissionsspektren der QDot-Proben wurden mit einem Spectrofluorometer FP-8300
(Messbereich: 200 —900 nm, max. Auflésung 1 nm) der Firma Jasco (Gross-Umstadit,

Detuschland) aufgenommen.

6.1.5.5 IR-Spektroskopie

Von Proben mit entsprechend aussagekraftigen funktionellen Gruppen wurden IR-
Spektren aufgenommen. Diese wurden an den FTIR-Spektrometern IFS25 (Messbereich:
7000 — 400 cm™, max. Auflésung: 2 cm™) und IFS48 (Messbereich: 7000 - 400 cm™, mit
ATR-Messeinheit (,,Golden Gate”, Diamant, 1 Reflexion)) der Firma Bruker Optik GmbH
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(Ettlingen, Deutschland) von Frau G. Stammler durchgefiihrt. Die Art der Schwingung
wurde mit v (Valenzschwingung) und o (Deformationsschwingung) und die Lage der
Absorptionsbanden (ss =sehr stark, s = stark, m = mittel und w = schwach) wurde in

Wellenzahlen (cm™) angegeben.

6.1.5.6 Massenspektrometrie

Alle Massenspektren mit Direkteinlass und ElektronenstoRionisation (EI) wurden an einem
MAT 95 (Thermo Finnigan Mat, Bremen, Deutschland) Sektorfeld-Massenspektrometer
durch Herrn Dr. E. Rocker und Friederike Gasiorek durchgefiihrt, Massenspektren mit
Elektronenspray-lonisation (ESI) wurden an einem FINNIGAN LCQDuo (Thermo Finnigan)
durchgefiihrt. ESI-Exakte Masse Bestimmungen und LC-MS Messungen erfolgten an einem
MicroToF der Firma Bruker Daltonics (Bermen, Deutschland) durchgefiihrt, wobei die
Massenkalibrierung unmittelbar vor der Probenmessung mit Natriumformiat-Clustern

erfolgte.

6.1.5.7 NMR-Spektroskopie

Samtliche Kernmagnetresonanz-Spektren wurden an den Multikern-
resonanzspektrometern Avance Il 200 ,Microbay” (1H bei 200 Mhz, *C bei 50 MHz),
Avance 1l 400 WB (*H bei 400 Mhz, *3C bei 100 MHz) und Avance 11l 600 (*H bei 600 Mhz,
13C bei 150 MHz) der Firma Bruker BioSpin GmbH (Rheinstetten, Deutschland) von Frau G.
Stammler, Frau A. Pospiech und Frau Dr. H. Hausmann durchgefiihrt. Alle Messungen
erfolgten bei Raumtemperatur. Die chemischen Verschiebungen (3-Skala) wurden auf die
in der Tabelle angegebenen Standards (Angabe in ppm) bezogen. Diese internen
Standards sind durch die Resonanzsignale der Restprotonen des eingesetzten
Losungsmittels festgelegt. Zusatzlich wurde Tetramethylsilan als interner Standard

(0.00 ppm) bei CDCl; festgelegt.
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. . 'H-Signal des Bc-signal des
Losungsmittel N s
Restprotonengehalts / ppm Losungsmittels / ppm
CDCl; 7,26 77,00
DMSO-dg 2,50 39,52
D,0 4,29

Tabelle 21: Chemische Verschiebung der internen Standards.”

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit Hilfe der Software TopSpin (Bruker), wobei die
Auflistung der Signale im Protonenspektrum bei hohem Feld beginnt und die
Beschreibung der Signale der Protonenspektren in folgender Form angegeben ist: Wert
der chemischen Verschiebung in ppm (Multiplizitit, Kopplungskonstante(n)? in Hertz,
Integral, Zuordnung) Bei den 13C—NMR—Spektren wird der Wert der chemischen
Verschiebung in ppm, dann die Zuordnung aufgelistet. Die Zuordnungen der einzelnen
Signale erfolgte in Anlehnung an simulierte Spektren, die mit der Software ChemBioDraw
12.0 (Cambridgesoft, England) gewonnen wurden und sind -sofern nicht anders
angegeben- nicht abgesichert.

Die Multiplizitaten der Signale im 1H—NMR—Spektrum werden folgendermaRen abgekiirzt:

s (Singulett), d (Duplett), t (Triplett), g (Quartett), quin (Quintett), m (Multiplett), b (breit).

1)Gottlieb, H.E.; Kotlyar, V.; Nudelman, A., J. Org. Chem., 1997, 62, 7512-7515.
2 so weit moglich

6.1.5.8 Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Bestimmung der GréRBe und Form der Nanopartikel wurden TEM-Aufnahmen am
Transmissionselektronenmikroskop Philips CM30/STEM (LaB6 Kathode, 300 kV) gemacht.
Pro Aufnahme wurde der Durchmesser von 75 Partikeln bestimmt, mit deren Hilfe der
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet wurden. TEM-EDX-Spektren am CM30
TEM/STEM wurden mit einem EDX-System der Firma EDAX (Si/Li-Detektor) aufgenommen.

6.1.5.9 UV/Vis-Spektroskopie (Absorptionsspektren)

Zur Bestimmung des Absorptionsmaximums der Nanopartikel GroRRe der Partikel wurden
UV/Vis-Messungen durchgefiihrt. Dazu wurden einige Tropfen der zu messenden Probe in

Einmalkivetten gegeben und mit dem entsprechenden Losungsmittel aufgefiillt. Die
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Messungen wurden am UV/Vis-Spektrophotometer Agilent 8453 der Firma Agilent

Technologies (Santa Clara Kalifornien, USA) durchgefihrt.

6.1.6 Berechnung der Partikelkonzentrationl

Die Konzentration der Goldkolloidlésungen wurde unter der Annahme, dass sich bei der
Reaktion das eingesetzte Triphenylphosphingold-Salz oder die Tetrachlorgoldsaure
vollstandig umsetzen, berechnet. Zur Berechnung wurde folgender Rechenweg

verwendet:

. 4
Massepro Nanopartikel : m , = P3 mr®

m NP
M (Au)

Mol Au proNanopartikel 1 n , ;o ne =

n Au eingesetzt

Gesamtanzahl Nanopartikel : N ppec =
Au pro NP

NPgesamt
N, -V
p(Au)=19.32glem * M (Au)=197g/mol N, =6.022-10**mol *

Konzentration der Nanopartikel : ¢, =

Zur Berechnung der Partikelkonzentrationen der Silbernanopartikel, QDots und der

magnetischen Eisenoxidnanopartikel wurden folgende Werte angenommen:

g g
Ag) = 10,49—2—; M(Ag) = 107,87 ——
o(ag) = 10,49 £ M(ag) = 107,87 5
(CdSe) = 5,81 —L_; M(CdSe) = 191,36 -2
P T em3’ "7 mol
g g
p(CdTe) = 5,85 ——; M(CdTe) = 240,01 ——
cm mol
o(Fe;0,) = 5,2 —2—: M(Fe;0,) = 231,54 —>—
374 " cm3’ 374 "~ mol
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6.1.7 Bestimmung der Anzahl der Liganden auf der Partikeloberfliche

(Thermogravimetrische Analyse)

Fir die Anwendung der verschiedenen Selektin-bindenden Nanopartikel im biologischen
System ist neben der vollstandigen Charakterisierung von Partikelkern und Ligandenhille
auch die Kenntnis der Anzahl der auf der Partikeloberflache immobilisierten Epitope von
essenzieller Bedeutung, um eine Aussage Uber die multivalenten Eigenschaften treffen zu
kdnnen. Hierzu kann eine thermogravimetrische Analyse (TGA) durchgefiihrt werden. Bei
geeigneter Wahl des Temperaturprofils desorbieren die Liganden von der
Kolloidoberflache und von den verunreinigungsfreien Partikeln bleibt im Idealfall nur das
Kernmaterial zurlck. Der daraus resultierende Gewichtsverlust der Probe stellt den
enthaltenen Massenanteil des organischen Materials in der Probe dar. Bei Kenntnis der
durchschnittlichen PartikelgroRe kann aus diesen Daten die Anzahl der Liganden pro

Nanopartikel wie folgt berechnet werden.

4
Masse eines Nanopartikel: mPartikel = p (§> m(r)3

a
Masse der organischen Hiille: mHiille = mPartikel x (—100 — a)

N,
Anzahl der Liganden: NLiganden = mHiille % <—A>

Ligand

Dabei entspricht p der Dichte des Kernmaterials, r dem Radius des Partikelkerns, a dem
Gewichtsverlusts (bestimmt aus TGA), Na der Avogadrozahl und Mygang dem
Molekulargewicht des Liganden. Thermogravimetrische Analysen wurden an der JLU
Giellen von Herrn Hubert Worner an einer Thermowaage STA 409 PC Luxx® der Firma
Netsch Gerdtebau GmbH (Selb, Deutschland) durchgefiihrt. Die Aufheizrate betrug
10 K / min. Der Temperaturbereich und das Temperaturprofil wurden der jeweiligen Probe

angepasst.
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6.1.8 Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute

Zur Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute wurde die auf Arbeiten von Williams et
al.*®lpasierende vergleichende Methode verwendet. Diese beruht auf dem Vergleich mit
gut charakterisierten Referenzproben mit bekannten Werten. Als Referenzproben wurden
in dieser Arbeit Rhodamin G6 und Chininsulfat verwendet. Alle Proben wurden bei einer
Wellenldange von 350 nm angeregt. Von der Referenz und der Probe wurde zundachst eine
Konzentrationsreihe hergestellt. Dabei musste der Konzentrationsbereich so gewahlt
werden, dass die spatere Extinktion zwischen 0,01 und 0,1 betrug. Im Anschluss daran

wurden die Absorptionsspektren und Fluoreszenzspektren aufgenommen. Die

Quantenausbeute wurde mit folgender Gleichung bestimmt:

Fnp ARef Nnp
QYyp = QY, . . .
NP Ref (FRef) ( e ines

)2
QYnp = Quantenausbeute Probe; QYgres = Quantenausbeute Referenz;
Fnp = gemessene Fluoreszenz der Probe; Fyp = gemessene Fluoreszenz der Referenz;

Anp = gemessene Absorption der Probe; Ager = gemessene Absorption der Referenz;

N = Brechungsindizes der Losungsmittel

6.1.9 Biokompatibilitatstests

6.1.9.1 Kompetitiver SPR-basierender Bindungsassay

Die Experimente wurden mit dem Gerat BIACORE X der Firma Biacore AB am Institut flr
Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie der Charité Berlin nach
einem bekannten Protokoll durchgerhrt.B“] Die Temperatur wahrend der Experimente
betrug 25 °C. Als Puffer wurde 20 mM HEPES-Puffer, versetzt mit 150 mM NaCl und 1 mM

CaCl,, verwendet.
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Fir die Messung verschiedener Inhibitorkonzentrationen beim kompetitiven
Bindungsassay wurde eine Stammldsung der Kolloide auf die jeweilige Konzentration
verdinnt. Hierzu wurde Selektin-IgG auf AuUNP mit einem mittleren Durchmesser von ca.
13 nm immobilisiert. Nach Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen eines
Inhibitors wurden diese dann Uber einen Selektin-bindenden Chip geleitet. Dies flhrte zu
einem Signal, welches in Abwesenheit eines Inhibitors 100% Bindung der Selektin-funkt.
Au-NP an der Chipoberflache entspricht. Die Bindung eines Inhibitors an die Selektin-
funkt. Au-NP verhindert die Bindung dieser Partikel an der Chipoberflaiche und flhrte
somit zu einem reduzierten Bindungssignal. Bei dem in dieser Arbeit zur Charakterisierung
des Bindungsverhaltens verglichenen [Csp-Wert handelt es sich um die Inhibitor-

konzentration, bei der das Bindungssignal noch 50 % der Ausgangsstarke betragt.

6.1.9.2 Zelltests

6.1.9.2.1 Verwendete Zellkulturen und Kultivierung

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Experimente wurden zwei unterschiedliche
Zellkulturen verwendet.

6.1.9.2.1.1 Zelltests mit HUVECs

Bei den HUVECs (engl.: Human Umbilical Vein Endothelial Cells) handelt es sich um
humane Endothelzellen, die aus der Nabelschnurvene gewonnen wurden. Diese wurden
von der Firma PromoCell (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Die Kultivierung erfolgte in
Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell, Heidelberg), das 2% Serum enthélt, und
unter Zugabe von 1% Penicillin und Streptomycin (= Vollmedium), bei 37 °C und 5% CO, in
Zellkulturflaschen kultiviert wurde. Die Passagierung erfolgte in Abstand von 3 bis 4 Tagen

durch Trypsinierung und Aussaat in neue Zellkulturflaschen.
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Durchfiihrung Viabilitats- und Zytotoxizitatstests:

Zellviabilitats- und Zytotoxizitatstests wurden mit einem fluorimetrischen SYTOX® Green
Assay (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurden die
HUVECs mit einer Saatdichte von 1:10° Zellen pro Well auf mit Fibronectin beschichteten
48-Well-Platten ausplattiert und 24 h lang inkubiert. AnschlieBend wurde das Zellmedium
durch neues ausgetauscht. Dieses enthielt unterschiedliche Konzentrationen an
Nanopartikeln. Fir Kontrollmessungen wurde ebenfalls frisches Zellmedium ohne
Nanopartikel verwendet. Nach einem weiteren Inkubationsschritt (48 h), wurden die
adharenten Zellen mit dem Farbstoff SYTOX® Green versetzt. Dieser permeiert zunachst
ausschlieRBlich in die toten bzw. geschadigten Zellen und bindet intrazellular an die DNA.
Die Intensitdt des gebildeten Farbstoff/DNA-Komplexes wurde fluorimetrisch (Ex
485 nm/Em 538 nm) im Multiplatten-Reader (Fluoroskan Ascent, Labsystems,
Deutschland) gemessen. Durch Zugabe von 1% Triton X-100 in isotonischer NaCl-Losung
wurde die Lyse der Zellen hervorgerufen, was den Farbstoff fir alle Zellen zuganglich
machte. Dadurch wurde der Anteil der lebenden Zellen erfasst. Die Bildung dieser
DNA / Fluoreszenzfarbstoff-Komplexe ist direkt proportional zu der Anzahl der
proliferierenden Zellen. Anhand einer vorher erstellten Eichkurve (Zellzahlen zwischen
1-10%und 1-10°) konnte dann dem gemessenen Wert eine Zellzahl zugeordnet werden. Die
Gesamtzellzahl der Kontrolle wurde auf 100% (durchgezogene Linie) festgelegt und der
prozentuale Anteil der toten Zellen in den Kontrollzellen (gestrichelte Linie) wurde im
Vergleich zur Gesamtzellzahl bestimmt. Der Prozentsatz lebender Zellen wurde aus der

Differenz der Gesamtzellzahl und der toten Zellen berechnet.
Statistik:

Statistische Analyse der Zelltests wurden mit der Software GraphPad Prism 6.0.2 (San
Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Statistische Vergleiche wurden durch Zweiwege-
Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Bonferroni-Test (Post-Hoc-Test) durchgefiihrt.
Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung aus Doppelbestimmungen von
drei unabhangigen Experimenten angegeben. Statistisch signifikant Unterschiede wurden

als *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 verdeutlicht.
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6.1.9.2.1.2 Mesenchymale Stammzellen

Die verwendeten primaren mesenchymalen Stammzellen wurden aus humanem
Bohrmehl (ZK26P3, ZK13P6, ZK20P4) gewonnen. Die Zellen wurden in einer Dichte von
10000 Zellen pro cm’ ausgesat und in F12K Medium mit 20% FKS, 0,05 ug/mL
Streptomycin, 0,05 U/mL bei 37 °C in 95% Luft mit 5% CO, Atmosphaére inkubiert.

6.1.9.3 Quarzkristall-Mikrowaage

QCM-Messungen zur Bestimmung der Wechselwirkungen der MUC1l-antigen-
funktionalisiertem Goldnanopartikel mit SM3-Antikérper wurden von Timo Schiiler aus der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. W. Tremel am Institut fiir Anorganische und Analytische
Chemie der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz durchgefiihrt. Die Messungen
erfolgten an einer QSense® D3000 Mikrowaage der Firma Q-Sense (Vastra Frolunda,
Schweden). Hierzu wurden die Quarzkristalle QSX 301 (Q-Sense) mit einer 100 nm dicken
Goldschicht und einer Resonanzgrundschwingung von 5 MHz verwendet. Alle Experimente
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Zunachst wurde die Messkammer mit PBS-
Puffer befiillt, die Resonanzfrequenz gesucht und gewartet, bis sich das System im
Gleichgewicht befand. Dann wurde der SM3-Antikorper bzw. die MUC1-antigen
funktionalisierten Goldkolloide zugegeben und der Abfall der Resonanzfrequenz
beobachtet. AbschlieBend wurde solange mit Waschpuffer gewaschen bis die

Resonanzfrequenz wieder konstant war.

6.1.9.4 Immunoblot (Dot Blot-Immunoassay)

Fiir eine immunologische Bewertung der erhaltenen MUC1-antigen funktionalisierten
Goldnanopartikel wurde in dieser Arbeit ein neu entwickeltes Immunoblot-Protokoll

verwendet. Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt.

223



6 Experimenteller Teil

Verwendete Puffer:

PBS (salzhaltiger Phosphatpuffer): in destilliertem Wasser

70 mM Na;HPO4-2H,0, 10 mM NaH,P0,4:2H,0, 150 mM NaCl, mit HCI auf pH 7,2 einstellen
Waschpuffer: PBS-Puffer (pH 7,2) + 0,1% Tween20

Blockierlosung: PBS-Puffer (pH 7,2) + 1% Milchpulver

Inkubationspuffer: PBS-Puffer (pH 7,2) + 0,1% Tween20 + 0,5% Rinderserumalbumin (BSA)
Natriumacetatpuffer (pH 4,5): 18 mM Natriumacetat, 32 mM Essigsdure

Substratlosung (frisch hergestellt):

1 mL TMB-Lésung (1,2 mg 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin gelést in DMSO) wird mit

Natriumacetatpuffer auf 10 mL aufgefillt und mit 0,05% H,0, versetzt

Antikorper:

anti-MUC1 Primarantikorper: Der Antikdrper wurde von der Firma Sigma Aldich bezogen.
Es handelte sich um den monoklonalen Antikorper Anti-MUC1, Klon 1D1 (Maus /gG1
isotyp) (Katalognr.: SAB4200017)

Sekundarantikorper: Der Antikdrper wurde von der Firma Biozym (Hessisch Oldendorf,
Deutschland) bezogen. Es handelte sich um einen HRP gekoppelten Ziege-Anti-Maus

sekundaren Antikorper (Art-Nr.: 541088).

Durchfiihrung:

20 uL der zu testenden funktionalisierten Goldnanopartikel wurden auf eine vorbereitete
Nitrozellulosemembran transferiert und bei 4 C Gber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurde
dreimal mit Waschpuffer gewaschen, bevor die freien Bindungsstellen der Membran mit
der Blockierlésung durch Inkubation fiir 2 h bei Raumtemperatur blockiert wurden. Dann
wurde erneut dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen. Als Nachstes wurde der
Primarantikérper mit einer Konzentration von 2 pg / mL (20 uL Antikoérperlésung in 10 mL

PBS-Puffer pH 7,2) zugegeben und die Membran mit dem Antikdrper erneut 1 h inkubiert.
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Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Danach
wurde der sekundadre Antikorper (1:10000 mit Inkubationspuffer verdinnt) zugegeben
und fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde wiederum dreimal mit
Waschpuffer gewaschen, bevor die Membran mit Substratlosung bedeckt und 15 Min. im

Dunkeln inkubiert wurde.
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6.2 Experimente

6.2.1 Synthese der Goldnanopartikel

6.2.1.1 Synthese Dodecanthiol-koordinierter Goldnanopartikel (AuDT)

6.2.1.1.1 Synthese Dodecanthiol-koord.-Goldnanopartikel (@ = 1,5 nm)

(Nach einer Literaturvorschrift von Stucky et al [69]]

AuDT (1,5 nm)

0,055 g (0,11 mmol, 1 Aq.) [PPh3]AuCl wurden in 2,8 mL Chloroform gelést. Dazu wurden
66 uL (0,27 mmol, 2,5 Ag.) Dodecanthiol getropft, bevor unter starkem Riihren schnell
tert

eine Lésung bestehend aus 0,094 g (1,10 mmol, 10 Aq.) “"Butylamin-Boran-Komplex in
2,9 mL Chloroform und 1,1 mL Ethanol zugegeben wurde. Die Reaktionsmischung wurde
5h bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend erfolgte die Aufarbeitung der
Nanopartikel mittels Dialyse (MWCO: 3500-6000 Da, drei mal 3 h gegen jeweils 400 mL
Chloroform). Zur Lagerung wurde die dialysierte Kolloidlésung mit Chloroform auf 25 mL
verdlinnt und im Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Es wurde eine braune Kolloidlosung mit

einer Konzentration von ¢ = 5,19 umol / L erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=1,42+0,12 nm (7%) DLS: d,=1,5+£0,3nm
UV/Vis: —
NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0,81 (t, 3H, CH3), 1,14-1,42 (m, H, CH,); 2,15 (t,

2H, CH,-S) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2921,1 cm™(s, v(C-H)); 1451,4 cm™ (m, 8(C-H)); 1389,2 cm-" (m, 8(C-H)).
Einfachreflexion):

6.2.1.1.2 Synthese Dodecanthiol-koord. Goldnanopartikel (@ =3 nm bzw. @ =5 nm)

(Nach einer Literaturvorschrift von Stucky et al [69]]

AuDT (5 nm)
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Zur Synthese 3,5nm (bzw. 5 nm) groRer Dodecanthiol-koordinierter Goldnanopartikel
wurden [PPhs]AuCl (0,124 g, 0,25 mmol, 1 Aqg.) und Dodecanthiol (188 uL, 0,75 mmol, 2
Aq.) [bzw. 125 pL, 0,50 mmol, 2 Aq.] in 10 mL Chloroform (Benzol) gelést und mit 0,217 g
(2,50 mmol, 10 Aq.) *"Butylamin-Boran-Komplex als Pulver versetzt. Die klare Reaktions-
|[6sung wurde 5 h auf 65 °C unter Riickfluss erhitzt (1 h bei Raumtemperatur gerihrt). Zur
Aufreinigung wurden die Nanopartikel mit 20 mL Ethanol geféllt. Der dabei entstehende
schwarze Niederschlag wurde abzentrifugiert (1500 rpm, 10 min) und dreimal mit Ethanol
gewaschen. AbschlieBend wurde der schwarze Rickstand im Vakuum getrocknet, in 20 mL
Chloroform aufgenommen und im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Es wurde eine klare
rotliche Kolloidlésung mit einer Konzentration von c=6,9 umol/L (c=2,3 umol/L)
Nanopartikel erhalten.

Charakterisierung d = 3,5 nm:

TEM: d=3,9+0,4nm (11%) DLS: dv=4+1nm

UVv/Vis: Amax = 520 nm

ATR-IR (Diamant- 2920,4 cm™ (s, v(C-H)); 2849,7 cm™® (s, v(C-H)); 1384,1 cm™ (m, 8(C-H));
Einfachrechnung)  1260,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1021,3 cm™(m, §(C-H)).

Charakterisierung d =5 nm:

TEM: d=5,7+0,3nm (5%) DLS: dp=6+1nm
UV/Vis: Amax =522 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 0,85 (t, 3H, CH,); 1,19-1,45 (bs, 20H, CH,); 1,58

(bs, 2H, CH,) ppm.
BC-NMR(100 MHz, CDCl3):8 =d = 14,13 (CHs); 22,70 (CH,); 24,69 (CH,); 28,40
(CH,); 29,09 (CH,); 29,35 (CH,); 29,53 (CH,); 29,60 (CH,); 29,63 (CH,); 29,65
(CH,); 31,91 (CH,); 34,09 (CH,) ppm.
ATR-IR  (Diamant- 2916,2 cm™ (s, v(C-H)); 2847,5 cm™ (s, v(C-H)); 1465,3 cm™ (m, §(C-H));
Einfachreflexion): 14355 cm™ (m, 8(C-H)).

6.2.1.1.3 Synthese Dodecanthiol-koordinierte Goldnanopartikel (@ = 7 nm)

(Nach einer Literaturvorschrift von Stucky et al [59]]

@+

AuDT (7 nm)

Zu Beginn wurden 0,120 g (0,24 mmol, 1 Ag.) [PPh3]AuCl in 20 mL Benzol geldst.
AnschlieBend wurden 0,125 mL (0,50 mmol, 2 Aq.) Dodecanthiol zugetropft. Dann wurden
0,213 mg (2,41 mmol, 10 Aq.) *"Butylamin-Boran-Komplex als Pulver zugegeben und die
Reaktionsmischung bei 55 °C fiir eine Stunde unter Riickfluss geriihrt. Dabei farbte sich die
Losung zuerst braun, bevor ein Farbwechsel zu violett auftrat. Als Nachstes wurde die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekihlt und mit 20 mL Ethanol gefillt. Der
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dabei entstehende schwarze Niederschlag, wurde abzentrifugiert (1500 rpm, 10 Min.) und
dreimal mit Ethanol gewaschen. Abschliefend wurde der schwarze Riickstand im Vakuum
getrocknet und in 20 mL Chloroform aufgenommen. Es wurde eine dunkelrote
Kolloidlésung mit einer Konzentration von ¢ = 1,33 umol / L Nanopartikel erhalten und im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Charakterisierung :

TEM: d=6,8+0,2 nm (3,6%) DLS: d,=7+x1nm
UV/Vis: Amax =522 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 = 0,88 (t, 3H, CH3); 1,26-1,38 (bs, 20H, CH,); 1,59

(bs, 2H, CH,) ppm
BC-NMR(100 MHz, CDCl5): & =d = 14,10 (CHs); 22,67 (CH,); 24,65 (CH,);
28,36 (CH,); 29,06 (CH,); 29,32 (CH,); 29,50 (CH,); 29,57 (CH,); 29,60 (CH,);
29,62 (CH,); 31,89 (CH,); 34,04 (CH,) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2916,1 cm™ (s, v(C-H)); 2849,0 cm™ (s, v(C-H)); 1455,7 cm™ (m, &(C-H));
Einfachreflexion):  1433,8 cm™ (m, §(C-H)); 1404,8 cm-" (m, 8(C-H)); 1378,4 cm™ (m, 8(CHs));
720,5 cm™ (w, CH,-rocking).

6.2.1.2 Synthese von Mercaptocarbonsaure-koordinierten Goldnanopartikeln

6.2.1.2.1 Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Herstellung von Mercaptocarbonsaure-

koordinierten Goldnanopartikeln

Das Goldsalz [PPh3]AuCl und die angegebenen Aquivalente Mercaptocarbonsiure wurden
in 10 mL DMSO geldst und mit ™™
Reaktionslésung wurde 3,5 h bei 65 °C geriihrt. Die Losung wurde dabei innerhalb von

Butylamin-Boran-Komplex als Pulver versetzt. Die

30 min Uber braun langsam rot. Nach dem Abkihlen wurde die Reaktionsldsung mittels
Dialyse (MWCO: 3500-6000, drei mal drei Stunden gegen jeweils 400 mL DMSQ) oder
durch Fadllen mit Acetonitril aufgereinigt. Fir die Aufreinigung durch Fallen wurden 20 mL
Acetonitril zur Kolloidlésung gegeben. Der dabei entstehende schwarze Niederschlag,
wurde abzentrifugiert (3000 rpm., 10 min), dreimal mit Acetonitril gewaschen, im Vakuum
getrocknet und abschlieBend wurde der schwarze Rickstand, in 10 mL DMSO
aufgenommen.

6.2.1.2.2 Synthese von 3-Mercaptopropionsdaure(MPA)-koordinierter Goldnanopartikel
(@ =5nm)

0
S/\)J\OH 2t
AuMPA .
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0,056 g (0,11 mmol, 1 Aqg.) [PPh3]AuCl; 29 uL (0,33 mmol, 3 Aq.) 3-Mercaptopropionséure;
0,097g (1,11 mmol, 10 Aq.) *"Butylamin-Boran-Komplex.

Es wurde eine klare dunkelrote Losung mit einer Konzentration c = 2,85 umol / L erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=4,9+0,4 nm (8%) DLS: d,=6+1nm

UV/Vis: Amax =521 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 0 = 2,30 (t, 2H,CH,-CO); 2,65 (t, 2H, CH,-S)
ppm.

ATR-IR  (Diamant- 2923,3 cm™ (s, Vg,m(C-H)); 1710,0 cm™ (s, v(C=0)); 1479,5 cm™ (m, 8(C-H));
Einfachreflexion):  1435,3 cm™(m, 8(C-H)); 1374,1 cm™ (s,v(C-0)) 1180,6 cm™ (m, §(0-H));
1099,0 cm™ (m, v(C-0)).

6.2.1.2.3 Synthese von Mercaptohexansaure (MHA)

(Nach einer Literaturvorschrift von Y. Chevolot et al. [342])

O
OH

MHA (M = 148,22 g/mol)

Eine Mischung aus 13,6 g (120 mmol, 1,1 Aqg.) e-Caprolactam, 8,40 g (110 mmol, 1 Aq.)
Thioharnstoff und 6,6 mL 48% Bromwasserstoffsdure (9,80 g, 120 mmol, 1,1 Aq.) wurden
unter Rickfluss auf 120 °C erhitzt und 9 h bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieRend
wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgeklhlt, und solange mit
Natronlauge versetzt, bis die Losung klar wurde. Die Reaktionslésung wurde fiir weitere
3h bei 100°C geriihrt, bevor diese erneut auf Raumtemperatur abgekiihlt und
anschliefend mit Schwefelsdure versetzt wurde, bis sich ein pH-Wert von 1 einstellte. Die
klare Losung wurde dreimal mit 20 mL Dietylether extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen wurden anschlieBend dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen,
mit Magnesiumsulfat getrocknet, bevor das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt wurde. AbschlieBend wurde das erhaltene Rohprodukt (gelbes Ol) unter
reduziertem Druck destilliert. Es wurde 4,47 g (30,2 mmol, 27%) eines klaren, farblosen
Ols erhalten, welches bis zur Verwendung im Kiihlschrank aufbewahrt wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8= 1,49 (t,1H, SH); 1,59 (m, 2H, CH,), 1,73-
1,82 (m, 4H, CH,); 2,49 (t, 2H, CH,COOH); 2,63 (m, 2H, HSCH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): &= 24,36 (CH,); 24,63 (CH,); 28,77 (CH,);
33,91 (CH,); 34,54 (CH,); 176,85 (CO) ppm.

IR (Film): 3443,2 (s, v(0-H)); 2935,4 cm™ (s, v(C-H)); 2861,0 cm™ (s, v(C-H)); 2550,0cm’
Y(w, v(S-H)); 1707,6 cm™ (s, v(C=0)); 1411,8 cm™ (m, §(C-H)); 1309,6 cm-1 (w,
8(C-H)); 1269,3 cm™ (m, 8(0-H)); 1220,5 cm™ (s, v(C-0)); 1054,4 cm™ (w, v(C-
0)); 720,5 cm™ (w, CH,-rocking).
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6.2.1.2.4 Synthese von 6-Mercaptohexansdure(MHA)-koordinierte Goldnanopartikel
(@ =8nm)

o 13
SV\/\)J\OH Sy
‘fv‘éf’

AuMHA

0,056 g (0,11 mmol, 1 Aq.) [PPh3]AuCl; 31 uL (0,22 mmol, 2 Ag.) 6-Mercaptohexanséure;
0,097 g (1,11 mmol, 10 Aq.) *"Butylamin-Boran-Komplex

Es wurde eine klare dunkelrote Losung mit einer Konzentration ¢ = 0,7 umol / L erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=8,0£0,4 nm (6%) DLS: dp=9+1nm
UV/Vis: Amax =523 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 1,29 (quin, 2H, CH,); 1,47 (quin, 2H, CH,-CH,-

CO); 1,60 (quin, 2H, CH,-CH,-S); 2,07 (t, 2H, CH,-CO); 2,66 (t, 2H, CH,-S) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2922,1 cm™ (s, v(C-H)); 2852,1 cm™ (s, v(C-H)); 1708,0 cm™
Einfachreflexion): (s, v(C=0)); 1491,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1437,1 cm™ (m, 8(C-H)); 1403,5 cm™ (m,
8(C-H)); 1377,0 cm™ (s,v(C-0)); 1259,2 cm™ (s,v(C-0)); 1120,2 cm™ (m, &(O-
H)); 722,7 cm™ (w, CH2-rocking).

6.2.1.2.5 Synthese von 11-Mercaptoundecansaure-koord. Goldnanopartikel (@ = 10 nm)

(0]
9

AuMUDA

0,031 g (0,06 mmol, 1 Aqg.) [PPhs3]AuCl in 5,5 mL DMSO; 0,026 g (0,12 mmol, 2 Aqg.) 11-
Mercaptoundecansiure; 0,053 g (0,61 mmol, 10 Aq.) *“Butylamin-Boran-Komplex als
Pulver.

Es wurde eine dunkelrote Kolloidlésung mit einer Konzentration von ¢ =0,2 umol /L an
Nanopartikeln erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=9,5+0,4 nm (4%) DLS: d,=12+2nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 1,24-1,43 (m, 12H, CH,); 1,55 (m, 4H, CH,-

CH,-S, CH,-CH,-CO); 2,05 (t, 2H,CH,-CO); 2,43 (t, 2H, CH,-S) ppm.
BC-NMR(100 MHz, DMSO-dg): & = 24,55 (CH,-S); 25,60 (CH,-CO); 28,35 (CH,);
28,51 (CH,); 28,74 (CH,); 29,01 (CH,), 29,03 (CH,); 29,24 (CH,); 33,71 (CH,-
CH,-S); 35,97 (CH,CO); 169,24 (CO) ppm.

ATR-IR (Diamant- 3407,5 cm™ (s, v(0-H)); 2916,9 cm™ (s, v(C-H)); 1659,0 cm™ (m, v(C=0));
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Einfachreflexion): ~ 1492,2 cm™ (m, 8(C-H)); 1436,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1406,5 cm™ (m, 8(C-H));
1314,1 cm™ (m,v(C-0)); 1180,3 cm™ (w, 8(0-H)); 1016,3 cm™ (m,v(C-0)).

6.2.1.2.6 Synthese von Dihydroliponsdure (DHLA)-koord. Goldnanopartikeln (@ =5 nm)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Abad et a/.[m])

-
o Y
AuDHLA “

Dihydroliponsdure-koordinierte Goldnanopartikel wurden in Anlehnung an eine

71 Dazu  wurden zunichst

zweistufige literaturbekannte Synthese hergestellt.
Tetraoctylammonium-bromid (TOAB)-koordinierte Goldnanopartikel synthetisiert, indem
3 mL einer wissrigen 30 mM (0,030 g, 0,09 mmol, 1 Aqg.) Tetrachlorogoldsiure-Lésung mit
einer 50 mM TOAB-Lésung (0,128 g, 0,40 mmol, 4 Ag,) in 8 mL Toluol versetzt und
anschlieend mit 2,5 mL einer frisch hergestellten wassrigen Natriumborhydridlosung
(0,038 g, 0,001 mol, 11 Aqg.) reduziert wurde. Die Reaktionsmischung wurde {iber Nacht
geriihrt, bevor die wassrige Phase abgetrennt und die organische Phase jeweils zweimal
mit 50 mL 0,1 M H,SO4 und dest. H,O gewaschen wurde. Im zweiten Schritt wurde die
Kolloidlésung mit 100 mL einer 0,1 M Liponsaureldsung in Toluol versetzt und tiber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Die in Toluol unléslichen Partikel wurden zentrifugiert und
anschlieend zur Aufreinigung dreimal mit Toluol und einmal mit Isopropanol gewaschen,
um mogliche Nebenprodukte zu entfernen. Der schwarze Riickstand wurde abschlieRend
in 10 mL Wasser (pH = 11) gel6st. Es wurde eine klare rote Losung mit einer Konzentration
¢ =2,33 umol / L erhalten und im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Charakterisierung:

TEM: d=5,8+0,6 nm (11%) DLS: d,=13+4 nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = *H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,31(m, 2H, CH,);

1,66 (m, 4H, CH,); 1,85 (m, 2H, CH,); 2,25 (t, 1H, CH-CO); 2,48 (m, 1H, CH-S);
2,68 (t, 2H, CH,-S) ppm

6.2.1.3 Synthese von Amin-koordinierten Goldnanopartikeln

6.2.1.3.1 Synthese von 4-Dimethylaminopyridin-koord. Goldnanopartikel (@ = 5 nm)

(nach einer Literaturvorschrift von Gittins und Caruso[m])
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AuDMAP

Zunichst wurden 0,064 g (0,16 mmol, 1 Aq.) Tetrachlorgoldsdure in 5 mL dest. Wasser
geldst. Dazu wurde eine Lésung von 0,348 g (0,64 mmol, 4 Aq.) TOAB in 12,5 mL Toluol
gegeben. Nach ca. 2 Min. wurde eine frisch hergestellte wassrige NaBH,—L6sung (0,060 g,
1,59 mmol, 10 Aq., in 3,8 mL dest. H,0) langsam zu dem Zwei-Phasen-System zugetropft.
Beim Zutropfen der NaBH4-Losung farbte sich die Reaktionsmischung rot. Die
Reaktionsmischung wurde 18 h bei Raumtemperatur geriihrt.

AnschlieBend wurde die wassrige Phase abgetrennt und die organische Phase jeweils
zweimal mit 50 mL 0,1 M H,SO,4 und dest. H,0 gewaschen. Dann wurde die Kolloidlésung
mit 60 mL einer 0,1 M 4-Dimethylaminopyridin-Losung versetzt und 2 h gerihrt. Dabei
fand ein vollstandiger Phasentransfer der Kolloide in die wassrige Phase statt. Die wassrige
Phase wurde von der organischen Phase getrennt und mit einem Spritzenaufsatzfilter
(0,2 um) filtriert. Es wurde eine klare rote Losung mit einer Konzentration von 0,48
umol /L Nanopartikel erhalten. Die Lagerung der Kolloidlosung erfolgte unter
Lichtausschluss im Kiihlschrank.

Charakterisierung:

TEM: d=5,1+0,4 nm (7%) DLS: d,=6+1nm

UV/Vis: Amax =521 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 2,97 (s, 6H, CHs); 6,64 (d, 2H, CH); 8,04 (d, 2H,
CH) ppm.

ATR-IR (Diamant- 3035,6 cm™ (m, v(C=C-H)); 2904,3 cm™ (s, v(C-H)); 2827,3 cm™ (s, V(C-H));

Einfachreflexion):  1642,0 cm™ (m, v(C=C)); 1600,0 cm™ (s, v(C=C)); 1562,1 cm™ (m, v (C=C));
1518,2 cm™ (s, v(C=C)); 1443,6 cm™ (s, 8(C-H)); 1377,1 cm™ (m, 8(CHs)); 804,5
cm™ (s, 8(C-H)).

6.2.1.4 Synthese von Citrat-koordinierten Goldnanopartikeln

AuCitrat

6.2.1.4.1 Mit einem mittleren Partikeldurchmesser < 10 nm

(in Anlehnung an eine Literaturvorschrift von Sivaraman et al.[m])

Die Synthese von Citrat-koordinierten Goldnanopartikeln mit einem mittleren
Partikeldurchmesser d <10 nm erfolgte im Vergleich zur Turkevich-Methode’? durch
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umgekehrte Reihenfolge der Eduktzugabe. Dazu wurden zunachst 0,023 g (0,079 mmol,
6 Aqg.) Trinatriumcitrat-Dihydrat in 45 mL destilliertem Wasser gelést und 20 Min. unter
Rickfluss zum Sieden erhitzt. Unter starkem Riihren wurde dann schnell eine L6sung aus
0,005g (0,013 mmol, 1Aq.) Tetrachlorogoldsidure in 5mL destilliertem Wasser
hinzugegeben und anschlieRend nochmals 3 h bei 80 °C geriihrt. Im Anschluss daran
wurde die Reaktionslésung mithilfe eines Eisbads auf 0 °C abgekihlt und zur Aufreinigung
durch einen Spritzenaufsatzfilter (0,2 um) filtriert. Die klare, rote Kolloidlésung mit einer
Konzentration von ¢ = 0,88 umol / L wurde unter Lichtausschluss im Kuhlschrank bei 4 °C
gelagert.

Charakterisierung:

TEM: d=4,3+0,4nm (7%) DLS: dy=4+1nm
UVv/Vis: Amax =523 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 2.57 (s, 2H, CH,), 2.64 (s, 2H, CH,) ppm.

6.2.1.4.2 Mit einem mittleren Partikeldurchmesser @ = 14 nm

(nach einer Literaturvorschrift von Porta et al.[losl)

Zur Darstellung Citrat-funktionalisierter Goldnanopartikel mit einem mittleren
Durchmesser von d = 14 nm wurde zuerst eine Lésung bestehend aus 0,023 g (0,06 mmol,
1 Aqg.) HAuUCl4-3H,0 in 180 mL dest. Wasser hergestellt und 20 min unter Riickfluss bis zum
Sieden erhitzt. Unter starkem Rihren wurde dann schnell eine L&sung von
Trinatriumcitrat-Dihydrat (0,101 g, 0,34 mmol, 5,6 Aq.) in 1,5 mL dest. Wasser zugegeben
und 3 h bei 80 °C geriihrt. Dabei farbte sich die Losung langsam von gelb zu rot. Die L6sung
wurde nach 3 h mit einem Eisbad schnell auf 0°C abgeklihlt und mit einem
Spritzenaufsatzfilter (0,2 um) filtriert. Die klare, rote Kolloidlésung mit einer Konzentration
von c= 1,72 nmol / L Nanopartikel wurde unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C
gelagert.

Charakterisierung:

TEM: d=14,8+0,7 nm (5%) DLS: dy=18+4 nm

UVv/Vis: Amax =526 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 2,58 (s, 2H, CH,), 2,65 (s, 2H, CH,), 3,17 (bs, 1H,
OH) ppm.

ATR-IR (Diamant- 3246,4cm™ (s, v(O-H)); 2963,1 cm™ (s, V(C-H)); 2920,4 cm™ (s, v(C-H));
Einfachreflexion)  1577,8 cm™; 1488,4 cm™ (m, §(C-H)); 1415,8 cm™ (m, §(C-H)); 1384,0 cm™ (m,
8(C-H)); 1303,4 cm™; 1270,4 cm™; 1078,1 cm™.
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6.2.1.4.3 Mit einem mittleren Partikeldurchmesser @ = 25 nm)

(in Anlehnung an eine Literaturvorschrift von Panigrahi et al.[m])

Eine Losung von HAuCl,-3H,0 (0,036 g, 0,09 mmol, 1 Aq.) in 360 mL Wasser wurde 10 Min.
unter Rickfluss bis zum Sieden erhitzt. Unter starkem Rihren wurde dann schnell eine
Lésung von Trinatriumcitrat-Dihydrat (0,045 g, 0,15 mmol, 1,5Aq.) in 5mL Wasser
zugegeben und 30 Min. bei 80 °C gerihrt. Direkt nach Zugabe farbte sich die Losung
zunachst blaulich und im weiteren Verlauf der 30 Min. wurde die Reaktionslésung dann
violett. Die Losung wurde mit einem Eisbad auf 0°C abgekiihlt und mit einem
Spritzenaufsatzfilter (0,2 um) filtriert. Die klare, violette Kolloidlésung mit einer
Konzentration von ¢ = 0,25 nmol / L Nanopartikel wurde bei 4 °C und unter Lichtausschluss
im Kihlschrank gelagert.

Charakterisierung:

TEM: d=25,3+1,2nm (5%) DLS: d,=30%£8nm
UV/Vis: Amax =531 nm

6.2.2 Synthese von Silbernanopartikeln

6.2.2.1 Synthese Dodecanthiol-koordinierter Silbernanopartikel (3 = 4 nm)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Li et al.’”))
Vo7

pe s1F
10 )
AgDT .‘"‘"" '

Zu Beginn wurden 0,051 g (0,3 mmol, 1 Aq.) Silbernitrat, 2 mL (6 mmol, 20 Ag.) Oleylamin,
1 mL (3 mmol, 10 Ag.) Olsdure und 10 mL Phenylether in einem 100 mL Zweihalskolben
unter Schutzgasatmosphadre gemischt und unter Rickfluss auf 150 °C erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde 5 h bei dieser Temperatur geriihrt. Danach wurde die Mischung
schnell auf Raumtemperatur abgekiihlt und 0,5 mL (0,4 mmol, 1,3 Ag.) Dodecanthiol
zugegeben. Zur Aufreinigung wurden die Partikel mit Ethanol gefallt und der dabei
entstehende Niederschlag wurde abzentrifugiert (1500 rpm, 10 min) und dreimal mit
Ethanol gewaschen. AbschlieRend wurde der Riickstand im Olpumpenvakuum getrocknet
und in 50 mL Hexan aufgenommen. Es wurde eine dunkelgelbe Kolloidldsung mit einer
Konzentration von ¢ = 1,57 uM Nanopartikel erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=4,4+05nm DLS: dy=6%1nm
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UV/Vis: Amax =418 nm
'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8 = 0,88 (t, 3 H, CH3); 1,26-1,48 (bs, 18 H, CH,); 1,61
(bs, 2 H, CH,-CH,-S), 2,16 (t, 2 H, CH,-S) ppm.
NMR: B3C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 14,11 (CH5); 22,67 (CH,); 25,81 (CH,); 27,20 (CH,);
29,12 (CH,); 29,26 (CH,); 29,30 (CH,); 29,51 (CH,); 29,68 (CH,); 29,75 (CH,); 31,89
(CH,); 36,92 (CH,) ppm.
2914,1 cm™ (s, v(C-H)); 2847,3 cm™ (s, v(C-H)); 1464,9 cm™ (m, §(C-H)); 1433,8
cm™ (m, 8(C-H)); 1388,9 cm™ (m, 8(C-H)); 1377,9 cm™ (m, 8(CHs)); 719,2 cm™ (w,
CH,-rocking).

ATR-IR (Diamant-
Einfachreflexion):

6.2.2.2 Synthese von Citrat-koordinierten Silbernanopartikel

(in Anlehnung an eine Literaturvorschrift von Panigrahi et al. [84])
(0]
G
Ag o . Nes
HO 5 3Na &
AgCitrat

Eine Losung von 0,006 g (0,04 mmol, 1 Aqg.) AgNOs in 150 ml Wasser wurde 20 Minuten
unter Rickfluss bis zum Sieden erhitzt. Unter starkem Rihren wurde dann schnell eine
Lésung von Trinatriumcitrat-Dihydrat (0,078 g, 0,22 mmol, 5,5 Aq.) in 0,75 mL Wasser
zugegeben und 3 h bei 80 °C geriihrt. Direkt nach Zugabe farbte sich die L6sung langsam
gelb und dnderte sich bis zum Ende der Reaktionszeit nicht. Zum Abbruch der Reaktion
wurde die Reaktionslosung mit einem Eisbad auf 0°C abgekihlt und mit einem
Spritzenaufsatzfilter filtriert. Es wurde eine klare, gelbe Losung mit einer Konzentration
von c¢=1,77 nmol /L an Nanopartikeln erhalten. Zur Lagerung wurde die Kolloidlésung
unter Lichtausschluss im Kihlschrank aufbewahrt.

Charakterisierung:

TEM: d=16,7+3,2 nm DLS: dn=17 £3 nm
UV/Vis: Amax =417 nm

6.2.3 Synthese nanoskaliger Gold-/Silber-Legierungen (d = 20 nm)

(0]
(0] O'Na*
HO o
AuAgCitrat

Allgemeine Synthesevorschrift:

Fir die Synthese der nanoskaligen Gold-/Silber-Legierungen wurde zunachst die
entsprechende Menge Tetrachlorogoldsdaure in 150 mL Milliporewasser geldst und
20 Minuten unter Rickfluss bis zum Sieden erhitzt. AnschliefRend wurde unter starkem
Rihren zuerst eine Losung der entsprechenden Menge Silbernitrat in 200 uL
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Milliporewasser zugegeben und sofort danach erfolgte die Zugabe des Natriumcitrats,
gelost in 750 pL Milliporewasser. Die Temperatur wurde langsam auf 80 °C reduziert und
die Reaktionslosung insgesamt drei Stunden geriihrt. Dabei farbte sich je nach Gold-/
Silber-Verhaltnis die Losung langsam dunkelgelb bzw. gelborange. Zur Beendigung der
Reaktion wurde die Losung mit einem Eisbad auf 0°C abgekiihlt und mit einem
Spritzenaufsatzfilter (0.2 um) filtriert. Die klare Lésung wurde im Kihlschrank unter
Lichtausschluss gelagert.

Au/Ag-3:1-Nanopartikel: Charakterisierung:

AgNO; 0,002 g (0,009 mmol, 1 Aq.) TEM: d=24 +4nm
HAuCl,;-3H,0 0,011 g (0,027 mmol, 3 Aq.) UV/Vis: Amax =492 nm
Trinatrium- 0,078 g (0,22 mmol, 24 Aq.) DLS: d,=29+7 nm

citrat-Dihydrat

Charakterisierung:
Au/Ag-1:1-Nanopartikel:

AgNO; 0,003 g (0,018 mmol, 1 Aq.) TEM: d=19+3 nm
HAuCl,:3H,0 0,008 g (0,018 mmol, 1 Aq.) UV/Vis: Amax = 458 nm
Trinatrium- 0,078 g (0,22 mmol, 24 Aq.) DLS: d,=22+x6nm

citrat-Dihydrat

Au/Ag-1:3-Nanopartikel: Charakterisierung:

AgNO; 0,005 g (0,027 mmol, 1 Aq.) TEM: d=23+3nm
HAuCl,;-3H,0 0,004 g (0,009 mmol, 3 Aq.) UV/Vis: Amax =430 nm
Trinatrium- 0,078 g (0,22 mmol, 24 Aq.) DLS: dp=28+6nm

citrat-Dihydrat

6.2.4 Synthese der fluoreszierenden Halbleiternanopartikel (QDots)

6.2.4.1 Synthese der Liganden

6.2.4.1.1 Synthese von Dihydroliponsaure (DHLA)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Roux et al. 79

0]

OH
SH SH DHLA (M = 208,34 g / mol)

1,22 g (5,9 mmol, 1 Aq.) a-Liponsdure wurden in 45 mL einer wassrigen 0,25 M NaHCOs-
Lésung geldst und auf 0 °C abgekiihlt. Danach wurden langsam 0,9 g (23,8 mmol, 4 Aq.)
NaBH; zugegeben und die Reaktionslosung 3 h bei 0 °C geriihrt. Dabei farbte sich die
Losung langsam gelb. Im Anschluss wurde die Losung mit 9 mL 6 M HCl angesauert (pH-
Wert = 1) und das gebildete DHLA durch Extraktion mit dreimal je 50 mL Diethylether aus
dem Rohprodukt isoliert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber Magnesium-
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sulffat 1h getrocknet und anschlieRend am Rotationsverdampfer und am
Olpumpenvakuum das Lésungsmittel entfernt. Es wurde 0,983 g (4,72 mmol, 80%) eines
hellgelben Ols erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8 = 1,36-1,71 (m, 6H, CH,); 1,85 (m, 2H, CH,); 2,31
(t, 1H, CH-CO); 2,59 (m, 1H, CH-S); 2,65 (t, 2H, CH,-S) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 22,31 (CH,-S), 28,61 (CH,), 29,71 (CH,),
33,71 (CH-S); 33,77 (CH,), 34,60 (CH,-CO), 42,77 (CH,), 179,21 (CO) ppm.

IR (Film): 2933,9 cm™ (s, v(C-H)); 2860,6 cm™ (s, V(C-H)); 2672,5cm™ (m, Vv(S-H));
2563,3cm™ (m, v(S-H)); 1706,6 cm™ (ss, v(C=0)); 1412,6 cm™ (m, 8(C-H));
1283,7 cm™ (m, 8(C-0)); 1088,3 cm™; 936,2 cm™; 744,6 cm™.

6.2.4.1.2 Synthese von Mercaptobutansaure (MBA)
O

H
MBA (M =120,17 g / mol)

Die Synthese des Liganden Mercaptobutansidure erfolgte durch Umsetzung von
1,990 g (11,9 mmol, 1Aq.) 4-Bromobutansdure mit 1,190g (15,6 mmol, 1,3 Aq,)
Schwefelharnstoff in 15 mL Ethanol. Die Reaktionsmischung wurde 3 h unter Rickfluss bis
zum Sieden erhitzt, bevor 11 mL einer 4 M Natronlauge zugegeben und weitere 2 h auf
90 °C unter Riickfluss erhitzt wurde. Nach dem Abkiihlen der Reaktionsmischung wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand dreimal mit 20 mL
Diethylether extrahiert. Anschlieffend wurde mit Hilfe einer 6 M Salzsaure der pH-Wert
auf 1 eingestellt und die wassrige Phase erneut gegen Diethylether (dreimal je 20 mL)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer und anschlieBend am
Olpumpenvakuum entfernt. Es wurden 0,750 g (6,24 mmol, 52%) eines farblosen
Feststoffes erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (200 MHz, CDCl3): 8 = 1,30 (t, 1H, SH); 1,88 (t, 2H CH,-SH);2,37-2,61
(m, 4H, CH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 23,87 (CH,-SH), 28,66 (CH,), 32,36 (CH,-
COOH), 179.29 (COOH) ppm.

IR (Film): 2940,5 cm™ (s, v(C-H)); 2580,3 cm™ (w, v(S-H)); 1711,1 cm™ (s, v(C=0));
1413,8 cm™ (m, 8(C-H)); 1398,3 cm™ (m, §(C-H)); 1309,4 cm™ (m, &(C-H));
1233,1 cm™(m, 8(0-H)); 1198,7 cm™ (s,v(C-0)); 1062,9 cm™ (w, v(C-0)).

237



6 Experimenteller Teil

6.2.4.1.3 Synthese von Mercaptopentansaure (MPEA)

MPEA (M = 134,20 g / mol)

Der Ligand Mercaptopentansdaure wurde durch eine literaturbekannte Synthese von
hergestellt. Dazu wurden 0,700 g (9,1 mmol, 1,5 Aq.) Thioharnstoff und 1,070 g (5,9 mmol,
1 Aqg.) 5-Bromovalerinsiure in 15 mL Ethanol gelést und unter Riickfluss (iber Nacht bis
zum Sieden erhitzt. Als Nachstes wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand in 15 mL einer 7,5M Natronlauge aufgenommen. Die
erhaltene Reaktionslosung wurde unter Riickfluss auf 90 °C erhitzt und 24 h bei dieser
Temperatur geriihrt. Nachdem die Reaktionslosung auf Raumtemperatur abgekihlt war,
wurde dreimal mit je 50 mL Dichlormethan extrahiert und die zusammengefiigten
organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer und anschlieBend am Olpumpenvakuum entfernt. Es wurden 0,880 g
(6,55 mmol, 72%) eines farblosen Ols erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (200 MHz, CDCl3): 8 = 1,30 (t, 1H, SH); 1,51-1,78 (m, 4H, CH,); 2,31
(t, 2H, CH,-COOH); 2,48 (t, 2H, CH,-SH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & =23,25 (CH,), 24,20 (CH,), 33,23 (CH,-SH),
33,50 (CH,-COOH), 179.82 (COOH) ppm.

IR (Film): 2936,5 cm™ (s, v(C-H)); 2858,3 cm™ (s, v(C-H)); 2675,1 cm™ (w, v(S-H));
1709,2 cm™ (s, v(C=0)); 1413,2 cm™ (m, 8(C-H)); 1284,6 cm™ (m, §(0-H));
1233,2 cm™ (s,v(C-0)); 1073,4 cm™ (w, v(C-0)).

6.2.4.2 Synthese der QDots in organischen Losungsmitteln

6.2.4.2.1 Zweistufige Synthese von TOPO/HDA koordinierten CdSe/ZnS-QDots

(nach einer Synthesevorschrift von Talapin et al. [901)

cdse opﬂ//\/\\//:f\
= \_\_\_L
CdSe/ZnS/TOPOHDA
In einem ausgeheizten 100 mL Dreihalskolben wurden 10 g (25,9 mmol, 18,5 Aq.) Trioctyl-
phosphinoxid (TOPO) und 5 g (20,7 mmol, 14,8 Aqg.) Hexadecylamin (HDA) unter Schutzgas
zunichst bei 180 °C fiir 2 h getrocknet. Danach wurden 0,08 g (1,0 mmol, 0,7 Aq.)

Selenpulver in 5mL (11,2 mmol, 8,0 Aq) Trioctylphosphin (TOP) gelést und mit 0,36 g
(1,4 mmol, 1Aq.) Cd(OAc),-2 H,O versetzt. Die HDA/TOPO-Mischung wurde auf 300 °C
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erhitzt und die CdSe-Prekursorlésung zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 5 Min.
im Temperaturbereich zwischen 250 — 300 °C gehalten und anschlieBend schnell mit Hilfe
eines Eisbades abgekiihlt. Zur Aufreinigung wurden die Partikel in abs. Toluol
aufgenommen, durch einen 0,2 um Spritzenaufsatzfilter filtriert und mit abs. Methanol
gefallt. Im zweiten Schritt erfolgte die Aufbringung der ZnS-Hiille durch Zugabe von 5g
(12,9 mmol, 32,3Aq.) TOPO, 2,5g (10,3 mmol, 25,8Aq.) HDA und einer ZnS-
Prakursorlésung (0,25 g (0,4 mmol, 1 Aq.) Zinkstearat und 0,016 g (0,5 mmol, 1,25 Aq.)
Schwefelpulver in 3 mL (6,7 mmol, 16,8 Ag.) TOP) zu 2,5 mL der CdSe-Partikellésung. Im
Anschluss wurde die Reaktionslésung 1 h bei 200 °C erhitzt, bevor sie erneut mit Hilfe
eines Eisbades auf Raumtemperatur abgekiihlt wurde. Die Partikel wurden in abs. Toluol
aufgenommen, mit abs. Methanol geféllt und erneut in abs. Toluol aufgenommen, um
Uberschissige, freie Liganden aus der Losung zu entfernen. Die erhaltene klare orange-
rote Partikelldsung wurde unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Dabei
war die Losung Gber Wochen optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=5,310,4 nm (8%) DLS: dy=14+3 nm

UV/Vis: Amax = 578 nm (berechnete Partikelgrofle d = 3,8 nm)

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8=0,89 (t, 9H, CHs); 1,19 (m, 24H, CH,); 1,30-
1,33 (m, 6H, CHy-CHs); 1,34-1,53 (m, 6H,CH,-CH,-P); 1,56-1,62 (m, 6H, CH,-
CH,-P) ppm.

6.2.4.2.2 Zweistufige Synthese TOPO/HDA-koordinierten CdTe/ZnS-QDots

(nach einer Synthesevorschrift von Talapin et al. [901)

= \_\_\_\;
CdTe/ZnS/TOPOHDA
In einem ausgeheizten Schlenkkolben wurden 14,2 g (59 mmol, 45 Aq.) entgastes HDA und
7 mL (16 mmol, 12,3 Ag.) TOP vorgelegt und die Reaktionsmischung auf 50 °C erhitzt.
Dann wurde die Cd-Prekursorlésung bestehend aus 0,42g (1,6 mmol, 1,2 Aq.)
Cd(OAc);2 H,0 in 7mL TOP, und 0,16 g (1,3 mmol, 1 Ag.) Tellurpulver hinzugegeben.

AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung fiir 2 h auf 185 °C erhitzt. Nach dem Abkihlen
wurden die erhaltenen Partikel in Toluol aufgenommen und zur Aufreinigung mit abs.

Methanol gefallt. Zur Passivierung mit einer ZnS-Hiille wurde eine Losung der erhaltenen
Partikel (1 mmol Qdots in 5 mL abs. Toluol) im nachsten Schritt auf 200 °C erhitzt und mit
5,0 g (12,9 mmol, 12,9 Aq.) getrocknetes TOPO, 2,5 g (14,7 mmol, 14,7 Aq.) HDA und einer
ZnS-Prekursorldsung (0,25 g (0,4 mmol, 0,4 Ag.) Zinkstearat, 0,02 g (0,5 mmol, 0,5 Aq.)
Schwefelpulver in 3 mL TOP) versetzt. Die Reaktionslosung wurde 1 h bei 210 °C gehalten,
bevor sie mit Hilfe eines Eisbades schnell auf Raumtemperatur gebracht wurde. Zur
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Aufreinigung wurden die Partikel in abs. Toluol aufgenommen, mit abs. Methanol gefallt
und wieder in 5mL abs. Toluol gelost. Die erhaltene orange-rot fluoreszierende
Partikell6sung (c = 0,30 mmol/L) wurde unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 C
gelagert.

Charakterisierung:

TEM: d=4,5+0,3 nm (7%) DLS: dn=14+3 nm

UVv/Vis: Amax = 588 nm (berechnete Partikelgrofle d = 3,6 nm)

NMR: '"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =0,81 (t, 9H, CH;); 1,14-1,27 (m, 24H, CH,); 1,28-
1,36 (m, 6H, CH,-CH3); 1,44-1,53 (m, 6H,CH,-CH,-P); 1,54-1,64 (m, 6H, CH,-
CH,-P) ppm.

6.2.4.2.3 Einstufige Synthese von TOPO/HDA-koordinierten CdTe/ZnS QDots

(nach einer Synthesevorschrift von Park et al.[m])

CdSe O=P/\/\/\/\
= \_\_\_L
CdSe/ZnS/HDATOPO
In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden 1,940 g (8,0 mmol, 80 Aq.) zuvor getrocknetes
getrocknetes HDA und 1,940 g (5,0 mmol, 50 Ag.) TOPO auf 200 °C erhitzt. Danach wurden

0,026 g (0,1 mmol, 1Aq) Cd(OAc),:2H,0 in 0,227 g (0,8 mmol, 8 Aq) Stearinsiure
hinzugegeben und die Reaktionslésung auf 285 °C erhitzt. Nachdem die Reaktionslésung

%

eine Temperatur von 285 °C erreicht hatte, wurden 0,080 g (1,0 mmol, 10 Aq) Selenpulver
in 2mL (4,5 mmol, 45Aq.) TOP hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde auf 200 °C
abgekihlt und fur ca. 3 min bei dieser Temperatur gehalten. Es wurden 0,101 g (0,2 mmol,
2 Aqg.) Zinkstearat und 0,006 g (0,2 mmol, 2 Aq) Schwefelpulver in 2 mL TOP hinzugegeben.
Im Anschluss wurde die Reaktionsmischung 1 h auf 180 °C gehalten, bevor sie schnell mit
Hilfe eines Eisbades auf Raumtemperatur abgekihlt wurde. Die erhaltenen Partikel
wurden in Toluol aufgenommen. Uberschiissiges HDA und TOPO wurden durch Fallung mit
Methanol entfernt. Die erhaltene klare gelbe Losung wurde unter Lichtausschluss im
Kihlschrank gelagert. Dabei war sie mehrere Wochen optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=4,8+0,9 nm (19%) DLS: d,=14+2nm
UVv/Vis: Amax =463 nm (berechnete PartikelgréRe d = 2,1 nm)
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6.2.4.2.4 Einstufige Synthese von OA-koordinierten CdSe/ZnS QDots

CdSe/ZnS/OA

In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter Schutzgasatmosphare 0,107 g
(0,4 mmol, 1Aq.) Cadmiumacetat, 0,878 g (4 mmol, 10Aq.) Zinkacetat und 5,6 mL
(17,6 mmol, 44 Aq.) Olsdure (OA) in 20 mL 1-Octadecen geldst und 20 Min. bei 150 °C
entgast. Als Nachstes wurde die Reaktionsmischung auf 310 °C erhitzt und schnell 0,032 g
(0,4 mmol, 1 Aq.) Selenpulver und 0,128 g (4 mmol, 10 Ag.) Schwefelpulver gelést in je
3 mL TOP zugegeben. Nach der Injektion wurde die Temperatur zur Unterstiitzung des
Partikelwachstums auf 300 °C eingestellt. Nach einer Reaktionszeit von 10 Min. wurde die
Reaktion schnell mit Hilfe eines Eisbades durch Abkiihlen auf Raumtemperatur beendet.
Zur Aufreinigung der Partikel wurden diese durch Zugabe von 20 mL abs. Chloroform und
einem Uberschuss an Aceton gefillt. Der Aufreinigungsschritt wurde min. dreimal
wiederholt, bevor der orangerote Riickstand am Olpumpenvakuum getrocknet wurde und
abschlieBend in 10 mL abs. Chloroform gelést wurde. Es wurde eine rote LOsung
(c=1,49 umol / L) erhalten, die unter Lichtausschluss im Kahlschrank bei 4 °C gelagert
wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,4 nm (6%) DLS: dn=8+1nm
UV/Vis: Amax = 635 nm (berechnete PartikelgrofRe d = 6,6 nm)
NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0,88 (t, 3H, CHs); 1,21-1,58 (m, 24H, CH,); 2,18

(q, 4H, CH,-CH=CH); 5,82 (m, 2H, CH=CH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 14,14 (CHs), 22,71 (CH,-CHs), 28,96 (CH,),
29,18 (CH,), 29,38 (CH,), 29,53 (CH,), 29,71 (CH,), 31,94 (CH,-CH,-CHs), 33,84
(CH,-C0O0-), 139,31 ppm.

6.2.4.3 ,Waissrige” Synthese der QDots

6.2.4.3.1 Synthese der Vorstufen

6.2.4.3.1.1 Synthese der Se-Vorstufe (NaHSe)

Die Synthese der Se-Vorstufe erfolgte in Anlehnung an eine literaturbekannte
Methode.*®! Dazu wurden 0,032 g (0,4 mmol, 1 Aq.) Selen-Pulver und 0,030 g (1 mmol,
2,5Aq.) NaBH; in 10mL dest. Wasser gelést und bei 0°C fiir 4h unter
Schutzgasatmosphare geriihrt. Nach ca. 1 h I6ste sich das schwarze Selen-Pulver auf und
es entstand ein farbloser Niederschlag (Na;B40;). Im Anschluss wurde die klare Se-
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Vorstufe von dem farblosen Niederschlag abgetrennt, indem die Losung in einen
ausgeheizten Kolben Uberfihrt wurde. Die Se-Vorstufe musste vor der Synthese frisch
hergestellt werden, da eine Lagerung der Losung nicht moglich war.

6.2.4.3.1.2 Synthese der Te-Vorstufe (NaHTe)
(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Gu et al.[344])

Zur Darstellung der Te-Vorstufe wurden 0,052 g (0,4 mmol, 1Aq.) Tellur-Pulver und
0,037 g (1 mmol, 2,5 Ag.) NaBH, in 10 mL entgastem Wasser gel6st und 1 h bei 75 °C unter
Schutzgasbedingungen geriihrt. Dabei farbte sich die Reaktionslésung nach ca. 30 min
tiefrot. Die Te-Vorstufe musste vor der Partikelsynthese frisch hergestellt werden, da eine
Lagerung der Vorstufe nicht moglich war

6.2.4.3.2 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Synthese CdSe- und CdTe-QDots nach der

konventionellen Reaktionsdurchfiihrung (A)

Unter Argon wurden in einem Dreihalskolben mit aufgesetztem Ruckflusskiihler und
Innenthermometer 0,2 mmol (2 Ag.) Cd(OAc),-2H,0 in 20 mL destilliertem Wasser geldst
und anschlieBend mit 0,48 mmol (4,8 Aq.) der jeweiligen Mercaptocarbonsiure versetzt.
Zum Losen der Mercaptocarbonsdure wurde mit 1 M Natronlauge bzw. TMAH der pH-
Wert auf >10 eingestellt, sodass eine klare Losung entstand. Die Reaktionslésung wurde
1 h entgast und anschlieRend auf 100 °C erhitzt. Nun wurden unter starkem Rihren
0,1 mmol (1Aq.) der Se- bzw. Te-Vorstufe schnell zur Reaktionslésung gegeben und
weitere 2 —-24 h gerihrt. Dabei farbte sich die Reaktionslosung gelb bis orange. Zum
Abbruch der Reaktion wurde die Reaktionsldsung mit einem Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. Die
Aufreinigung der Partikel erfolgte durch Fallung und mehrmaligen Waschen mit entgastem
Isopropanol bzw. einem Aceton/Ethylacetat-Gemisch (1:1) und anschlieRendem
Zentrifugieren (4000 rpm, 10 min). AbschlieRend wurden die Nanopartikel in 10 mL
destilliertem Wasser aufgenommen und bei 4 °C im Kiihlschrank im Dunkeln aufbewahrt.

6.2.4.3.3 Allgemeine Synthesevorschrift flir die Passivierung der QDots mit einer ZnS-
Halle (B)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Xu et al.™*)

Zur Passivierung der synthetisierten CdTe-QDots mit einer ZnS-Hiille, wurden zunachst in

einem ausgeheizten Kolben 0,04 mmol (4 Aqg.) der frisch synthetisierten CdTe-QDots in
15 mL dest. Wasser vorgelegt und 30 min bei Raumtemperatur im Argonstrom entgast.
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Wahrenddessen wurden in zwei weiteren ausgeheizten Kolben die Zn-Vorstufe und S-
Vorstufe vorbereitet. Dazu wurden in einem der Kolben 0,8 mL (0,01 mmol, 1 Aq.) einer
1,25 mmol / L ZnSO4-Losung mit 0,06 mmol der entsprechenden Mercaptocarbonsaure
versetzt und im Argonstrom entgast. In dem anderen Kolben wurden 0,8 mL (0,01 mmol,
1 Aq.) einer 1,25 mmol /L Na,S-Lésung 30 min im Argonstrom entgast. AnschlieBend
wurden die Zn-Vorstufe und S-Vorstufe unter starkem Rihren schnell zur CdTe-Losung
gegeben und die Reaktionslosung mind. 2 h bei 65 °C geriihrt. Zum Beenden der Reaktion
wurde die Reaktionsldsung mithilfe eines Eisbads schnell auf Raumtemperatur abgekdhlt.
Die Aufreinigung der CdTe/ZnS-QDots erfolgte dann durch Fallen mit Isopropanol bzw.
Aceton. Danach wurden die CdTe/ZnS-QDots am Olpumpenvakuum getrocknet und
abschliefend in 10 mL dest. Wasser aufgenommen. Die Partikelldsungen wurden bei 4 °C
unter Lichtausschluss im Kihlschrank gelagert.

6.2.4.3.4 Synthese von TGA-koordinierten CdTe-QDots (@ = 4 nm)

@,

CdTe/TGA
Synthesevorschrift A: 0,057 g (0,2 mmol, 2 Ag.) Cd(OAc),-2H,0; 28 pL (0,48 mmol, 4,8 Aq.)
Thioglykolsidure (TGA); 1 M NaOH; 20 mL H,0; 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Aq.) NaHTe.

Es wurde eine klare orange Losung mit einer Konzentration ¢ = 4,7 umol / L erhalten, die
unter der UV-Lampe (A = 366 nm) orangerot fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=4,1+0,3nm (7%) DLS: dy=9+3nm
UV/Vis: Amax = 552 nm (berechnete PartikelgréRe d = 3,3 nm)
Emission: Amax =607 nm

ATR-IR (Diamant- 3178,8 cm™ (s, v(O-H)); 1647,8cm™ (m, v(C=0)); 1568,2cm™ (m, v(C=0));
Einfachreflexion)  1428,8 cm™(m, §(C-H)); 908,4 cm™.

6.2.4.3.5 Synthese von MPA-koordinierten CdTe-QDots (@ = 4 nm)

@t

CdTe/MPA

Synthesevorschrift A: 0,057 g (0,2 mmol, 2 Aq.) Cd(OAc),-2H,0; 34 uL (0,48 mmol, 4,8 Aq.)
MPA; 1 M NaOH; 20 mL H,0; 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Aq.) NaHTe.
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Es wurde eine klare orange Losung mit einer Konzentration ¢ = 9,8 umol / L erhalten, die
unter der UV-Lampe (A = 366 nm) orange fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=3,8+0,2 nm (5%) DLS: dp=10%£1 nm

UV/Vis: Amax = 549 nm (berechnete PartikelgréRe d = 3,2 nm)

Emission: Amax =564 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 2,54 (t, 2H, CH,-COO’); 2,86 (t, 2H. CH,-S) ppm.

ATR-IR (Diamant- 3441,3 cm™ (s, v(O-H)); 2925,1 cm™ (s, v(C-H)); 1630,8 cm™ (m, v(C=0));
Einfachreflexion):  1563,5cm™ (m, v(C=0)); 1485,3 cm™ (w, §(C-H)); 1423,8 cm™ (s, 8(C-H));
1047,9 cm™.

6.2.4.3.6 Synthese von MSA-koordinierten CdTe-QDots (@ = 4 nm)

(0]
o
CdTe s 0]
o

CdTe/MSA

Synthesevorschrift A: 0,057 g (0,2 mmol, 2 Aq.) Cd(OAc),-2H,0; 0,072 g (0,48 mmol,
4,8 Aq.) Mercaptobernsteinsdure (MSA); 1 M NaOH; 20 mL H,0; 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Aq.)
NaHTe.

Es wurde eine klare gelbe Losung mit einer Konzentration c = 5,3 umol / L erhalten, die
unter der UV-Lampe (A = 366 nm) gelb fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=3,3+0,3 nm (9%) DLS: d,=6+1nm
UVv/Vis: Amax =493 nm (berechnete PartikelgroBRe d = 3,1 nm)
Emission: -

ATR-IR (Diamant- 3442,5 cm™ (s, v(O-H)); 2920,9 cm™ (s, v(C-H)); 2852,6 cm™ (s, v(C-H));
Einfachreflexion):  1634,3cm™ (m, v(C=0)); 1427,0 cm™ (w, §(C-H)); 1259,9 cm™ (s, 8(C-H));
1162,7 cm™; 1109,0 cm™; 1063,5 cm™; 896,7 cm™.

6.2.4.3.7 Synthese von MBA-koordinierten CdTe-QDots (@ = 3,5 nm)

CdTe/MBA

Synthesevorschrift A: 0,057 g (0,2 mmol, 2 Aq.) Cd(OAc),-2H,0; 0,058 g (0,48 mmol,
4,8 Agq.) Mercaptobutansiure (MBA); 1 M NaOH; 20 mL H,0; 2,5 mL (0,1 mmol, 1Aq.)
NaHTe.
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Es wurde eine klare gelbe Losung mit einer Konzentration c = 7,6 umol / L erhalten, die
unter der UV-Lampe (A = 366 nm) gelborange fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=3,4,+0,3nm DLS: dh=6+94 nm
UV/Vis: Amax = 486 nm (berechnete PartikelgréRe d = 1,9 nm)
Emission: Amax =549 nm

ATR-IR (Diamant- 2921,1 cm™ (s, v(C-H)); 1547,7 cm™ (m, v(C=0)); 1393,1 cm™ (m, §(C-H));
Einfachreflexion): 1259,1cm™ (w, v(C-0)); 1136,9cm™ (w, v(C-0)); 1017,3 cm™; 995,7 cm™;
797,5 cm™.

6.2.4.3.8 Synthese von MPETA-koordinierten CdTe-QDots (@ = 3,5 nm)

0 P g
@5/\{\/’%0-

CdTe/MPETA

Synthesevorschrift A: 0,057 g (0,2 mmol, 2 Aq.) Cd(OAc),-2H,0; 0,064 g (0,48 mmol,
4,8 Ag.) Mercaptopentansiure (MPETA); 1 M NaOH; 20 mL H,0; 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Aq.)
NaHTe.

Es wurde eine klare gelbe Losung mit einer Konzentration c = 6,8 umol / L erhalten, die
unterder UV-Lampe (I = 366 nm) gelborange fluoreszierte

Charakterisierung:

TEM: d=3,2+0,3nm

UVv/Vis: Amax = 485 nm (berechnete PartikelgroRe d = 1,9 nm)

Emission: Amax =574 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,21-1,78 (bm, 6H, CH,); 2,18 (t, 2H, CH,-COOH);

2,84 (m, 2H, CH,-SH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2925,3 cm™ (s, v(C-H)); 1555,7 cm™ (s, v(C=0)); 1406,2 cm™ (s, §(C-H));
Einfachreflexion):  1317,3 cm™ (s, §(C-H)); 1255,1 cm-1 (m, §(0-H)); 1201,2 cm™ (s,v(C-0)).

6.2.4.3.9 Synthese von MHA-koordinierten CdTe-QDots (@ = 3 nm)
0

@S/\l\%o-

CdTe/MHA

Synthesevorschrift A: 0,057 g (0,2 mmol, 2 Aq.) Cd(OAc),-2H,0; 66 pL (0,48 mmol, 4,8 Aq.)
MHA; 1 M NaOH; 20 mL H,0; 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Aqg.) NaHTe.
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Es wurde eine klare gelbe Losung mit einer Konzentration ¢ = 19,0 umol / L erhalten, die
unter der UV-Lampe (A = 366 nm) gelb fluoreszierte

Charakterisierung:

TEM: d=3,1+0,2 nm (6%) DLS: dp=31+8nm

UV/Vis: Amax = 463 nm (berechnete PartikelgréRe d = 2,9 nm)

Emission: Amax =569 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8 = 1,33 (quin, 2H, CH,); 1,45 (m, CH,-CH,-CO); 1,69

(quin, 2H, CH,-CH,-S); 2,37 (t, 2H, CH,-CO); 2,66 (t, 2H; CH,-S) ppm.

ATR-IR (Diamant- 2923,2 cm™ (s, v(C-H)); 1632,6 cm™ (s, v(C=0)); 1566,3 cm™ (s, v(C=0));
Einfachreflexion):  1414,8 cm™ (m, §(C-H)); 1112,0 cm™ (s,v(C-0)).

6.2.4.3.10 Synthese von MUDA-koordinierten CdTe-QDots (@ = 2,5 nm)

CdTe/MUDA
Synthesevorschrift A: 0,057 g (0,2 mmol, 2 Aq.) Cd(OAc),:2H,0; 0,104 g (0,48 mmol,
4,8 Ag.) MUDA; 1 M NaOH; 20 mL H,0; 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Ag.) NaHTe.

Es wurde eine klare gelbe L6sung mit einer Konzentration ¢ = 29,2 umol / L erhalten, die
unter der UV-Lampe (A = 366 nm) griin fluoreszierte

Charakterisierung:

TEM: d=2,5+0,2 nm (8%) DLS: d,=5+1nm

UVv/Vis: Amax =434 nm

Emission: Amax =550 nm

NMR: '"H-NMR (400 MHz, D,0): 6=1,08-1,22 (bm, 10H, CH,); 2,02 (m, 4H, CH,);

3,59 (q, 4H, CH,); 4,08 (g, 2H, CH,)
ATR-IR (Diamant- 3424,6 cm™ (s, v(O-H)); 2920,5 cm™ (s, v(C-H)); 2850,5 cm™(s, v(C-H));
Einfachreflexion):  1568,6 cm™ (m, v(C=0)); 1443,2 cm™ (s, §(C-H)); 1384,9 cm™ (m, 8(C-H));
948,6 cm’’; 880,7 cm™.

6.2.4.3.11 Allgemeine Synthesevorschrift fir CdTe-Quantum Dots in der Mikrowelle

o)
cdTe S/\I\/P}O‘

CdTe/ZnS

0,057g (0,2mmol, 2Aqg.) Cd(OAc),2H,0 und 0,48 mmol der jeweiligen
Mercaptocarbonsdure wurden in einem ausgeheizten Kolben in 15 mL dest. Wasser

246



6 Experimenteller Teil

gelost, indem 1 M NaOH solange zugegeben wurde bis eine klare Losung entstand (pH-
Wert > 10). Anschlieend wurde die Losung 1 h bei Raumtemperatur im Argonstrom
entgast. Als Nachtes wurden 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Aq.) der Te-Vorstufe schnell zugegeben
und die Reaktionslosung im Argon-Gegenstrom in ein Mikrowellenglaschen (berfiihrt.
Danach wurde die Reaktionslésung 10 min bei 130 °C und 300 W in der Mikrowelle erhitzt
und direkt im Anschluss wurde die erhaltene Partikelldsung dreimal mit Isopropanol bzw.
einem Ethanol/Ethylacetat—-Gemisch (1:1) gefallt, zentrifugiert und gewaschen. Die
erhaltenen CdTe-QDots wurden am Olpumpenvakuum getrocknet und abschlieRend in
10 mL dest. Wasser resuspendiert. Die Lagerung der Partikellésung erfolgte im
Kihlschrank bei 4 °C unter Lichtausschluss. Dabei verdanderte sich die Partikellésung tber
Monate hinweg optisch nicht.

Charakterisierung

DS Lv/Vis Emission
(Amax / NM)

CdTe/TGA 4,7+0,3 3,1 9+2 542

CdTe/MPA 3,5+0,3 2,6 11+3 512

CdTe/MSA 3,9+0,2 2,8 7%2 522

CdTe/MBA 3,4£0,3 2,1 6 £ 180 494
CdTe/MPTEA 3,2%0,3 1,7 15+130 481 565

CdTe/MHA 3,2+0,2 - 10+ 116 470 506
CdTe/MUDA 2,5+0,2 - 1043 431

6.2.4.3.12 Synthese TGA-koord. CdTe/ZnS-QDots (@ = 5 nm)

CdTe/ZnS/TGA

@

Synthesevorschrift B: 0,048 g (0,2 mmol, 4 Aq.) CdTe/TGA; 6 uL (0,075 mmol, 1,5 Aq.)
TGA; 1 M NaOH; 15 mL H,0; 40 mL (1,25 mmol / L; 0,05 mmol; 1 Aq.) ZnSOs-Lésung; 40 mL
(1,25 mmol / L; 0,05 mmol; 1 Aqg.) Na,S-Losung.

Es wurde eine klare orange Losung mit einer Konzentration erhalten, die unter der UV-
Lampe (A = 366 nm) rot fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=5,0+0,2 nm
UV/Vis: Amax = 565 nm
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6.2.4.3.13 Synthese MPA-koord. CdTe/ZnS-QDots (@ = 4 nm)

i \—j
-

NS+ CdTe/zns/MPA

Synthesevorschrift B: 2 mL (0,04 mmol, 4 Aq.) CdTe/MPA; 2 uL (0,02 mmol, 1,5 Aq.) MPA;
1M NaOH; 15mL H,0; 8 mL (1,25 mmol/L; 0,01 mmol; 1 Aq.) ZnS0O4-Losung; 8 mL
(1,25 mmol / L; 0,01 mmol; 1 Aq.) Na,S-Lésung.

Es wurde eine klare orange Losung mit einer Konzentration erhalten, die unter der UV-
Lampe (A = 366 nm) orange fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=3,8+0,3nm
UV/Vis: Amax =551 nm

6.2.4.3.14 Synthese MSA-koord. CdTe/ZnS-QDots

CdTe/ZnS/MSA

)
o B
CdTe s 0 —
ZnS
o

Synthesevorschrift B: 0,011 g (0,06 mmol, 4 Aq.) CdTe/MSA; 0,004 g (0,023 mmol, 1,5 Aq.)
MSA; 1 M NaOH; 15 mL H,0; 12 mL (1,25 mmol / L; 0,015 mmol; 1 Aq.) ZnSO.-Lésung;
12 mL (1,25 mmol / L; 0,015 mmol; 1 Aq.) Na,S-Lésung.

Es wurde eine klare gelbe Losung erhalten, die unter der UV-Lampe (A = 366 nm) orange
fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=3,6+0,4 nm
UV/Vis: Amax =515 nm

6.2.4.3.15 Synthese MHA koord. CdTe/ZnS-QDots (@ = 3,5 nm)

o)
CdTe S/\MiLO

NS+ cdTe/zns/MHA
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Synthesevorschrift B: 0,034 g (0,14 mmol, 4 Aq.) CdTe/MHA; 20 uL (0,21 mmol) MHA; 1 M
NaOH; 15mL H,0; 2,8mL (1,25 mmol/L; 0,035 mmol; 1 Aq.) ZnS04-Losung; 2,8 mL
(1,25 mmol / L; 0,035 mmol; 1 Aqg.) Na,S-Lésung .

Es wurde eine klare gelbe Losung erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm)
dunkelgelb fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=3,5+0,2 nm d,=30+6nnm
UV/Vis: Amax =483 nm

6.2.4.3.16 Synthese MUDA-koord. CdTe/ZnS-QDots
o)
s%o-

|
1% 7 cdTe/zns/MUDA gg

Synthesevorschrift B: 0,020g (0,08 mmol, 4 Aq.) CdTe/MUDA; 0,007 g (0,03 mmol,
1,5 Ag.) MUDA; 1 M NaOH; 15 mL H,0; 16 mL (1,25 mmol / L; 0,02 mmol; 1 Aqg.) ZnSO,-
Lésung; 16 mL (1,25 mmol / L; 0,02 mmol; 1 Ag.) Na,S-Lésung .

Es wurde eine klare gelbe Losung erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) griin
fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=2,6+0,2 nm
UV/Vis: Amax =431 nm

6.2.4.3.17 Synthese von MPA-koordinierten CdSe-Qdots

CdSe/ZnS/MPA

Die Synthese der CdSe/ZnS/MPA-QDots erfolgte analog zur beschriebenen Durchfihrung
flr CdTe-QDots. Zunachst wurden nach der konventionellen Methode MPA-koordinierte
CdSe-QDots hergestellt, indem 0,057 g (0,2 mmol, 2Aq.) Cd(OAc),:2H,0 mit 34 pL
(0,48 mmol, 4,8 Aq.) MPA und 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Ag.) NaHSe 5 h unter Riickfluss erhitzt
wurden. Nach der Aufarbeitung durch Fallen mit abs. Isopropanol wurden die QDots in
10 mL Millipore-Wasser aufgenommen und anschliefend in einen zuvor ausgeheizten
Kolben Uberfiihrt. Zur Passivierung mit einer ZnS-Hille, wurde die Zn-Vorstufe [20 mL
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(0,025 mmol, 1 Aq) einer 1,25 mmol / L. ZnSO,-Lésung versetzt mit 0,06 mmol MPA] und
die S-Vorstufe [20 mL (0,025 mmol, 1 Aq.) einer 1,25 mmol / L Na,S-Lésung] unter starkem
Rihren schnell zur CdTe-Losung hinzugegeben und die Reaktionslosung mind. 2 h bei
65 °C unter Schutzgasatmosphare geriihrt. Die Aufreinigung der CdTe/ZnS-QDots erfolgte
dann durch Fillen mit Aceton. Danach wurden die CdTe/ZnS-QDots am Olpumpenvakuum
getrocknet und abschlieRend in 10 mL dest. Wasser aufgenommen. Es wurde eine orange
Losung erhalten, die unter der UV-Lampe (A = 366 nm) rot fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=5,2+0,6 nm DLS: d,=36+£8nm
UV/Vis: Amax = 593 nm (berechnete PartikelgroBe: d = 4,2 nm)

6.2.4.3.18 Synthese Dihydroliponsaure-koordinierter CdTe/ZnS-Qdots (@ = 3,5 nm)

Q_\—\_(o
CdTe

o
ZnS

CdTe/ZnS/DHLA

Die zweistufige Synthese der Dihydroliponsaure (DHLA)-koordinierten CdTe/ZnS-QDots ist
schematisch in Abb. 49 gezeigt. Im ersten Schritt wurden zunachst durch den
mikrowellenunterstiitzten Syntheseweg DHLA-koordinierte QDots hergestellt, indem
0,057 g (0,2 mmol, 2 Ag.) Cd(OAc),-2H,0 und 0,100 g (0,48 mmol, 4,8 Aq.) DHLA in 15 mL
dest. Wasser gelost wurden. Dazu wurde solange 1 M NaOH zugegeben bis eine klare
Losung entstand (pH-Wert > 10). AnschlieBend wurde die Losung 1 h bei Raumtemperatur
im Argonstrom entgast. Als Nichtes wurden 2,5 mL (0,1 mmol, 1 Aq.) der Te-Vorstufe
schnell zugegeben und die Reaktionslésung 10 min bei 130°C und 300W in der
Mikrowelle erhitzt. Direkt im Anschluss wurde die erhaltene Partikellésung dreimal mit
einem Ethanol/Ethylacetat—-Gemisch (1:1) gefallt, zentrifugiert (3500 rpom, 10 min) und
gewaschen. Die erhaltenen CdTe-QDots wurden am Olpumpenvakuum getrocknet und
abschlielend in 10 mL dest. Wasser resuspendiert. Im zweiten Schritt wurde zur
Passivierung mit einer ZnS-Hiille, 0,04 mmol (4 Aq.) der frisch synthetisierten CdTe-QDots
in 15 mL dest. Wasser vorgelegt und 30 min bei Raumtemperatur im Argonstrom entgast.
Wihrenddessen wurden die Zn-Vorstufe [8 mL (0,01 mmol, 1 Aq.) einer 1,25 mmol /L
ZnS04-Losung mit 0,01 g (0,06 mmol) DHLA versetzt] und S-Vorstufe [8 mL (0,01 mmol,
1 Aq.) einer 1,25 mmol / L Na,S-Losung] vorbereitet. AnschlieBend wurde die Zn-Vorstufe
und die S-Vorstufe unter starkem Rihren schnell zur CdTe-Losung gegeben und die
Reaktionslésung 2,5h bei 65°C geriihrt. Zum Beenden der Reaktion wurde die
Reaktionslésung mithilfe eines Eisbads schnell auf Raumtemperatur abgekihlt. Die
Aufreinigung der CdTe/ZnS-QDots erfolgte dann durch Fallen mit Isopropanol. Danach
wurden die CdTe/ZnS-QDots am Olpumpenvakuum getrocknet und abschlieBend in 10 mL
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dest. Wasser aufgenommen. Es wurde eine orange Losung erhalten, die unter der UV-
Lampe (A = 366 nm) orange fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=3,5%+0,3nm (9%) DLS: dy,=7+48 nm
UVv/Vis: Amax = 568 nm (berechnete PartikelgréRe: d = 3,4 nm)

6.2.5 Synthese magnetischer Eisenoxidnanopartikel

6.2.5.1 Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Darstellung von Oleylamin/Olséiure-

koordinierter Eisenoxidnanopartikel

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Xie et al. [178])

L‘

OA/Oleylamin-IONP

HyC(H,C);  (CH,),CO0"
@~ = Liganden: =/

H3C(H2C)<:/(CH2)8NH2

0,2 mmol (1 Aq.) Fe(acac); wurden mit 10 mmol (50 Ag.) 1,2-Hexadecandiol, 6 mmol
(30 Aqg.) Olsdure und 6 mmol (30 Aqg.) Oleylamin in 20 mL des angegebenen Lésungsmittels
gemischt und unter Schutzgasatmosphare stufenweise erhitzt (2 h auf 200 °C, 1 h 300 °C).
AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung schnell auf Raumtemperatur abgekiihlt und
40 mL Ethanol zugegeben. Die Eisenoxidnanopartikel wurden durch Zentrifugation
(30 Min., 3500 rpm) von der Losung getrennt und der erhaltene schwarze Rickstand in
10 mL Hexan, 0,05 mL Oleylamin und 0,05 mL Olsidure geldst. Nicht dispergierte
Riickstande wurde durch Zentrifugation entfernt, bevor die Eisenoxidnanopartikel erneut
mit Ethanol gefillt wurden. Der schwarze Rickstand wurde am Olpumpenvakuum
getrocknet. Zur Aufbewahrung wurden die Eisenoxidnanopartikel in Chloroform
(Stamml6sung 5 mg / mL) redispergiert und im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

6.2.5.2 Synthese Oleylamin/Olsiure-koordinierter Eisenoxidnanopartikel (& = 5 nm)

0,706 g (0,2 mmol, 1Aq.) .) Fe(acac); wurden mit 2,584 g (10 mmol, 50 Aq.) 1,2-
Hexadecandiol, 1,9 mL (6 mmol, Aq.) Olsidure und 1,9 mL Oleylamin in 20mL
Diphenylether gemischt.

Es wurde eine dunkelbraune, magnetische Kolloidlésung erhalten.
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Charakterisierung:

TEM: d=4,3+0,6 nm(14%) DLS: dn=7+1nm

ATR-IR(Diamant-  3004,6 cm™ (w, v(C=C-H)); 2919,9 cm™ (s, v(C-H)); 2851,2cm™ (s, v(C-H));

Einfachreflexion):  1641,2 cm™; 1559,8 cm™; 1463,9 cm™ (m, &(C-H)); 1376,8 cm™ (m, §(0-H));
1258,7 cm™ (m,v(C-0)); 720,1 cm™ (w, CH,-rocking).

6.2.5.3 Synthese Olsdure/Oleylamin-koordinierter Eisenoxidnanopartikel (J = 8 nm)

0,708 g (0,2 mmol, 1Aq.) Fe(acac); wurden mit 2,564g (10 mmol, 50Aq.) 1,2-
Hexadcandiol, 1,9 mL (6 mmol, 30 Ag.) und 2 mL (6 mmol, 30 Aqg.) Oleylamin in 40 mL
Octadecen gemischt und unter Schutzgasatmosphdre stufenweise erhitzt (2 hauf
230 °C, 45 Min. auf 310 °C).

Es wurde eine dunkelbraune, magnetische Kolloidlésung erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=8,4+0,3nm (4%) DLS: dy=11+2 nm

ATR-IR(Diamant-  3328,6 cm™ (s, v(O-H)); 3003,3 cm™ (w, v(C=C-H)); 2953,1 cm™ (w, v(C-H));

Einfachreflexion):  2916,4 cm™ (s, Veym(C-H)); 2847,9cm™ (s, v(C-H)); 1718,1cm™ (m, v(C=0));
1522,9 cm™ (s); 1485,7 cm™ (m, 8(C-H)); 1378,4 cm™ (s, §(0-H)); 1258,7 cm™
(m,v(C-0)); 1089,9 cm™ (w, v(C-H)); 1014,2 cm™ (m,5(C-H)).

6.2.5.4 Synthese Olsdure/Oleylamin-koordinierter Eisenoxidnanopartikel (J = 10 nm)

0,706 g (0,2 mmol, 1Aq.) Fe(acac)s wurden mit 2,590g (12,8 mmol, 64 Aq.) 1,2-
Dodecandiol, 1,9 mL (6 mmol, 30 Ag.) und 1,9 mL (6 mmol, 30 Ag.) Oleylamin in 20 mL
Diphenylether gemischt und unter Schutzgasatmosphare stufenweise erhitzt (2 h auf
200 °C, 1 h 300 °C).

Es wurde eine dunkelbraune, magnetische Kolloidlésung erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=10,3+0,5nm (5%) DLS: dy=13+3nm

ATR-IR(Diamant-  2919,9 cm™ (s, V(C-H)); 2851,2cm™ (s, v(C-H)); 1641,2cm™ (m, v(C=0));

Einfachreflexion):  1559,8cm™ (m); 1463,9cm™ (s, &(C-H)); 1376,8cm™ (s, &(C-H));
720,1 cm™ (w, CH,-rocking).
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6.2.5.5 Synthese OA/TOPO-koordinierter Eisenoxidnanopartikel (J = 13 nm)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Xu et al. [208])

H;C(H,C), (CH,),C00"
@ @ = Ligand: =/
O=P(CgH,;);

TOPO/OA-IONP

Zur Darstellung  Olsdure/TOPO-koordnierter  Eisenoxidnanopartikeln mit einem
Partikeldurchmesser > 10 nm wurde zundchst ein Eisenoleat-Komplex hergestellt. Dazu
wurden 0,65 g (4 mmol, 1 Aqg.) FeCl; mit 3,65 g (12 mmol, 3 Aq.) Natriumoleat in 14 mL
Hexan, 8 mL Ethanol, 6 mL dest. Wasser gemischt und unter Schutzgasatmosphare 4 h bei
65 °C gertihrt. Nachdem die organsiche Phase von der wassrigen Phase getrennt wurde,
wurde die organische Phase dreimal mit 20 mL dest. Wasser gewaschen und anschlieBend
der Riickstand in vacuo getrocknet. In einem anschlieenden Schritt wurden 0,4 g
(0,44 mmol, 4 Aq) des Eisenoleat-Komplexes mit 35 uL (0,031 g, 0,11 mmol, Aqg.) und
0,031 g (0,08 mmol, 1 Aq.) in 10 mL Dioctylether gelést und 1 h bei 100 °C geriihrt, um
mogliche Losungsmittelriickstande aus dem ersten Schritt zu entfernen. Danach wurde die
Reaktionsmischung bei 310-320°C unter starkem Riihren 2,5h erhitzt. Bei einer
Temperatur von 280 °C konnte ein Farbwechsel der Reaktionsmischung zu dunkelbraun
beobachtet werden. Nach 2,5h wurde die Reaktionsmischung schnell auf
Raumtemperatur abgekihlt und die Eisenoxidnanopartikel durch Zugabe von Aceton aus
der Losung gefallt. Durch Zentrifugation und dreimaligem Waschen mit Aceton wurde ein
schwarzer Feststoff erhalten, der am Olpumpenvakuum getrocknet wurde. Zur
Aufbewahrung wurden die Eisenoxidnanopartikel in Chloroform (Stammlésung 5 mg / mL)
resuspendiert und bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Charakterisierung:

TEM: d=13,3+0,4 nm (3%) DLS: d,=15+2 nm

ATR-IR(Diamant-  3445,3 cm™ (s, v(O-H)); 3003,8 cm™ (w, v(C=C-H)); 2921,6 cm™ (w, v(C-H));

Einfachreflexion):  2851,3 cm™ (s, v(C-H)); 1597,7 cm™ (m); 1529,0 cm™ (m); 1412,6 cm™ (m, §(C-
H)); 1257,9 cm™ (m,v(C-0)); 1174,9 cm™ (w, (m,v(C-0)); 1094,2 cm™ (w, &(C-
H)); 1049,7 cm™ (m,8(C-H)); 1024,6 cm™ (m,3(C-H)).

6.2.6 Ligandenaustauschreaktionen zur Immobilisierung verschiedener Liganden auf

die Nanopartikeloberflache

6.2.6.1 Ligandenaustauschreaktionen mit MUDS
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6.2.6.1.1 Synthese von Natrium-11-Mercaptoundecanylsulfat (MUDS)

(nach einer Synthesevorschrift von M. Roskamp[165])

Hs/\HAoso N MUDS
o ™ (M =306,42 g / mol)

Die Synthese von Natrium-11-Mercaptoundecanylsulfat erfolgte in zwei Stufen. In der
ersten Stufe wurde zunachst Natrium-11-Bromoundecanylsulfat aus Bromoundecanol
synthetisiert. Dazu wurden 1,256 g (5 mmol, 1 Aq.) Bromoundecanol in 30 mL absolutem
DMF gel6st und unter starkem Rihren tropfenweise mit 1,150 g (7,5 mmol, 1,5 Aq.)
SO3-DMF Komplex gelost in 10 mL abs. DMF versetzt. AnschlieRend wurde die Lésung 2 h
bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Lésungsmittel am Olpumpenvakuum entfernt
wurde. Danach wurde der Rickstand in 15 mL Natronlauge (1 M) geldst. Nach wenigen
Minuten bildete sich ein farbloser Niederschlag. Die Suspension wurde tiber Nacht bei 4 °C
im Kihlschrank gelagert. Am ndchsten Tag wurde der Niederschlag abfiltriert und am
Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 1,307 g (3,7 mmol, 74%) eines farblosen
Feststoffes erhalten, der in der nachsten Stufe mit Kaluimthioacetat in DMF zum 11-
Mercaptoundecanylsulfat umgesetzt wurde.

Dazu wurden 0,700 g (2 mmol, 1 Aqg.) 11-Bromoundecanylsulfat in 80 mL wasserfreiem
DMF gel6st und mit einem Eisbad auf 0 °C gekihlt, bevor eine Losung von Kalium-
thioacetat (0.274 g, 2.4 mmol, 1.2 Aq.) in 25 mL wasserfreiem DMF langsam zugetropft
wurde. Die Reaktionsmischung wurde im Anschluss 8 h bei Raumtemperatur geriihrt. Als
Nachstes wurden 50 mL einer 0,1 M Natronlauge zugegeben und dreimal mit je 100 mL
Ethylacetat extrahiert. Das Losungsmittel wurde zundachst am Rotationsverdampfer, dann
im Olpumpenvakuum entfernt, bevor der Riickstand erneut in 100 mL einer 0,1 M
Natronlauge gelost und UGber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt wurde. Dann wurde
erneut mit Ethylacetat (dreimal 100 mL) extrahiert und das Losungsmittel am
Olpumpenvakuum entfernt. Es wurden 0,264g (0,86 mmol, 43%) eines farblosen
Feststoffs erhalten.

Charakterisierung 11-Bromoundecanylsulfat:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,23-1,43 (m, 14H, CH,); 1,56 (quin, 2H,
CH,-CH,-0OSO;3Na); 1,74 (quin, 2H, CH,-CH,-Br); 3,51 (t, 2H, CH,-Br); 3,69 (t,
2H, CH,-0SO;3;Na) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 25,49 (CH,-CH,-CH,-OSO;Na), 27,48 (CH,),
28,06 (CH,), 28,73 (CH,), 28,84 (CH,), 28,86 (CH,), 28,94 (CH,), 29,03 (CH,),
32,21 (CH,-CH,-Br); 35,21 (CH,-Br), 65,42 (CH,-OSO;Na) ppm.

IR (KBr-Pressling): ~ 3427,0 cm™ (s, v(O-H)); 2917,6 cm™ (s, v(C-H)); 2850,2 cm™ (s, v(C-H));
1625,9 cm™ (m, v(C-0)); 1495,8 cm™ (m, 8(C-H)); 1470,2 cm™ (m, 8(C-H));
1355,9 cm™ (w, 8(C-H)); 1276,6 cm™ (m, §(C-0)); 1250,6 cm™ (s, 8(C-0));
1218,5cm™ (m, 8(C-0)); 1114,4 cm™; 1062,7 cm™; 722,7 cm™ (CH,-rocking).
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Charakterisierung Natrium-11-Mercaptoundecanylsulfat:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8 = 1,21-1,40 (m, 14H, CH,); 1,54-1,70 (m, 4H,
CH,-CH,-0S0;3Na, CH,-CH,-SH); 2,37 (t, 2H, CH,-SH); 3,59 (t, 2H, CH,-OS0O;Na)
ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 25,49 (CH,-CH,-CH,-0S05Na), 27,49 (CH,),
28,07 (CH,), 28,74 (CH,), 28,85 (CH,), 28,95 (CH,), 29,04 (2x CH,), 32,22 (CH,-
CH,-SH); 35,21 (CH,-SH), 65,39 (CH,-0SO;Na) ppm.

IR (KBr-Pressling):  2915,4 cm™ (s, v(C-H)); 2850,3 cm™ (s, v(C-H)); 1642,8 cm™ (m, v(C-0));
1470,2 cm™ (m, 8(C-H)); 1437,3 cm™ (w, 8(C-H)); 1397,6 cm™ (w, §(C-H));
1271,6 cm™ (s, 8(C-0)); 1258,4 cm™ (s, §(C-0)); 1216,3 cm™ (m, 8(C-0));
1114,8 cm™; 1026,8 cm™; 719,4 cm™ (CH,-rocking).

6.2.6.1.2 Darstellung von Mercaptoundecanylsulfat-koordinierter Goldkolloide durch

Ligandenaustauschreaktion mit AuDT (AuMUDS(DT); @ = 7 nm)

>

AuMUDS (DT) %

0,030 g (0,1 mmol, 3.10° Ag.) MUDS wurden in 5 mL Millipore-Wasser geldst und 0,05 mL
(0,14 mmol, 4,2-10° Ag.) TMAH zugegeben. Im Anschluss wurden unter starkem Riihren
1 mL AuDT (3 nmol, 1 Aq.; d = 7 nm) zugegeben und das Zwei-Phasensystem 2 h bei Raum-
temperatur gerihrt. Dabei fand ein vollstandiger Phasentransfer der Goldnanopartikel von
der organischen in die wassrige Phase statt, der durch einen Farbwechsel der wassrigen
Phase von farblos in dunkelrot sichtbar wurde. Die organische Phase wurde abgetrennt
und die wassrige Phase zur Aufreinigung gegen Millipore-Wasser dialysiert (MWCO: 3500-
6000 Da, dreimal je 400 mL Millipore-Wasser, jeweils 3 h). Es wurde eine klare dunkelrote
Losung (c = 0,6 umol / L) erhalten, die sich mehrere Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,3nm DLS: dp=11%£2nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 1,18-1,24 (m, 12H, CH,), 1,54-1,70 (m, 6H,

CH,); 2,48 (t, 2H, CH,-COSO0s’); 3,85 (t, 2H, CH,-S) ppm.

6.2.6.1.3 Darstellung von Mercaptoundecanylsulfat-koordinierten Goldkolloiden durch

Ligandenaustausch mit AuDMAP (AuMUDS(DMAP); @ =5 nm)

Zu einer wassrigen Losung AuDMAP (4 mL einer 0,48 umol /L Losung, 1,92 nmol
Nanopartikel, 1 Aq.; d =5nm) wurde unter starkem Riihren eine Ldsung von MUDS
(0,030g, 0,1 mmol, 5,2-104Aq.) in 3mL dest. Wasser gegeben und 72h bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde gegen Millipore-Wasser dialysiert (MWCO:
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3500-6000 Da, dreimal je 300 mL Millipore-H,0, jeweils 3 h). Nach der Dialyse betrug das
Losungsmittelvolumen ca. 8 mL. AbschlieBend wurde die Kolloidlésung am
Olpumpenvakuum auf 5 mL eingeengt. Es wurde eine klare, rote Lésung (c = 0,38 pmol / L)
erhalten, die sich mehrere Tage optisch nicht veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=5,1+0,4 nm DLS: d,=7+x1nm
UV/Vis: Amax =521 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,21-1,40 (m, 12H, CH,), 1,56 (m, 6H, CH,); 2,43

(t, 2H, CH,-C0OSO0s3); 3,83 (t, 2H, CH,-S) ppm.

6.2.6.1.4 Darstellung von Mercaptoundecanylsulfat-koordinierten Goldkolloiden durch

Ligandenaustausch mit AuCitrat (AuMUDS(Citrat); @ = 14 nm)

Zu 30 mL (1,72 nmol / L, 1 Aq.; d = 14 nm) AuCitrat wurde eine Lésung von MUDS (0,028 g,
0,09 mmol, 5,2:10° Ag.) in 2 mL dest. Wasser gegeben und 72 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Dann wurde das Losungsmittel auf 15 mL reduziert und die Kolloidlésung zur
Aufreinigung dialysiert (MWCO: 3500-6000 Da, dreimal je 800 mL Millipore-H,0, jeweils
3 h). Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 17 mL. Es wurde eine klare rote
Kolloidlésung (c = 3 nmol / L) erhalten, die bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt wurde und
mehrere Wochen sich optisch nicht verdanderte.

Charakterisierung:

TEM: - DLS: d,=19+4 nm
UV/Vis: Amax =529 nm

6.2.6.1.5 Darstellung von MUDS koordinierten CdSe/ZnS-Kern-Schale-Partikel durch
Ligandenaustausch (CdSe/ZnS/MUDS; @ = 6 nm)

Cdse s/\lv]?osog'

ZnS

CdSe/ZnS/MUDS

In  einen ausgeheizten Kolben wurden wunter Schutzgasatmosphire 0,018¢g
(0,1 mmol, 1 Ag.) MUDS in 2 mL entgastem Wasser vorgelegt und unter starkem Riihren
mit einer Lésung aus 0,015 g (0,1 mmol, 1 Aq.) TOPO/HDA koordinierten CdSe/ZnS-
Kern/Schale-Partikel in 1 mL absolutem Chloroform versetzt. Die Losung wurde 2,5 h bei
Raumtemperatur geriihrt, bis der Phasentransfer vollstandig verlaufen war. Die wassrige
Phase wurde von der organischen Phase abgetrennt und zur Aufreinigung sechsmal mit
Ethylacetat gefallt, zentrifugiert und erneut in 5 mL entgastem Wasser aufgenommen. Es
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wurde eine klare gelbe Losung mit einer Konzentration von ¢ =1 umol /L erhalten, die
unter dem UV-Licht leicht fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=57+0,8nm
UV/Vis: Amax = 465 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 1,78 (m, 14H, CH,); 1,95 (m, 4H, CH,); 2,62 (t,

2H, CH,-COS05); 2,81 (t, 2H, CH,-S) ppm..
6.2.6.2 Ligandenaustauschreaktionen mit Mercaptoundecansaure

6.2.6.2.1 Darstellung von MUDA-koordinierten Goldkolloiden durch

Ligandenaustauschreaktion mit AuDT (NP04; @ = 14 nm)

(0]
@5/\(\/‘&0' g
AuMUDA (Citrat) 9

Zu einer wassrigen Losung Citrat-koordinierter Goldnanopartikel (30 mL einer 1,72 nM
Lésung) wurden 0,188 g (0,86 mmol, 5:10° Ag.) MUDA und 500 pL (1,4 mmol, 8-10° Aqg.)
TMAH gegeben und 72 h bei Raumtemperatur gerihrt. Im Anschluss wurde zur
Aufreinigung der Partikel die Losung gegen Millipore-Wasser dialysiert (MWCO: 4000-
6000 Da, dreimal je 600 mL Millipore-H,0, jeweils 3 h), um alle Verunreinigungen zu
entfernen. Nach der Dialyse wurde das Lésungsmittelvolumen am Olpumpenvakuum auf
15 mL eingeengt. Es wurde eine klare rote Losung mit einer Konzentration von ¢ = 0,11 uM
an Nanopartikeln erhalten, welche sich bei 4 °C im Kiihlschrank mehrere Wochen optisch
nicht veranderte.

Charakterisierung der 14 nm gro3en Partikel:

TEM: d=14,8+0,7 nm DLS: d,=18+4 nm

UV/Vis: Amax =528 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,20-1,40 (m, 12H, CH,); 1,54 (m, 2H, CH,-CH,-
CO0); 1,68 (m, 2H, CH,-CH,-S); 2,14 (t, 2H, CH,-COO); 2,73 (t, 2H, CH,-S)
ppm.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & =25,91 (CH,-S), 26,33 (CH,-CH,-COO), 28,25
(CH,), 28,53 (CH,), 29,20 (CH,), 29,40 (CH,), 29,49 (CH,), 29,69 (CH,), 37,85
(CH,-CH,-S), 38,93 (CH,-C0O0’), 181,98 (COO’) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3353,1 cm™ (s, v(O-H)); 2921,7 cm™ (s, v(C-H)); 2850,9 cm™ (s, v(C-H));
Einfachreflexion)  1559,5cm™ (ss, v(C=0)); 1488,6 cm™ (m, §(C-H)); 1465,0 cm™ (w, &(C-H));
1392,8 cm™ (s, 8(C-H)); 1308,9 cm™ (m, v(C-0)); 1223,7 cm™ (w, 8(0-H));
1038,6 cm™ (m, v(C-0)), 950,6 cm?, 720,4 cm™ (w, CH,-rocking).
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6.2.6.2.2 Darstellung von MUDA-koordinierten Goldkolloiden durch

Ligandenaustauschreaktion mit AuCitrat (@ = 25 nm)

Zur Darstellung von 25nm groRen MUDA-koordinierten Goldkolloiden wurde eine
wassrige Losung AuCitrat (30 mL einer 0,25 nM Kolloidlésung, 0,0075 nmol Nanopartikel)
vorgelegt und unter starkem Rihren 0,082 g (0,375 mmol, 5-:10’ Agq.) MUDA und 0,20 mL
(2,25 mmol, 30-10’ Aq.) TMAH zugegeben. Die Reaktionslésung wurde 72h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde die Kolloidlésung zur Aufreinigung im nachsten
Schritt gegen Wasser dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 800 mL H,0, jeweils
3 h). Nach der Dialyse betrug das Volumen der Kolloidlésung 32 mL. Dieses wurde am
Olpumpenvakuum wurde auf 15 mL eingeengt. Es wurde eine klare violette Lésung mit
einer Konzentration von ¢ = 0,5 nM an Nanopartikeln erhalten. Die Kolloidl6sung wurde im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung der 25 nm groen Partikel:

TEM: d=25,3+1,2nm
UV/Vis: Amax =536 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,20-1,40 (m, 12H, CH,); 1,54-1,70 (m, 4H, CH,-

CH,-COO', CH,-CH,-S); 2,37 (t, 2H, CH,-COO’); 2,55 (t, 2H, CH,-S) ppm.

6.2.6.2.3 Synthese von MUDA koordinierten CdSe/ZnS-Kern-Schale-Partikel durch
Ligandenaustausch(CdSe/ZnS/MUDA)

0
cdse s/ﬂ)}o
Z0S _+ cdse/znS/MUDA

0,035 g (0,2 mmol, 1 Agq.) TOPO/HDA-koordinierte CdSe/ZnS-Kern-Schale Partikel wurden
in 2 mL absolutem Chloroform gelést und mit 0,100 g (0,5 mmol, 2,5 Aq.) MUDA in 1 mL
entgastem Millipore-Wasser und wenig TMAH (pH > 10) versetzt. Die Losung wurde 2 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Phasentransfer wurde die wassrige Phase von der
organischen Phase abgetrennt. Die Partikel wurden mit abs. Methanol gefillt und der
Rickstand zweimal mit abs. Methanol gewaschen. AbschlieRend wurden die Partikel in
5 mL entgastem Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare orange Lésung mit einer
Konzentration von ¢ = 0,01 mmol/L erhalten, die unter dem UV-Licht (A =366 nm) leicht
orange fluoresziert.

Charakterisierung:

TEM: d=4,7+0,3nm DLS: d,=6+1nm
UV/Vis: Amax =560 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,21-1,60 (m, 16H, CH,, CH,-CH,-COO", CH,-CH,-

S); 2,05 (t, 2H, CH,-COO’); 2,64 (t, 2H, CH,-S) ppm.
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6.2.6.2.4 Synthese von MUDA-koordinierten CdTe/ZnS Quantum Dots durch
Ligandenaustauschreaktion (CdTe/ZnS/MUDA)

CdTe/ZnS/MUDA

0,024 g (0,20 mmol, 1 Ag.) TOPO koordinierte CdTe/ZnS Quantum Dots wurden in 3 mL
abs. Chloroform gelést und mit 0,03 g (0,14 mmol, 1,4 Ag.) MUDA versetzt. Die
Reaktionslésung wurde 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 3 mL
Milliporewasser zugegeben und mit TMAH auf einen pH-Wert > 10 eingestellt. Die
Reaktionslosung wurde Uber Nacht geriihrt, um einen vollstandigen Phasentransfer zu
ermoglichen. Als Nachstes wurde die wassrige Phase von der organischen Phase getrennt
und zur Aufreinigung mit einer Mischung aus Ethanol:Ethylacetat (1:1) gefallt, zentrifugiert
und dreimal gewaschen. AbschlieRend wurden die Partikel in 3mL Milliporewasser
aufgenommen. Es wurde eine orangegelbe Losung mit einer Konzentration von ¢ = 40 uM
an Nanopartikeln erhalten, die unter dem UV-Licht bei 366 nm Wellenlange orange
fluoreszierte.

Charakterisierung:

TEM: d=4,8+0,9 nm- DLS: d,=45+11 nm
UV/Vis: Amax =582 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 1,61-1,98 (m, 16H, CH,, CH,-CH,-COO’", CH,-CH,-

S); 2,37 (t, 2H, CH,-COO); 2,42 (t, 2H, CH,-S) ppm.

6.2.6.3 Ligandenaustauschreaktionen mit MUDHSE

6.2.6.3.1 Synthese 11-Mercaptoundecansaure-N-hydroxysuccinimidester (MUDHSE)

0]
0]

HS/\/\/\/\/\)J\O/D

MUDHSE (M =315,43) O
0,501 g (4,4 mmol, 1 Aq.) N-Hydroxysuccinimid (NHS) wurden in 250 mL Dichlormethan
geldst. Als Nachstes wurden 0,952 g (4,4 mmol, 1 Aq.) 11-Mercaptoundecansiure in 5 mL
Dichlormethan gel6st und zu der klaren NHS-L6sung gegeben. Dann wurde eine Losung
von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (0,988 g, 4,8 mmol, 1,1 Aq.) in 25 mL Dichlormethan
langsam unter starkem Rihren mit Hilfe eines Tropftrichters zugetropft. Nach 20 Min.
wurde die Reaktionsmischung langsam triib. Die Reaktionsmischung wurde fiir weitere
24 h bei Raumtemperatur gerihrt, bevor der farblose Niederschlag durch Filtration
abgetrennt wurde. Das Lésungsmittel des Uberstands wurde anschlieRend am
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Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand in wenig DMF aufgenommen. Der sich
dabei nicht I6sende Riickstand wurde durch Filtration abgetrennt und abschlieBend wurde
das DMF am Rotationsverdampfer entfernt. Es wurden 1,24 g (3,94 mmol, 89%) eines
farblosen Feststoffs erhalten, der noch Reste von Dicyclohexylharnstoff enthielt. Um diese
abzutrennen, wurde das Rohprodukt in Aceton geldst und der sich nicht |6sende
Rickstand durch Filtration abgetrennt. Das Losungsmittel des Filtrats wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der erhaltene farblose Feststoff erneut am
Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 0,865 g (2,75 mmol, 62%) eines farblosen
Feststoffes erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,26-1,35 (m, 12H, CH,); 1,49-1,64 (m, 4H,

CH,-CH,-0S03Na, CH,-CH,-SH); 2,23 (m, 1H, SH); 2,46 (t, 2H, CH,-CO); 2,66 (t,
2H, CH,-SH); 2,81 (s, 4H, CH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-d): & = 23,72 (CH,-CH,-S), 24,25 (CH,-CH,-CO),
27,71 (CH,), 27,95 (CH,), 28,43 (CH,), 28,73 (CH,), 28,81 (CH,), 30,15 (CH,),
30,74 (CH,),33,36 (CH,-SH), 35,75 (CH,-CO), 162,27 (CO), 168,97 (CO), 170,23
(CO) ppm.

IR (KBr-Pressling):  2917,0 cm™ (s, Vv(C-H)); 2849,1cm™ (s, Vv(C-H)); 1812,0cm™ (m,
v(C=0)); 1783,8cm™ (m, v(C=0)); 1727,5cm™ (m, v(C=0)); 1651,1 cm™ (s,
v(C=0)); 1525,4 cm™ (w, v(0=C-N)); 1371,6 cm™ (w, §(C-H)); 1309,6 cm™ (w,
8(C-H)); 1201,4 cm™ (s, v(C-0)); 1070,2 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.6.3.2 Synthese von MUDHSE-koordinierten Goldnanopartikeln (AuMUDHSE)

e

AuMUDHSE

Allgemeine Synthesevorschrift:

0,191 g (0,31 mmol, 1-10° Aq.) MUDHSE wurden in 40 mL abs. DMF geldst. Dazu wurde
unter starkem Rihren eine Lésung AuDT (1 umol/L, 6 nmol Nanopartikel, 1Aq.) in
Chloroform getropft. Nachdem die Reaktionslosung 10 Min. geriihrt wurde, wurde die
schwarze Lésung am Olpumpenvakuum auf 30 mL eingeengt und weitere 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dabei wurde die Lésung nach 4 h langsam heller. Als Nachstes
wurde die rote Partikellésung gegen DMF dialysiert (MWCQO: 4000-6000 Da, dreimal je
600 mL DMF, jeweils 3 h). Es wurde eine klare rote Losung mit einer Konzentration von
0,2 uM erhalten, die in abs. DMF Uberfihrt und im Kihlschrank aufbewahrt wurde. Die
Losung blieb 2-4 Tage optisch stabil.
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Charakterisierung (@ = 4 nm):

TEM: d=3,9+0,4 nm- DLS: dy=82%2nm
UV/Vis: Amax =520 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & =1,25-1,41 (m, 12H, CH,); 1,52 (quin, 2H,

CH,-CH,-CO0); 1,61 (quin, 2H, CH,-CH,-S); 2,22 (m, 2H, CH,-COO); 2,65 (t, 2H,
CH,-S); 2,79 (s, 4H, CH,) ppm.
ATR-IR  (Diamant 2922,4 cm™ (s, v(C-H)); 2851,7 cm™ (s, v(C-H)); 1738,2 cm™ (s, v(C=0));
Einfachreflexion):  1726,4 cm™ (s, v(C=0)); 1518,4 cm™ (w, v(CON)); 1441,8 cm™ (s, §(C-H));
1406,3 cm™ (s, 8(C-H)) ; 1201,4 cm™ (s,v(C O)); 721,0 cm™ (w, CH,-rocking).

Charakterisierung (@ = 7 nm):

TEM: d=6,8+0,3 nm- DLS: dn=11+2nm
UV/Vis: Amax =524 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,19-1,72 (m, 16H, CH,, CH,-CH,-CO, CHy-

CH,-S); 2,19 (t, 2H, CH,-CO); 2,58 (t, 2H, CH,-S); 2,67 (s, 4H, CH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, , DMSO-dg): 6 = 23,13 (CH,-CH,-S), 25,68 (CH,-CH,-CO),
26,16 (CH,), 26,46 (CH,), 26,53 (CH,), 27,88 (CH,), 28,07 (CH,), 28,45 (CH,),
29,40 (CH,), 31,09 (2x CH,), 33,47 (CH,-SH), 35,95 (CH,-CO), 159,99 (CO),
167,94 (CO) ppm.

ATR-IR  (Diamant 2916,2 cm™ (s, v(C-H)); 2848,9 cm™ (s, v(C-H)); 1726,3 cm™ (s, v(C=0));

Einfachreflexion):  1651,0 cm™ (s, v(C=0)); 1572,1 cm™ (w, V(CON)); 1463,5 cm™ (m, §(C-H));
1422,5 cm™ (m, §(C-H)) ; 1198,9 cm™ (s,v(C-0)); 1068,1 cm™; 721,4 cm™ (w,
CH,-rocking).

6.2.6.3.3 Synthese von MUDHSE-koord. Silbernanopartikeln (AgMUDHSE, @ =5 nm)

0
o]

@ S/\l\/IJ\O/N
9 0

AgMUDHSE

Analog der Synthese von AUMUDHSE wurden 4 mL AgDT (1,57 umol / L, 1 Ag. in Hexan,
d=5nm) zu einer unter Schutzgasatmosphare vorgelegten MUDHSE-L6sung (0,095 g,
0,6 mmol, 1-10° Aq. in 20 mL abs. DMF) getropft und bei Raumtemperatur 15 min geriihrt.
Im Anschluss daran wurde der groRRte Teil des Hexans am Olpumpenvakuum entfernt und
die Reaktionslosung weitere 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Als Ndchstes wurde die
gelbe Partikellésung zur Aufreinigung gegen DMF dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da,
dreimal je 600 mL DMF, jeweils 3 h). Es wurde eine klare, gelbe LOsung mit einer
Konzentration von 0,4 umol /L erhalten, die in 15 mL abs. DMF uberfihrt und im
Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt wurde. Die Losung blieb 2-4 Tage optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=4,6+0,3 nm- DLS: d,=11+2nm
UV/Vis: Amax =420 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,24-1,33 (m, 12H, CH,); 1,46 (quin, 2H,
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CH,-CH,-CO0); 1,61 (quin, 2H, CH,-CH,-S); 2,22 (m, 2H, CH,-COO'); 2,55 (t,
2H, CH,-S); 2,78 (s, 4H, CH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, , DMSO-dg): & = 24,63 (CH,-CH,-S), 25,18 (CH,-CH,-CO),
25,40 (CH,), 27,66 (CH,), 28,47 (CH,), 28,52 (CH,), 28,86 (CH,), 30,32 (CH,),
30,72 (CH,), 32,28 (2x CH,), 34,69 (CH,-SH), 36,92 (CH,-CO), 162,28 (CO),
172,75 (CO) ppm.
ATR-IR  (Diamant 2925,8 cm-' (s, v(C-H)); 2853,0 cm™ (s, v(C-H)); 1742,2 cm™ (s, v(C=0));
Einfachreflexion):  1723,4 cm™ (s, v(C=0)); 1523,0 cm™ (w, v(CON)); 1466,2 cm™ (s, 8(C-H));
1408,1 cm™ (s, §(C-H)); 1381,6 cm™ (m, 8(CHs)); 1209,8 cm™ (s,v(C-0));
1070,8 cm™, 722,0 cm™ (w, CH,-rocking).

6.2.6.3.4 Synthese  von MUDHSE-koordinierten CdSe/ZnS Quantum Dots
(CdSe/ZnS/MUDHSE, @ = 6 nm)

CdSe/Zns/MUDHSE -

Zur Darstellung von MUDHSE-funktionalisierten CdSe/ZnS-Kern-Schale-QDots wurden
1,57 mL (3,18-10'6moI/L in abs. Toluol) OA-koordinierte CdSe/ZnS-QDots in 20 mL abs.
Toluol mit 0,016 g (5,0-10° mol, 1-10* Ag.) MUDHSE unter Schutzgasatmosphire bei
Raumtemperatur umgesetzt. Nach zwolfstliindiger Reaktionszeit, wurde die

Reaktionslésung durch Zugabe von abs. Methanol gefallt. Die Losung wurde zentrifugiert
(3500 rpm, 20 Min.) und im Anschluss der Rickstand mit abs. Methanol erneut
gewaschen. Die Aufreinigung wurde dreimal wiederholt, um nichtgebundene Liganden zu
entfernen. AnschlieRend wurden die Partikel in 5 mL abs. DMF aufgenommen. Es wurde
eine klare, orange Losung erhalten (c =1 umol / L), die unter der UV-Lampe (A = 366 nm)
orangerot fluoreszierte. Zur Aufbewahrung wurde die Kolloidldsung bei 4 °C unter
Lichtausschluss im Kihlschrank gelagert. Die Kolloidlésung war mehrere Monate optisch
stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6%+1nm-
UV/Vis: Amax =592 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 =1,39-1,71 (m, 16H, CH,); 2,16 (t, 2H, CH,-

CO); 2,54 (t, 2H, CH,-S); 2,77 (s, 4H, CH,) ppm.

6.2.6.3.5 Synthese von MUDHSE-koord. CdTe/ZnS-QDots (CdTe/ZnS/MUDHSE; @ =5 nm)

o)
o}
CdTe/ZnS/MUDHSE
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0,0005 g (0,086 umol/L, 1 Aq.) TOPO/HDA-koord. CdTe/ZnS-QDots wurden in 3 mL abs.
Toluol geldst. Es wurden 0,051 g (0,16 mmol, 6,2-10° Ag.) MUDHSE hinzugegeben und 12 h
bei Raumtemperatur gerihrt. Die Partikel wurden mit abs. Methanol gefallt, zentrifugiert
(3500 rpm, 20 Min.) und im Anschluss der Rickstand mit abs. Methanol erneut
gewaschen. Die Aufreinigung wurde dreimal wiederholt, um nichtgebundene Liganden zu
entfernen. Danach wurden sie wieder in 3 mL abs. Toluol aufgenommen. Es wurde eine
klare, orange Losung erhalten (c = 0,086 umol / L), die unter der UV-Lampe (A =366 nm)
orangerot fluoreszierte. Zur Aufbewahrung wurde die Kolloidlésung bei 4 °C unter
Lichtausschluss im Kihlschrank gelagert. Die Kolloidlosung war mehrere Monate optisch
stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=4,8+0,9 nm-

UV/Vis: Amax =582 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,37-1,52 (m, 12H, CH,); 1,53-1,65 (m, 4H, ,
CH,-CH,-CO,CH,-CH,-S); 2,22 (t, 2H, CH,-CO); 2,65 (t, 2H, CH,-S); 2,80 (s, 4H,
CH,) ppm.

6.2.6.4 Ligandenaustauschreaktion von hydrphoben Eisenoxidnanopartikeln mit

Dimercaptobernsteinsaure

IONP-DMSA

Der Ligandenaustausch von Olsdure/Oleylamin-koordinierten Eisenoxidnanopartikeln mit
Dimercaptobernsteinsdure (DMSA) erfolgt durch Zugabe von 0,01 g (0,7 nmol, 1 Aq.) der
Eisenoxidpartikel gelést in 2 mL Toluol zu einer vorgelegten DMSA-L6sung (0,400 g,
2,2 mmol, 3,1-106 Aqg.; in 10 mL DMSO) unter starkem Riihren. Die Reaktionslésung wurde
fir 72 h bei Raumtemperatur gerihrt. Im Anschluss daran wurde die Reaktionslésung
zentrifugiert (12000 rpm, 30 Min) und die Eisenoxidnanopartikel durch einen Magneten
von der Losung abgetrennt. Der so erhaltenen schwarzen Riickstand wurde dreimal mit
Ethanol gewaschen und abschlieBend der schwarze Feststoff am Olpumpenvakuum
getrocknet.

Charakterisierung (@ = 5 nm):

TEM: d=4,4+0,6 nm DLS: d,=13+3 nm
ATR-IR(Diamant-  2963,8 cm™ (s, v(C-H)); 1714,3cm™ ' (m, v(C=0)); 1557,0 cm™ (s, v (N-H));
Einfachreflexion):  1379,9 cm™(m, 8(C-H)); 1262,2 cm™ (m,v(C-0)); 1028,6 cm™ (m, v(C-0)).
Charakterisierung (@ = 8 nm):

TEM: d=8,4+£0,3nm DLS: dy=162 nm
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ATR-IR (Diamant- 2912,6 cm™ (s, v(C-H)); 1704,3 cm™ (m, v(C=0)); 1589,5 cm™ (m, v (N-H));
Einfachreflexion):  1395,3 cm™ (m, 8(C-H)); 1204,2 cm™ (m, v (C-O)).

Charakterisierung (@ = 10 nm):

TEM: d=10,4+0,5nm DLS: dy = 24+ 5 nm
ATR-IR  (Diamant- 1588,8 cm™ (m, v (N-H)); 1394,2 cm™ (m, §(C-H)); 1181,4 cm™ (m, v (C-0));
Einfachreflexion):  1130,0 cm™ (s, v(C-0)).

Charakterisierung (J = 12 nm):

TEM: d=13,3+0,4nm DLS: dy=44+7 nm

ATR-IR (Diamant- 2920,7 cm™ (s, v(C-H)); 2850,7 cm™ (m, v(C-H)); 1720,1 cm™ (m, v(C=0));

Einfachreflexion):  1594,9 cm™ (s, v (N-H)); 1395,3 cm™ (s, 8(C-H)); 1257,7 cm™ (m, v (C-O));
1178,7 cm™ (m, v (C-0)); 1132,3 cm™ (m, v(C-0)).

6.2.6.5 Austausch mit Polymeren PAA und PEI

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Xu et al. [208])

Zur Darstellung Polymer-funktionalisierter Eisenoxidnanopartikel wurden 1 mL (0,005 g,
2:10 mol, 1 Aq.) der in Chloroform gelésten 12 nm groRen Eisenoxidnanopartikel (IONP-
OA/TOPO) mit 50 mL DMSO versetzt und 30 Min. bei Raumtemperatur gerihrt. Dann
wurden 0,020 g PAA (bzw. 20 mg PEIl) zugegeben und die Reaktionslosung 48 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss daran wurde die Reaktionslosung zentrifugiert
(12000 rpm, 30 min) und die Eisenoxidnanopartikel durch einen Magneten von der Losung
abgetrennt. Der so erhaltenen schwarzen Rickstand wurde dreimal mit Aceton
gewaschen und abschlieBend der schwarze Feststoff am Olpumpenvakuum getrocknet.

Charakterisierung PAA (@ = 12 nm):

TEM: D=12,4+0,4 nm DLS: dy =62 %18 nm
ATR-IR(Diamant-  3272,8 cm™ (s, v(O-H)); 1579,8 cm™ (m); 1378,0 cm™ (s, §(C-H)); 1348,4 cm™
Einfachreflexion): (s, §(C-H)); 1014,5 cm™ (m, v(C-0)).

Charakterisierung PEI (@ = 12 nm):
TEM: d=12,4+0,4nm DLS: dpn=55+13 nm

6.2.6.5.1 Synthese MPSA-koord. Goldnanopartikel aus AuDT (AuMPSA, @ =7 nm)

s>"s0,
AuMPSA

Zu einer wassrigen Natrium-3-Mercaptopropansulfonat-Lésung (MPSA; 0,018 g, 0,1 mmol,
3-10* Aq., in 5 mL Millipore-Wasser) wurden 50 pL (0,14 mmol, 4,2 10° Aq.) TMAH und
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1 mL in CHCl; geléste AuDT (3 nmol, 1 Aq.; d =7 nm) getropft. Die Reaktionsmischung
wurde Uber Nacht geriihrt. Dabei trat ein Farbwechsel der wassrigen Phase von farblos zu
dunkelrot auf. Im Anschluss wurde die organische Phase abgetrennt und die wassrige
Phase zur Aufreinigung gegen Millipore-Wasser (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 500 mL
H,0, jeweils 3 h). dialysiert. Es wurde eine klare, rote Kolloidlésung (c =0,6 umol /L)
erhalten, die sich mehrere Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,3 nm DLS: d,=9+2nm
UV/Vis: Amax =521 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,78 (m, 2H, CH,); 2,56 (m, 2H, CH,-S); 3,18 (t,

2H, CH,-SO3’) ppm.

6.2.6.5.2 Synthese MPSA- koordinierter QDots

@S/\/\SO3'

CdTeMPSA

In einem ausgeheizten Kolben wurden 0,057 g (0,2 mmol, 2 Ag.) Cd(OAc),-2H,0 in 15 mL
entgastem Wasser gelést und mit 0,071g (0,4 mmol, 4Aqg.) Natrium-3-
Mercaptopropansulfonat (MPSA) versetzt. Als Nachstes wurde durch Zugabe von 1 M
NaOH der pH-Wert auf 11 eingestellt und die Lésung 1 h bei Raumtemperatur unter
Schutzgas geriihrt. Danach wurde die Te-Vorstufe zugegeben [2,5 mL NaHTe (0,1 mmol,
1 Aq.)], die Reaktionslésung in ein Mikrowellengldschen tberfiihrt und 10 min bei 130 °C
in der Mikrowelle behandelt. Im Anschluss daran wurde die Reaktionslosung mit
Isopropanol gefillt, zentrifugiert (3500 rpm, 10 min) und erneut mit Isopropanol
gewaschen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Abschliefend wurde der erhaltene
gelbe Feststoff in 10 mL entgastem Wasser aufgenommen. Es wurde eine gelbe Losung
erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) orange leuchtete. Die Aufbewahrung
erfolgte unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C. Die MPSA-koord. CdTe-QDots
zeigten Uber Wochen keine optische Veranderung.

Charakterisierung:

TEM: d=3,3+0,2 nm (6%) DLS: dy=6%1nm
Uv/Vis: Amax = 545 nm (berechnete PartikelgréBe d = 3,2 nm)
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,84 (m, 2H, CH,); 2,43 (m, 2H, CH,-S); 3,12 (t,

2H, CH,-SO53’) ppm.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 23,70 (CH,), 30,36 (CH,), 54,86 (CH,) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2941,1 cm™(s, v(C-H)); 1692,0 cm™; 1415,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1355,7 cm™ (m,
Einfachreflexion):  §(C-H)); 1245,2 cm™ (m, §(C-H)); 1135,6 cm™ (m, 8(C-H)).
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6.2.7 Synthese von Glycopeptid-koordinierten Goldnanopartikeln

6.2.7.1 GP-01-funktionalisierte Goldnanopartikel (@ = 7 nm)

63HOOH 5
60 6 O

63HO 59AcHN

26 57 58 0.41 49 50
Xl\ \A /'\2;/N 28 33 4 H 36 39:§1/ S Q'(
o 22

/\
38 37 38
17

16

o

2 AuGP-01
ol nf_e sy
12NH1086428

0,017 g (0,013 mmol, 1,3-10* Ag.) GP-01 wurden in 2 mL absolutem DMF geldst. Dazu
wurde anschlieRend eine Losung von AUMUDHSE (1 nmol Nanopartikel, d =7 nm) in 5 mL
absolutem DMF gegeben und die Reaktionslésung 30 Min. bei Raumtemperatur geriihrt.
Als Nachstes wurden 15 pL (0,11 mmol, 1,1-10° Aq.) Triethylamin zugegeben und die
Reaktionslosung fiir weitere 72 h geriihrt. Anschlieend wurde zur Aufreinigung die klare,
rote Reaktionslosung gegen DMF dialysiert (MWCQO: 4000 — 6000 Da, dreimal je 300 mL
DMF, jeweils 1,5 h). Danach wurde das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt und die
Partikel in 8 mL dest. Wasser resuspendiert. AbschlieBend wurde die Nanopartikellésung
nochmals gegen dest. Wasser dialysiert (MWCO: 4000 — 6000 Da, dreimal je 300 mL dest.
Wasser, jeweils 2 h), um noch vorhandene Verunreinigungen wie z.B. DMF zu entfernen.
Es wurde eine klare, rote Losung mit einer Konzentration von 0,13 uM erhalten, die
mehrere Wochen im Kiihlschrank bei 4 °C optisch stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,7 nm d,=23+t4 nm
UV/Vis: Amax =523 nm
NMR: '"H-NMR (600 MHz, DMSO-d¢, COSY-DQF, HSQC): 6=1,18 (d, 6H, CH; (38));

1,25 (d, 3H, CHs (42)) ; 1,32-1,41 (m, 12H, CH, (3-8)); 1,46 (d, 6H, CH; (26,
49)); 1,55 (quin, 4H, CH, (2, 9)); 1,74 (m, 4H, CH, (21, 51)); 1,98 (m, 1H, CH
(41)); 2,01 (m, 4H, CH, (22, 52)); 2,17 (t, 2H, CH, (10)); 2,26 (t, 2H, CH, (19));
2,45 (m, 1H, CH (37)); 2,55 (t, 2H, CH, (1)); 2,94 (d, 2H, CH, (29)); 3,18 (q, 2H,
CH, (12)); 3,38 (t, 2H,CH, (13)); 3,45 (t, 4H, CH2 (20, 50)); 3,50 (bm, 8H, CH,
(14-17)); 3,65 (t, 2H, CH, (18)); 3,76 (s, 3H, CH; (57)); 3,91 (g, 1H, CH (56));
3,95 (d, 2H, CH, (34)); 4,12 (d, 1H, CH (53)); 4,15 (t, 2H, CH, (45)); 4,24 (q, 1H,
CH (61)); 4,27 (d, 1H, CH (23)); 4,29 (d, 2H, CH (62)); 4,38 (m, 2H, CH (59,
60)); 4,43-4,48 (m, 4H, CH (28, 36, 40, 44)); 4,51 (m, 2H, CH (25, 48)); 4,72 (d,
1H, CH (55)); 4,92 (bs, 5H, OH (46, 63)); 7,77 (t, 1H, NH, 11)); 7,85 (d, 1H, CH
(30)); 7,98 (d, 1H, CH (32)); 8,17 (d, 7H, NH (24, 27, 35, 39, 43, 47, 58)); 8,33
(d, 1H, NH(33)) ppm

ATR-IR (Diamant- 3273,0 cm™ (m; V(N-H)); 2925,6 cm™ (s; v(C-H)); 2853,4 cm™ (s; Vv(C-H));

Einfachreflexion)  2324,5 cm™ (w); 2164,8 cm™ (w); 1782,6 cm™ (w, v(C=0)); 1626,1 cm™ (s,
v(C=0)); 1527,1 cm™ (s, V(N-H)); 1450,8 cm™ (s, 8(C-H)); 1398,8 cm™ (m, &(C-
H)); 1339,4 cm™ (s, §(C-H)); 1201,2 cm™ (s, v(C-0)); 1125,3 cm™ (w); 1076,5
cm™ (w); 1044,5 cm™ (w); 718,2 cm™ (w, CH,-rocking).
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6.2.7.2 GP-02-funktionalisierte Goldnanopartikel (@ = 7 nm)
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Zu einer 0,2 uM (1,6 nmol Nanopartikel, 8 mL absolutes DMF) Lésung von AuMUDHSE
wurde unter starkem Rihren eine Lsung von 0,036 g (0,016 mmol, 1-10* Aq.) GP-02 in
2 mL absolutem DMF getropft und bei Raumtemperatur fiir 20 Min. gerthrt. AnschlieSend
wurden 15 uL (0,11 mmol, 6,9-10 Aq.) Triethylamin zugegeben. Nach weiteren 15 h
Rihren wurde die klare, dunkelrote Losung gegen DMF dialysiert (MWCO: 4000 —
6000 Da, zweimal je 600 mL DMF, jeweils 3 h). Nach der Dialyse wurde das Losungsmittel
im Hochvakuum entfernt und der Rickstand in 5 mL dest. H,O resuspendiert. Diese
Kolloidlésung wurde abschlieend gegen dest. Wasser dialysiert (MWCO: 4000 — 6000 Da,
dreimal je 500 mL dest. H,0O, jeweils 2 h). Es wurde eine klare, rote Losung mit einer
Nanopartikelkonzentration von 0,32 uM erhalten, die im Kiihlschrank bei 4 °C fir mehrere
Wochen optisch stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=7,0£0,2nm dy=34+7nm
UV/Vis: Amax =524 nm
NMR: Wegen der geringen Konzentration der NMR-Probe und der groRen Anzahl an

Protonen konnten die Signale nicht einzeln zugeordnet werden. Durch einen
Spektrenvergleich von freiem GP-02, GP-02-koordinierten Goldnanopartikeln
und Aktivester-funktionalisierten Goldnanopartikeln konnte eine erfolgreiche
Anbindung nachgewiesen werden, da die Signale der entstandenen
Amidbindung (7,76 ppm. (NH); 3,25 ppm. (g, CH,); 3,39 ppm. (t, CH,)) im
Spektrum der GP-02-koordinierten Goldnanopartikeln gefunden wurden.

6.2.7.3 GP-03 funktionalisierte Goldnanopartikel (@ = 14 nm)
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Zu einer wassrigen Losung AuCitrat (20 mL einer 1,72 uM Loésung, 0,034 nmol
Nanopartikel) wurde eine Losung von GP-03 (0,015 g, 0,01 mmol, 2,9-10° Aq.) in 3 mL dest.
Wasser gegeben und 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei begann die Lésung nach
einigen Minuten dunkler zu werden. Dann wurde gegen dest. Wasser dialysiert (MWCO:
4000 — 6000 Da, dreimal je 600 mL dest. H,0, jeweils 2 h). Nach der Dialyse betrug das
Losungsmittelvolumen ca. 25 mL. AbschlieBend wurde die Nanopartikelldsung im
Hochvakuum auf 10 mL eingeengt. Es wurde eine klare, violette Losung mit einer
Konzentration von 3,4 nM erhalten, die im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt wurde und
mehrere Tage optisch stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=14,0,+0,6 nm dn =19 + 4 nm
UV/Vis: Amax =531 nm
NMR: Wegen der geringen Konzentration der NMR-Probe konnten die Signale nicht

einzeln zugeordnet werden. Durch Vergleich der Spektren von freiem GP-03,
GP-03 AuNP und GP-01 AuNP konnte eine erfolgreiche Anbindung
nachgewiesen werden, da die Signale der neuen Amidbindung (7,81 ppm.
(NH); 3,18 ppm. (g, CH,); 3,42 ppm. (t, CH;)) im Spektrum der GP-03-
koordinierten Goldnanopartikeln vorhanden waren.

6.2.8 Multivalente Prasentation von Cyclodextrin- und Adamantan-koordinierten

Nanopartikeln

6.2.8.1 Synthese des Cyclodextrin-Liganden

6.2.8.1.1 Synthese von Mono-[6-desoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin (Ts-CD)

(nach einer Synthesevorschrift von W. Tang & S.-C. Ng [268])

K

OTs
Ts-CD (M = 1295,95 g/mol)

Zur Darstellung von Ts-CD wurden zunachst in einem ausgeheizten Dreihalskolben unter
Schutzgasatmosphire 25,00 g (0,022 mol, 1 Aq.) B-Cyclodextrin in 350 mL wasserfreiem
Pyridin vorgelegt und mit Hilfe eines Eisbades auf 0 °C gekihlt. Unter starkem Rihren
wurde innerhalb 1h eine Loésung bestehend aus 4,71g (0,025mol, 1,1Aq.) p-
Toluolsulfonsaurechlorid in 25 mL wasserfreiem Pyridin zugegeben und anschlieRend die
Reaktionslésung bei Raumtemperatur fur weitere 24 h geriihrt. Danach wurde das Pyridin
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am Olpumpenvakuum entfernt und der élige Riickstand in 500 mL Aceton geldst. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur 1 h gerihrt, bevor diese filtriert und der erhaltene
farblose Feststoff dreimal mit 100 mL Aceton gewaschen wurde. AbschlieRend wurde das
Rohprodukt durch Umkristallisierung in destilliertem Wasser aufgereinigt und am
Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 9,12 g (7,04 mmol, 32%) eines farblosen
Feststoffes erhalten, der unter Schutzgasatmosphare bei Raumtemperatur mehrere
Monate aufbewahrt werden konnte.

Charakterisierung (erhaltene Ergebnisse wurden mit Literaturangaben verglichen):

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 = 2,43 (s, 3H, CHs); 3,19-3,43 (m, 14H); 3,50-
3,64 (m, 6H); 4,16-4,33 (m, 7H); 4,76-4,84 (m, 14H); 7,42 (d, 2H, CHa,); 7,75
(d, 2H, CHa,) ppm.
BC-NMR(100 MHz, DMSO-d): & = 21,16 (CHs); 59,96; 69,64; 71,99, 72,36;
72,69; 72,99; 73,17; 81,48; 82,69; 101,89; 125,45 (CHp); 127,55 (CHa,);
129,85 (Ca,-CHs); 132,61 (Car-S) ppm.

IR (KBr-Pressling):  3374,6 (s, v(O-H)); 2926,8 cm™ (s, v(C-H)); 1638,2 cm™ (m, v(Ca-Ca/));
1597,4 cm™ (m, V(Ca-Ca)); 1403,7 cm™ (m, 8(C-H)); 1364,2 cm™ (w, 8(C-H));
1298,5 cm™ (m, 8(0-H)); 1241,7 cm™ (m,v(C-0)); 1190,6 cm™ (m,v(C-0));
1176,9 cm™ (m,v(C-0)); 1156,3 cm™ (s, v(0-5-0)); 1078,2 cm™ (s, v(C-O));
1028,8 cm™ (w, v(C-0)).

6.2.8.1.2 Synthese von Mono-6-Azido-6-desoxy-B-Cyclodextrin (N3-CD)

(nach einer Synthesevorschrift von W. Tang & S.-C. Ng [268])

(

N3
N,-CD (M = 1159,99 g/mol)

7,15 g (5,51 mmol, 1 Aq.) Ts-CD und 7,10 g (0,110 mol, 20 Ag.) Natriumazid wurden in
600 mL entgastem Wasser unter Schutzgas in einem Zweihalskolben gelést und (ber
Nacht bei 100°C unter Rickfluss erhitzt. Nachdem die Reaktionslosung auf
Raumtemperatur abgekiihlt wurde, wurde diese filtriert und das Filtrat auf 45 mL
eingeengt. Im nachsten Schritt wurden 7,15 mL (0,0715 mmol) 1,1,2,2-Tetrachlorethan
unter starkem Rihren zum eingeengten Filtrat gegeben und 30 Min. bei Raumtemperatur
geriihrt. Danach wurde die organische Phase von der wassrigen Phase durch
Zentrifugieren (3000 rpm, 10 Min.) abgetrennt und anschlieBend wurde das Losungsmittel
am Olpumpenvakuum entfernt. AbschlieRend wurde das Rohprodukt durch
Umkristallisieren in destilliertem Wasser von Verunreinigungen getrennt und der
erhaltene farblose Feststoff am Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 5,48g
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(4,72 mmol, 86%) eines hellgelben Feststoffs erhalten, der unter Schutzgas bei
Raumtemperatur aufbewahrt wurde.

Charakterisierung (erhaltene Ergebnisse wurden mit Literaturangaben verglichen):

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 3,29-3,46 (m); 3,55-3,76 (m); 4,82-4,87
(m); 5,72-4,79 (m) ppm.
BC-NMR(100 MHz, DMSO-dg): & = 55,97; 59,85; 71,97; 72,35, 72,99; 74,87;
81,48; 82,69; 101,88 ppm.

IR (KBr-Pressling):  3379,4 (s, v(O-H)); 2925,8 cm™ (s, v(C-H)); 2104,0 cm™ (s, v(-N3)); 1638,2 cm’
' (m); 1414,0 cm™ (m, §(C-H)); 1366,6 cm™ (m, §(C-H)); 1334,0 cm™ (m, §(C-
H)); 1299,4 cm™ (m, 8(0-H)); 1202,5 cm™ (w,v(C-0)); 1078,7 cm™ (s, v(C-O));
1029,2 cm™ (w, v(C-0)).

6.2.8.1.3 Synthese von Mono-6-amino-6-desoxy-2-Cyclodextrin (NH,-CD)

(nach einer Synthesevorschrift von W. Tang & S.-C. Ng [268])

i

NH,
NH,-CD (M = 1133,5 g/mol)

Zur Synthese von NH,-CD wurden 5,31g (4,60 mmol, 1Aq.)des Eduktes in 10 mL
absolutem DMF vorgelegt und mit Triphenylphosphan versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde 2 h bei Raumtemperatur gerihrt, bevor im Anschluss 1 mL destilliertes Wasser
zugegeben wurde und die Reaktionslosung weitere 3 h bei 90 °C unter Riickfluss erhitzt
wurde. Nach dem Abkihlen der Reaktionslésung auf Raumtemperatur erfolgte die
Aufreinigung des Produktes durch Fallung mit 100 mL Aceton und anschlielendem
dreimaligen Waschen mit Aceton. Das farblose Produkt wurde schlieBlich am
Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 4,23 g (3,73 mmol, 81%) eines farblosen
Feststoffs erhalten, der mehrere Monate unter Schutzgas gelagert werden konnte.

Charakterisierung (erhaltene Ergebnisse wurden mit Literaturangaben verglichen):

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 3,30-3,38 (m, 16H); 3,55-3,66 (m, 28H);
4,45-4,47 (m, 6H); 4,82-4,84 (m, 7H); 5,70-5,75 (m, 14H) ppm.
BC-NMR(100 MHz, DMSO-d¢): 8=59,87; 72,00; 72,38, 73,01; 81,49;
101,90 ppm.

IR (KBr-Pressling) 3381,3 (s, v(O-H)); 2925,4 cm™ (s, v(C-H)); 1659,0 cm™ (m); 1412,1 cm™ (m,
8(C-H)); 1387,4 cm™ (m, 8(C-H)); 1298,5 cm™ (m, 8(C-H)); 1253,0 cm™ (m,
8(0-H)); 1202,0 cm™ (w,v(C-0)); 1079,0 cm™ (s, v(C-0)); 1029,6 cm™ (w, v(C-

0)).
ESI-MS gemessen: 1134,2
(m/z) [IM+H]": berechnet: 1134,3
Elementaranalyse  bestimmt: 39,27% (C); 6,53% (H); 1,30% (N)
(CHN): berechnet: 41,55% (C); 5,89% (H); 1,15% (N)
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6.2.8.2 Multivalente Prasentation von 3-Cyclodextrin auf Goldnanopartikeln

6.2.8.2.1 Synthese von 3-CD-koordinierten Goldkolloiden (@ = 4 nm bzw. @ = 7 nm)

AuCD
(0]

@)s

@ X .

Allgemeine Synthesevorschrift:

&y
e

i

Zu Beginn wurden in einem ausgeheizten Kolben 0,15 umol /L (1 nmol Nanopartikel)
AuMUDHSE vorgelegt und unter starkem Rihren mit 0,018 g (1,5-10° mol, 1,5-10% Aq.)
NH,-CD, gelost in 1 mL abs. DMF, versetzt. Die Reaktionslosung wurde 40 Min. bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde zu der klaren, dunkelroten Losung 20 uL (0,14
mmol, 1,4-10° Ag.) NEt; gegeben und die Reaktionslésung weitere 20h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die klare, rote Reaktionsldsung wurde abschlieBend gegen DMF
dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 500 mL DMF, jeweils 3 h). Das Losungsmittel
wurde am Olpumpenvakuum entfernt und die Partikel in 5 mL abs. DMF resuspendiert. Es
wurde eine klare, rote Lésung mit einer Konzentration von ¢ = 0,20 uM an Nanopartikeln
erhalten, die im Kihlschrank gelagert wurde.

Charakterisierung (4 nm):

TEM: d=3,6+0,3nm DLS: d,=8+x2nm
UV/Vis: Amax =523 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & =1,24-1,60 (bm, 16H); 2,24 (t, 2H); 2,56 (t,

2H); 3,27-3,40 (m, 16H); 3,58 (m, 28H); 3,86 (m, 1H; CH-NH); 4,48 (m, 6H);
4,78 (m, 7H); 5,68-5,79 (m, 14H); 7,95 (bs, 1H, NH) ppm.

Charakterisierung (7 nm):

TEM: d=7,3+0,2 nm DLS: dy=10+2 nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & =1,31-1,51 (bm, 14H); 1,58 (quin, 2H); 2,22

(t, 2H); 2,67 (t, 2H); 3,29-3,40 (m, 16H); 3,54-3,66 (m, 28H); 3,94 (m, 1H; CH-
NH); 4,44-4,48 (m, 6H); 4,82 (m, 7H); 5,68-5,79 (m, 14H); 7,95 (bs, 1H,
NH) ppm.
BC-NMR(100 MHz, DMSO-dg): & = 24,63; 28,47; 28,86; 32,29; 36,65; 59,83
(CH-NH); 71,99; 72,37, 73,01; 81,47; 101,94; 162,29 (NHC=0) ppm.
ATR-IR (Diament- 3289,6 (s, v(O-H)); 2923,2 cm™ (s, v(C-H)); 2852,3 cm™ (s, v(C-H)); 1651,0 cm’
Einfachreflexion):  * (s, v(C=0)); 1386,8 cm™ (m, §(C-H)); 1257,9 cm™ (m, §(C-H)); 1151,0 cm™
(w,v(C-0)); 1078,9 cm™ (s, v(C-0)); 1026,3 cm™ (w, v(C-0)).
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6.2.8.2.2 Synthese von B-CD-koordinierten Goldkolloiden (@ = 10 nm)

AuCD

In einen ausgeheizten Kolben wurden 2,9 mL (0,228 uM, 0,7 nmol, 1 Aq.in abs. DMF)
AuMUDA vorgelegt und bei Raumtemperatur gerihrt. Gleichzeitig wurden in einem
zweiten ausgeheizten Kolben 0,004 g (2,65-10'5 mol, 4-10* Ag.) HOBt und 0,011 g (2,65-10°
>mol, 4-10" Aq.) HBTU gelést und in einem weiteren Kolben 0,015g (1,32-10” mol,
2:10% Ag.) CD-NH, jeweils in 2mL DMSO gel6st. Unter starkem Rihren wurde die
HOBt / HBTU-L6sung zu der Kolloidlésung gegeben. Im nachsten Schritt wurden 7,5 uL
(5,29-10-5 mol, 8:10°Aq.) NEt; langsam zugetropft, bevor dann die CD-NH,-Losung
zugegeben wurde. Die Reaktionslésung wurde Gber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Der Fortgang der Reaktion wurde per DC-Kontrolle Uberprift. Zur Aufreinigung des
Rohproduktes wurde zuerst gegen DMSO (MWCO: 4000-6000 Da, 300 mL DMSO, 1 h) und
dann gegen DMF (MWCO: 4000-6000 Da, zweimal mit je 400 mL DMF, jeweils 3 h)
dialysiert. Am Olpumpenvakuum wurde dann im Anschluss das Lésungsmittel entfernt und
der Rickstand in 5 mL abs. DMF gelost. Es wurde eine klare rote Losung mit eine
Konzentration c=0,13 umol/L erhalten. Diese wurde im Kuhlschrank bei 4°C
aufbewahrt.

Charakterisierung:

TEM: d=9,2+0,2 nm DLS: dy=12 £3 nm
UV/Vis: Amax =530 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & =1,30-1,55 (bm, 14H); 1,55 (quin, 2H); 2,15

(t, 2H); 2,54 (t, 2H); 3,31-3,43 (m, 16H); 3,61-3,70 (m, 29H, CH-NH wird
Uberlagert); 4,45-4,47 (m, 6H); 4,88-4,90 (m, 7H); 5,77 (bm, 14H); 8,02 (bs,
1H, NH) ppm.

BC-NMR(100 MHz, DMSO-dg): & = 24,30; 28,79; 30,73; 35,74; 59,85 (CH-NH);
71,99; 72,37, 73,00; 81,48; 101,90; 162,27 (NHC=0) ppm.

6.2.8.2.3 Sulfatierung von AuCD (@ = 7 nm bzw. 10 nm)

AuCDs _0s05
(0]

@
9 H

Die Sulfatierung der CD-koord. Goldkolloide erfolgte durch langsames Zutropfen einer
SO;-DMF-Komplex-Loésung (30 mg, 0,2 mmol, 2:10° Ag.) in 1 mL abs. DMF zu einer auf 0 °C
gekiihlten Lésung AuCD (0,5 nmol Nanopartikel) in 5 mL abs. DMF. Nach 24 h Rihren bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung gegen DMF (MWCO: 4000-6000 Da,
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dreimal mit je 200 mL DMF, jeweils 3 h) dialysiert. Das Losungsmittel wurde dann im
Olpumpenvakuum entfernt und die Partikel anschlieRend in 3 mL dest. Wasser
resuspendiert. AbschlieRend wurde die Kolloidlosung gegen Millipore-Wasser (MWCO:
4000-6000 Da, zweimal je 500 mL Millipore-Wasser, jeweils 2 h) dialysiert. Es wurde eine
klare, rote Lésung (c = 0,1 umol / L) erhalten, die im Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung (@ = 7 nm):

TEM: d=7,3+0,2nm DLS: dy=19 £5nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: '"H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,15-1,40 (bm, 14H); 1,55 (m, 2H); 2,33 (t, 2H);

2,96 (t, 2H); 3,48-3,61 (m, 16H); 3,81-3,84 (m, 29H, CH-NH wird Uberlagert);
4,01 (m, 6H); 5,23 (bm, 14H) ppm. [Signal (4,88-4,90 (m, 7H)) wird durch
Losungsmittelpeak (4,79) lGberlagert]

Charakterisierung (@ = 10 nm):

TEM: d=9,2+0,2 nm DLS: d,=35+7nm
UV/Vis: Amax =530 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6=1,23-1,61 (bm, 16H); 2,33 (t, 2H); 2,82 (t,

2H); 3,48-3,61 (m, 16H); 3,81-3,84 (m, 29H, CH-NH wird Uberlagert); 4,12 (m,
6H); 5,23 (bm, 14H)ppm. [Signal (4,88-4,90 (m, 7H)) wird durch
Losungsmittelpeak (4,79) Gberlagert]

6.2.8.3 Synthese von Adamantan-koordinierten Goldkolloiden

6.2.8.3.1 Synthese des Adamantan-Liganden

6.2.8.3.1.1 Synthese von 11-Acetylsulfanylundecansaure

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von N. M. Tahir et al. ) (3451

)J\S/\/\/\/\/\JkOH

M = 260,39 g / mol

In einem ausgeheizten Kolben wurden 0,520 g (4,56 mmol, 2,4 Aq.) Kaliumthioacetat in
8 mL abs. DMF gel6st. In einem zweiten ausgeheizten Kolben wurden 0,500 g (1,89 mmol,
1Aq.) 11-Bromundecansdure in 70 mL abs. DMF gelést und anschlieBend die
Kaliumacetat-Losung langsam zu dieser Losung getropft. Die Reaktionslosung wurde 2 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei farbte sich die Losung langsam gelb. Nach 2 h wurde
dest. Wasser zugegeben bis die Losung deutlich triib wurde. Der Niederschlag wurde
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abfiltriert, mit dest. Wasser gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden
0,383 g (1,47 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 1,27 (bm, 12H, CH,); 1,58 (quin, 4H, CH,-CH,-
S, CH,-CH,-C0); 2,30 (s, 3H, CH3); 2,33 (t, 2H, CH,-CO); 2,85 (t, 2H,CH,-S); 9,77
(bs, 1H, OH) ppm.
BC-NMR(100 MHz, CDCl5): & = 24,63(CH,-S); 28,75 (CH,); 28,99 (CH,); 29,03
(CH,); 29,12 (CH,); 29,15 (CH,); 29,28 (CH,); 29,34 (CH,); 29,44(CH;); 30,62
(CH,-CH,-S); 34,03 (CH,CO); 180,03 (COOH); 196,17 (COS) ppm.

IR (KBr-Pressling)  3368,3 (s, v(O-H)); 2917,0 cm™ (s, v(C-H)); 2848,6 cm™ (s, v(C-H)); 1687,9
cm™ (s, v(C=0)); 1462,5 cm™ (m, §(C-H)); 1407,9 cm™ (m, §(C-H)); 1355,7 cm™
(m, 8(C-H)); 1288,4 cm™ (m, 8(C-H)); 1262,6 cm™ (m, §(0-H)); 1133,6 cm™ (s,
v(C-0)); 721,2 cm™ (w, CH,-rocking).

Elementaranalyse  bestimmt: 59,70% (C); 9,21% (H); 0% (N)

(CHN): berechnet: 59,96% (C); 9,29% (H); 0% (N)

6.2.8.3.1.2 Synthese von 11-Acetylsulfanylundecansaure-Aktivester

o)
0 0
)J\S/\/\/\/\/\)ko’N
M = 357,46 g / mol 0

Zuerst wurden 0,186 g (1,62 mmol, 1,1 Aq.) NHS in 100 mL Dichlormethan gelést und mit
0,380 g (1,47 mmol, 1 Aq.) S-Acetylsulfanylundecansiure versetzt. Als Nichstes wurden
0,335g (1,62 mmol, 1,1 Ag.) DCC in 7,5 mL Dichlormethan gelést und unter starkem
Rihren langsam zu der Reaktionslésung getropft. Die Reaktionslosung wurde
anschlieBend 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Dabei begann die Lésung nach einer
Stunde langsam trib zu werden. Nach 18 h wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der erhaltene hellgelbe Feststoff in wenig
Dichlormethan gel6st. Danach wurde der sich nicht I6sende Feststoff abfiltriert und das
Losungsmittel des Filtrats am Rotationsverdampfer erneut entfernt. Der erhaltene
Feststoff wurde mit Pentan gewaschen und am Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden
0,498 g (1,39 mmol, 95 %) eines farblosen Feststoffes erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1,25-1,41 (bm, 12H, CH,); 1,53 (quin, 2H, CH,-
CH,-CO); 1,73 (quin, 2H,CH,-CH,-S); 2,32 (s, 3H, CH3); 2,59 (t, 2H, CH,-CO);
2,83 (s, 4H, CHanus); 2,87 (t, 2H,CH,-S) ppm.
BC-NMR(100 MHz, CDCls): & = 24,48 (CH,-S); 25,20 (CHanps); 25,60 (CHaps);
28,74 (CH,); 28,78 (CH,); 29,04 (CH,); 29,15 (CH,); 29,23 (CH,); 29,48 (CH,);
30,66 (CH,); 30,94 (CHs); 32,24 (CH,-CH,-S); 32,97 (CH,CO); 168,69 (2x
COps); 169,19 (CON); 196,11 (COS) ppm.

IR (KBr-Pressling) ~ 3343,3 (s, v(O-H)); 2916,8 cm™ (s, v(C-H)); 2848,1 cm™ (s, v(C-H)); 1687,9
cm™ (s, v(C=0)); 1462,5 cm™ (m, §(C-H)); 1407,9 cm™ (m, §(C-H)); 1355,7 cm™
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(m, 8(C-H)); 1288,4 cm™ (m, 8(C-H)); 1262,6 cm™ (m, 8(0-H)); 1133,6 cm™ (s,
v(C-0)); 721,2 cm™ (w, CH,-rocking).

Elementaranalyse  bestimmt: 57,14% (C); 7,87% (H); 4,50% (N)

(CHN): berechnet: 57,12% (C); 7,61% (H); 3,92% (N)

6.2.8.3.1.3 Synthese des Adamantanliganden (Ada-Ligand)
(0]

HS/\H)LN
9

H
Ada-Ligand

0,380g (1,06 mmol, 1Aq.) S-Acetylsulfanylundecansiure-N-hydroxysuccinimidester
wurden in 10 mL abs. DMF geldst. AnschlieRend wurden 300 pL (1,65 mmol, 1,5 Aq.) 1-
Adamantylmethylamin, zugegeben und die Reaktionslésung bei Raumtemperatur fir 16 h
gerihrt. Nach ca. 1h begann die Losung triib zu werden. Nach 16 h wurde das
Lésungsmittel am Olpumpenvakuum entfernt und 5 mL 1M NaOH und 50 mL dest. Wasser
zugegeben. Die Reaktionslosung wurde unter Riickfluss zum Sieden erhitzt und 3 h
gerlhrt. Nachdem die Lésung auf Raumtemperatur abgekiihlt wurde, wurde diese dreimal
mit 50 mL Chloroform extrahiert. Danach wurden die vereinten organischen Phasen 2 h
Uber MgS0O, getrocknet und im Anschluss das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. AbschlieBend wurde der hellgelbe Feststoff am Olpumpenvakuum getrocknet
und unter Schutzgasatmosphare bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1,16-1,41 (bm, 14H, CH,, CHaag); 1,47-1,78 (m,

18H, CH,-CH,-CO, CH,-CH»-S, CHaaq, CHag); 2,08 (t, 2H, CH,-CO); 2,82 (t,
2H,CH,-S); 3,19 (d, 2H, CH,-NH); 7,59 (t, 1H, NH) ppm.
BBC-NMR(100 MHz, CDCl;): & = 24,48 (CH,-S); 25,45 (Caq); 25,79 (CH,); 27,67
(CH,); 28,06 (CH,); 28,29 (CHag), 28,44 (CHaq); 28,57 (CHag); 28,64 (CH,); 28,77
(CH,); 28,89 (CH,); 29,06 (CH,); 30,54 (CH,); 33,60 (CH,-CH,-S); 35,32
(CH,CO); 36,32 (CHaaq); 36,52 (CHaag); 36,77 (CHaag); 40,09 (2x CHoag); 49,93
(CH,-NH); 172,20 (CON) ppm.

IR (Film) 3323,4 (s, v(O-H)); 2924,7 cm™ (s, v(C-H)); 2849,7 cm™ (s, v(C-H)); 1693,7 cm’
(s, v(C=0)); 1550,7 cm™ (s, V(N-H)); 1449,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1383,9 cm™ (m,
8(C-H)); 1346,6 cm™ (m, §(C-H)); 1310,8 cm™ (m, 8(C-H)); 1231,8 cm™ (m, §(O-
H)); 1107,3 cm™ (s, v(C-0)); 725,6 cm™ (w, CH,-rocking).

6.2.8.3.2 Synthese Adamantan-koordinierten Goldkolloide (@ = 4 nm)

AuAda
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0,021 g (0,06 mmol, 1-10* Aq.) Ada-Ligand wurden in 3 mL absolutem Chloroform in einem
ausgeheizten Kolben vorgelegt. Dazu wurde unter starkem Ruhren 1,1 mL (5,5 umol /L,
6 nmol Nanopartikel) AuDT zugetropft und weitere 30 Min. bei Raumtemperatur gerihrt.
Es wurden 20 uL (0,14 mmol, 2,3-10* Aqg.) NEt; zugegeben und die Reaktionsldsung 2 d bei
Raumtemperatur gerihrt. Zur Aufreinigung wurde die Kolloidlésung gegen CHCl; dialyisert
(MWCO: 3500-6000 Da, dreimal je 300 mL CHCls, jeweils 2 h). AnschlieBend wurde das
Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und die Partikel in 5 mL wasserfreiem DMF
resuspendiert. Es wurde eine rote Kolloidlosung (c = 0,12 umol / L) erhalten. Diese wurde
mithilfe von 'H-NMR-, >*C-NMR- und IR-Spektren auf ihre Amidbindung hin untersucht.

Charakterisierung:

TEM: d=4,4+0,2 nm DLS: dy=6%1nm
UVv/Vis: Amax =519 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 1,13-1,35 (bm, 14H, CH,, CHaag); 1,52-1,83 (m,

18H, CH,-CH,-CO, CH,-CH»-S, CHaaq, CHag); 2,23 (t, 2H, CH,-CO); 2,79 (t,
2H,CH,-S); 3,47 (d, 2H, CH,-NH); 8,07 (t, 1H, NH) ppm.
BC-NMR(100 MHz, CDCls): & = 23,53 (CH,-S); 25,20 (Caq); 26,14 (CH,); 27,76
(CH,); 28,21 (CH,); 28,57 (CHag), 28,94 (CHaq); 29,18 (CHag); 29,59 (CH,); 30,00
(CH,); 30,32 (CH,); 30,45 (CH,); 30,54 (CH,); 33,68 (CH,-CH,-S); 36,67
(CH,CO); 37,26 (3X CHaag); 39,43 (CHaag); 40,27 (CHaaq); 50,96 (CH,-NH);
173,22 (CON) ppm.
ATR-IR (Diament- 2917,2 cm™ (s, v(C-H)); 1640,6 cm™ (s, v(C=0)); 1486,9 cm™ (m, §(C-H));
Einfachreflexion):  1401,9 cm™ (m, 8(C-H)); 1003,1 cm™ (s, v(C-O)).

6.2.8.3.3 Synthese Adamantan-koordinierten Goldkolloide (@ = 7 nm)

AuAda

Zu 2 mL (0,2 umol, 0,4 nmol Nanopartikel) einer AUMUDHSE-L6sung in abs. DMF wurden
unter starkem Riihren 10 pL (0,6 mmol, 1,5-:10° Aq.) 1-Adamantylmethylamin gegeben und
weitere 30 Min. bei Raumtemperatur geriihrt, bevor Triethylamin (15 uL, 0,11 mmol,
2,7-10° Aq.) zugegeben wurde. Nach weiteren 18 h Riihren wurde die Reaktionsmischung
zur Aufreinigung gegen DMF dialysiert (MWCO: 3500-6000 Da, dreimal je 400 mL DMF,
jeweils 3 h). AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und die
Partikel in 5 mL wasserfreiem DMF resuspendiert. Es wurde eine rote Kolloidlésung
(c = 0,08 umol / L) erhalten. Diese wurde mithilfe von *H-NMR-, *C-NMR- und IR-Spektren
auf ihre Amidbindung hin untersucht.

Charakterisierung:

TEM: d=7,3+0,2 nm DLS: d,=8+2nm
UV/Vis: Amax =525 nm
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NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1,24-1,41 (bm, 14H, CH,, CHaq); 1,52-1,86 (m,

18H, CH,-CH,-CO, CH,-CH»-S, CHaaq, CHag); 2,15 (t, 2H, CH,-CO); 2,67 (t,
2H,CH,-S); 3,53 (d, 2H, CH,-NH); 7,73 (t, 1H, NH) ppm.
BC-NMR(100 MHz, CDCl;): & = 24,68 (CH,-S); 25,12 (Caq); 26,27 (CH,); 28,14
(CH,); 28,41 (CH,); 28,72 (3x CHag), 29,13 (CH,); 29,27 (CH,); 29,36 (CH,);
30,82 (CH,); 31,37 (CH,); 33,60 (CH,-CH,-S); 36,44 (CH,CO); 36,94 (3x CHyaq);
39,09 (CH,aq); 40,15 (CH,aq); 50,77 (CH,-NH); 173,28 (CON) ppm.

ATR-IR (Diamant- 2919,2 cm™ (s, v(C-H)); 2849,9 cm™ (s, v(C-H)); 1690,1 (s, v(C=0)), 1471,5 cm’

Einfachreflexion): ' (m, §(C-H)); 1408,1 cm™ (m, §(C-H)); 1342,9cm™ (m, §(C-H)); 1290,1 cm
Y (m, v(C-0)); 1233,8 cm™ (m, v(C-0));1129,9 cm™(s, v(C-0)); 1012,7 cm™ (w,
v(C-0)); 719,3 (w, CH,-rocking).

6.2.8.4 Aufbau von mehrdimensionalen Strukturen durch Agglomeration von AuCD mit

AuAda

6.2.8.4.1 Blindprobe

Zur Kontrolle, ob es sich bei dem Aggregationsverlauf wirklich um Wirt-Gast-Interaktionen
des Cyclodextrins mit Adamantan handelt oder dies nur durch unspezifische Interaktionen
erfolgt, wurde eine Blindprobe der 10 nm grofen AuCD mit dem einfachen monovalenten
1-Aminomethyladamantan durchgefiihrt. Dazu wurden unter Schutzgasatmosphare 2 mL
(0,13 umol /L, 0,26 nmol Nanopartikel) AuCD vorgelegt und mit 5puL (4,65 mg,
2,81-10° mol, 1,1-10° Aq.) 1-Adamantylmethylamin versetzt. Die Reaktionslésung wurde
8 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei dnderte sich der Rotton der Kolloidldsung leicht,
aber kein Niederschlag entstand.

Charakterisierung:

UV/Vis: Amax =530 nm DLS: dy=22+5nm
(dp =19 = 4 nm vor Zugabe)

6.2.8.4.2 Darstellung von Agglomeraten bestehend aus AuCD und AuAda

Zum Aufbau der mehrdimensionalen Strukturen wurden nach der Synthese der Partikel,
2 mL (0,4 nmol) AuCD unter Schutzgasatmosphéare vorgelegt und mit einer dquivalenten
Menge (0,4 nmol) AuAda versetzt. Die Reaktionslésung wurde 8 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Dabei wurde nach kurzer Zeit die Reaktionslésung triib, bevor es zu einen
Farbwechsel von rot nach violett kam. Nach 8 h trat ein violetter Niederschlag auf. Der
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Verlauf der Reaktion wurde mit DLS-Messungen, UV/Vis-Absorptionsspektren und TEM-
Aufnahmen kontrolliert.

Charakterisierung ( 7 nm AuCD + 7 nm AuAda):

TEM: Agglomerate mit Durchmessern 100 - 200 nm

UV/Vis: Amax =523 nm (vor Zugabe) DLS: dn=92+8nm(1h)
Amax =538 nm (3 h) dn =156 £27 nm (3 h)
Amax =553 nm (8 h) d,=272+116 nm (8 h)

(dy, =11 % 2 nm vor Zugabe)

Charakterisierung ( 10 nm AuCD + 4 nm AuAda):

TEM: Agglomerate mit Durchmessern 100 - 200 nm

UV/Vis: Amax = 529 nm (vor Zugabe) DLS: dn=82+28 nm (1h)
Amax =544 nm (3 h) d, =228 £109 nm (3 h)
Amax =567 nm (8 h) dn=333+69 nm (8 h)

(dy, =19 = 4 nm vor Zugabe)

6.2.9 Immobilisierung der Kohlenhydratmimetika auf die Goldoberflache

6.2.9.1 Allgemeine Synthesevorschriften

6.2.9.1.1 Allgemeine Synthesevorschrift flir die Immobilisierung der verschiedenen
Kohlenhydratmimetika auf Goldnanopartikel (@ =7 nm) mit anschlieRendem

Sulfatierungsschritt (A)

Die Synthese der Kohlenhydratmimetika-funktionalisierten Goldnanopartikel mit einem
Partikeldurchmesser von 7 nm ist in Abb. 94 am Beispiel des Syn3 gezeigt und wurde fiir
alle in dieser Arbeit verwendeten Kohlenhydratmimetika analog durchgefiihrt. Zu einer
Lésung des zu immobilisierenden Epitops (0,02 mmol, 1-10° Aq.) in 0,5 mL abs. DMF
wurde eine Loésung von  11-Mercaptoundecansaure-N-hydroxysuccinimidester-
koordinierten Gold-nanopartikeln (0,2 uM, 1 nmol Nanopartikel; d =7 nm, AUMUDHSE) in
5 mL absolutem DMF getropft. Die Reaktionsldsung wurde 30 min bei Raumtemperatur
geriihrt bevor Triethylamin (20 puL, 0,14 mmol, 1-10°Aq.) zugegeben wurde. Nach
weiteren 24 h Rihren wurde etwas Ethanolamin zugegeben, die Reaktionsmischung
weitere 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und dann zur Aufreinigung gegen DMF
dialysiert (MWCO: 3500-6000 Da, dreimal je 300 mL DMF, jeweils 3 h). Anschliefend
wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und die Partikel in 5 mL
wasserfreiem DMF resuspendiert. Es wurde eine hellrote Losung mit einer Konzentration
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von 0,2 uM an Nanopartikeln erhalten und mithilfe von '"H-NMR-, *C-NMR- und IR-
Spektren auf ihre Amidbindung hin untersucht. Im nachsten Schritt erfolgte die
Sulfatierung der Nanopartikel durch langsames Zutropfen einer Losung von SO3-DMEF-
Komplex (0,030 g, 0,2 mmol, 2:10° Ag.) in 1 mL abs. DMF zu einer auf 0°C gekiihlten
Losung der Aminopyran-funktionalisierten Goldkolloide (1 nmol Nanopartikel, d =7 nm) in
5 mL abs. DMF. Nach 24 h Rihren bei Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung
gegen DMF (MWCO: 3500-6000 Da, dreimal mit je 400 mL DMF, jeweils 3 h) dialysiert. Das
Lésungsmittel wurde dann im Olpumpenvakuum entfernt und die Partikel anschlieRend in
3 mL dest. Wasser resuspendiert. AbschlieBend wurde die Kolloidldsung gegen Millipore-
Wasser (MWCO: 3500-6000 Da, zweimal je 200 mL Millipore-Wasser, jeweils 2 h)
dialysiert.

6.2.9.1.2 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Immobilisierung der sulfatierten

Aminopyrane auf Goldkolloide (@ = 10 nm) durch HBTU / HOBt-Kupplung (B)

Die Synthese der sulfatierten Aminopyran-funktionalisierten Goldnaopartikel mit einem
Partikeldurchmesser von 10 nm ist in Abb. 96 fiir Syn3s (analoge Durchfiihrung fiir Glucas)
gezeigt und wurde nach folgender Synthesevorschrift durchgefiihrt. In einem
ausgeheiztem Kolben wurden 3mL (0,197 uM, 0,6nmol, 1Aqg. in DMSO)
Mercaptocarbonsdure-koordinierte Goldkolloide vorgelegt und bei Raumtemperatur
gerihrt. Gleichzeitig wurden in einem zweiten ausgeheizten Kolben 0,004 g (2,65-10” mol,
4,4-10* Ag.) HOBt und 0,011 g (2,65-10° mol, 4,4-10* Aq.) HBTU gelést und in einem
weiteren Kolben Syn3s bzw. Glucas (2,64-10° mol, 4,4-10* Aq.), jeweils in 2 mL DMSO
gelost und am Vakuum 30 min entgast, bevor die Kolben wieder mit Argon geflutet
wurden. Unter starkem Rihren wurde die HOBt / HBTU-LOsung zu der Kolloidlosung
gegeben. Im nachsten Schritt wurden 7,5 pL (5,29-10° mol, 8,8-104Aq.) NEt; langsam
zugetropft, bevor dann die Epitop-Losung zugegeben wurde. Die Reaktionslésung wurde
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Der Fortgang der Reaktion wurde per DC-
Kontrolle Uberprift. Zur Aufreinigung des Rohproduktes wurde zuerst gegen DMSO
(MWCO: 3500-6000 Da, 600 mL DMSO, 2 h) und dann gegen DMF (3500-6000 Da, dreimal
je 600 mL DMF, jeweils 3 h) dialysiert. Am Olpumpenvakuum wurde dann im Anschluss
das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in 5 mL abs. DMF geldst.

6.2.9.1.3 Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Immobilisierung der zuvor hergestellten
Liganden auf Citrat-koordinierten Goldnanopartikel (@ =14 nm) durch

Ligandenaustauschreaktion (C)
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Zu einer wassrigen Losung Citrat-koordinierter Goldnanopartikel (15 mL einer 1,72 nM
Losung = 0,024 nmol Nanopartikel) wurde unter starkem Rihren eine Losung des
kompletten Liganden (0,11 mmol, 4,6-10° Aq.) in 1 mL dest. Wasser gegeben und 72 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde gegen Wasser dialysiert (MWCO: 3500-6000,
dreimal je 600 mL dest. Wasser, jeweils 2 h). Nach der Dialyse betrug das
Losungsmittelvolumen ca. 17 mL. AbschlieBend wurde die Losung auf 10mL am
Olpumpenvakuum eingeengt. Es wurde eine klare rote Lésung mit einer Konzentration
von 2,4 nM Nanopartikel erhalten, die im Kiihlschrank gelagert wurde.

6.2.9.1.4 Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Immobilisierung der zuvor hergestellten
Liganden auf der Partikeloberflache von Citrat-koordinierten Goldnanopartikeln

(@ = 25 nm) durch Ligandenaustauschreaktion (D)

Zu Beginn wurden 50 mL (0,25 nM, d = 25 nm) einer wassrige Losung Citrat-koordinierter
Goldnanopartikel mit einer Losung des kompletten Ligandens (0,2 mmol, 1,6-10’ Aq.)
versetzt und 72 h bei Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluss daran wurde zur
Aufreinigung gegen Wasser dialysiert (MWCO: 3500-6000, dreimal je 800 mL dest. Wasser,
jeweils 3 h). Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen ca. 53 mL. Die
Kolloidlésung wurde am Olpumpenvakuum auf 25 mL eingeengt und die erhaltene Lésung
durch einen Spritzenaufsatzfilter (0,2 um) filtriert. Es wurde eine klare violette Lésung mit
einer Nanopartikelkonzentration von ¢ =0,5 nM erhalten, welche sich bei Lagerung im
Kihlschrank bei 4 °C mehrere Wochen optisch nicht veranderte.

6.2.9.1.5 Allgemeine Synthesevorschrift flir die Sulfatierung von Gluca und Syn3 (E)

In einen ausgeheizten Schutzgaskolben wurden unter Argon 0,25 mmol des zu
sulfatierenden Ligandens und eine adaquate Menge des SOs;-DMF-Komplexes in 10 mL
absolutem DMF geldst und zwei bis finf Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Dann
wurde das Lésungsmittel am Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand mit 5 mL 1 M
Natronlauge versetzt und 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Zur Aufreinigung wurde
Ethanol hinzugegeben, um Verunreinigungen durch Fallen und Zentrifugation (3500 rpm,
15 min) zu entfernen. Falls benétigt wurde das Wasser am Olpumpenvakuum entfernt und
das erhaltene Rohprodukt ohne weitere Aufarbeitung verwendet.

6.2.9.1.6 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Immobilisierung der sulfatierten Liganden

auf die QDots durch eine Kupplungsreaktion mit EDC / sulfo-NHS (F)
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Zur Immobilisierung der Kohlenhydratmimetika auf CdTe/ZnS-QDots wurde ein Verhaltnis
der Kupplungsreagenzien von 1:1000:2500 (CdTe:EDC:sulfo-NHS) gewahlt. Der
allgemeine Syntheseverlauf sah dabei zunachst die Vorbereitung der Lésungen vor. Dazu
wurde 6 nmol (1 Aq.) der CdTe/ZnS-QDots in 3 mL H,0 gelést und 1 h bei Raumtemperatur
im Argonstrom entgast. Analog dazu wurden in zwei ausgeheizten Kolben 6-10°° mol
(1-10°Aqg.) EDC bzw. 1,5-10° mol (2,5-10° Aqg.) sulfo-NHS in je 1 mL H,O geldst und bei
Raumtemperatur unter Schutzgasbedingungen 30 min gerihrt. Danach wurden zur
Aktivierung der Partikellosung die EDC-Losung und die sulfo-NHS-Losung zugegeben und
unter Schutzgasbedingungen 30 min geriihrt. Waihrenddessen wurden 3-10” mol
(3-10° Aqg.) Ligand in 3 mL 1 M NaOH geldst, kurz entgast und im Anschluss unter starkem
Rihren zu der aktivierten Partikellosung gegeben. Die Reaktionsldésung wurde 2 h bei
Raumtemperatur im Dunkeln gertihrt. Zur Aufreinigung wurde die Partikellosung dialysiert
(zellulosester (MWCO: 3500-5000 Da, dreimal je 500 mL Millipore-H,0, dreimal 1 h). Nach
der Dialyse wurde das Losungsmittel am Olpumpenvakuum entfernt und die
funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots in 5 mL Millipore-Wasser aufgenommen.

6.2.9.1.7 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Immobilisierung der sulfatierten Liganden
auf Eisenoxidnanopartikel (IONP) (G)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Xiong et al. *%)

Die Immobilisierung der Kohlenhydratmimetika auf die Eisenoxidnanopartikel erfolgte
ebenfalls durch Kupplung mit EDC/sulfo-NHS. Dazu wurden 0,002 g (1Aq.) der
Eisenoxidnanopartikel in 10 mL Millipore-Wasser geldst. Unter starkem Riihren wurden
0,05 mmol EDC und 0,05 mmol NHS in je 1 mL Millipore-Wasser zugegeben. Nach 15 min
wurde die Zugabe von EDC und NHS wiederholt und die Reaktionsldsung weitere 15 min
gerihrt. AnschlieBend wurden 0,15 mmol Ligand (gel6st in 1 mL Millipore-Wasser)
zugetropft und die Reaktionslésung 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Aufarbeitung
der funktionalisierten Eisenoxidnanopartikel erfolgte durch Zentrifugation (12000 rpm,
25 min), Abdekandieren des Losungsmittels und Waschen mit Ethanol. Der Vorgang wurde
dreimal wiederholt. Die erhaltenen Eisenoxidnanopartikel wurden am Olpumpenvakuum
getrocknet und in 2 mL Millipore-Wasser aufgenommen. Falls notwendig erfolgte ein
weiterer Aufreinigungsschritt durch Dialyse (MWCO: 6000-8000 Da, 500 mL Millipore-
Wasser, 3 h).
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6.2.9.2 Synthese der Liganden

6.2.9.2.1 Synthese von sulfatiertem Syn3 (Syn3s)

_-050;Na
Na0;S0, :
H,N =
~0S0;Na

Syn3s (M = 511,39 g/mol)

Synthesevorschrift E: 0,051 g (0,25 mmol, 1Aq.) Syn3; 0,134 g (0,875 mmol, 3,5 Aq.)
SO3-DMF-Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8 =1,18 (s, 6H, CHs); 1,51 (d, 1H, CH); 2,71 (t, 1H,
CH), 3,58-3,62 (m, 5H, CH,,CH); 3,64 (d, 1H, CH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & =26,88 (CH,); 46,63 (CH-C-CHs); 65,01 (CH,),
66,68 (CH); 66,95 (CH,); 72,18 (CH-CH,); 72,85 (CH-CH,); 82,71 (CH-NH,) ppm.

6.2.9.2.2 Synthese von sulfatiertem Glucosamin (Glucas)

0S0;Na
Na0,S0, :
0S0;Na
o)

HN Oso,Na

Glucas (M = 587,35 g / mol)

Synthesevorschrift E: 0,045g (0,25 mmol, 1Aq.) Glucosamin; 0,172 g (0,219 mmol,
4,5 Aq.) SO3-DMF-Komplex in 10 mL DMF

Es wurde ein hellgelber Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Reaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.

Charakterisierung:

ATR-IR  (Diamant- 3441,3 cm™ (s, v(N-H), v(O-H)); 2931,2 cm™ (s, v(C-H)); 2819,6 cm™ (s, v(C-H));
Einfachreflexion):  1599,9cm™ (s, §(N-H)); 1449,2cm™ (m, 8(C-H)); 1386,3 cm™ (m, §(C-H));
1354,6 cm™ (m, 8(0-H));1304,4cm™ (m, v(C-0)); 1241,6 cm™ (m, v(C-0));
1138,32 cm™ (m, v(C-0)).
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 3,49 (q, 1H, CH-CH,), 3,72 (m, 1H CH-NH,); 3,82
(d, 2H, CH,-0SO3Na); 3,97 (t, 2H, CH); 4,95 (d, 2H, NH,); 5,43 (d, 1H, CH-
0O) ppm.
BBC-NMR (100 MHz, D,0): & = 54,24 (CH-NH,); 60,27 (CH,-OSO;Na); 69,64 (CH-
CH,-0S0;Na); 71,52 (CH);76,11 (CH); 92,68 (CH-O) ppm.
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HRMS (ESI): m /z =587,73 [M+H]" (berechnet fiir [CsHsNNa,04,S, + H]" = 587,83)

6.2.9.2.3 Umsetzung von Syn3 mit  S-Acetylsulfanylundecansadure-N-hydroxy-
succinimidester mit anschlieBendem Sulfatierungsschritt (LigSyn3s)

_0S0;Na

Na0,SO, :
NaS N =
_ H  ™Soso,Na
LigSyn3s (M = 733,71 g / mol)

S-Acetylsulfanylundecansiure-N-hydroxysuccinimidester (0,081 g, 0,23 mmol, 1 Aq.)
wurde in 2 mL abs. DMF gel6st und mit einer Losung aus Syn3 (0,070 g, 0,34 mmol, 1.5
Aqg.) in 2,5 mL abs. DMF versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei Raumtemperatur
geruhrt, bevor 5 mL dest. Wasser zugegeben wurden. Der farblose Niederschlag wurde
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und am Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden
0,056 g (0,13 mmol, 38%) eines farblosen Feststoffes erhalten.

Im nachsten Schritt wurden der farblose Feststoff (0,056 g, 0,13 mmol, 1 Aq.) in 3 mL abs.
DMF gel6st und tropfenweise mit einer SO3-DMF-Komplex-Losung (0,078 g, 0,51 mmol, 4
Aqg., gelést in 5 mL abs. DMF) versetzt. Die Reaktionslésung wurde anschlieBend 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 20 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und die
Reaktionslésung weitere 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt und der Rickstand mit Ethanol
verdinnt. Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Die Suspension wurde 48 h im
Kiihlschrank gelagert, bevor der Niederschlag abfiltriert und am Olpumpenvakuum
getrocknet wurde. Es wurden 0,067 g (0,09 mmol, 70%) eines farblosen Feststoffes
erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,13 (s, 6H, CHs); 1,22-1,33 (bm, 12H, CH,);
1,48 (quin, 2H, CH,); 1,61 (quin, 2H, CH,); 1,71 (m, 1H, CH); 2,11 (m, 1H, CH);
2,15 (t, 2H, CHy); 2,81 (t, 2H, CH,); 3,60 (m, 4H, CH,); 3,88 (q, 1H, CH); 4,33 (t,
1H, CH) ppm.

IR (KBr-Pressling):  3501,8 cm™ (s, v(O-H)); 3328,1 cm™ (s, V(N-H)); 2964,3 cm™ (m, v(C-H));
2916,5 cm™ (s, v(C-H)); 2847,8 cm™ (s, v(C-H)); 1816,9 cm™ (s); 1788,7 cm™ (s,
v(C=0)); 1736,0 cm™ (s, v(C=0)); 1682,0 cm™ (s, v(C=0)); 1577,1 cm™ (m);
1464,9 cm™ (m, 8(C-H)); 1425,5 cm™ (w, 8(C-H)); 1413,7 cm™ (m, &(C-H));
1366,8 cm™ (m); 1208,1 cm™ (s, v(C-0)); 1129,9 cm™ (w); 1076,4 cm™ (w);
722,4 cm™ (w, CH,-rocking).

Elementar- Ergebnisse des nicht sulfatierten Liganden:

analyse: bestimmt: 58,81% (C); 9,57% (H); 4,86%(N)

berechnet: 59,03% (C); 9,23% (H); 3,13%(N)
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6.2.9.2.4 Umsetzung von Glucosamin (Gluca) mit S-Acetylsulfanylundecansdure-N-

hydroxysuccinimidester mit anschlieRendem Sulfatierungsschritt (LigGlucas)

050,Na
Na0,S0, :
0SO;:Na
/\/\/\/\/\)OL °
Nas N 0so,Na

LigGlucas (M = 809,67 g / mol)

0,260g (1 mmol, 1 Ag.) S-Acetylsulfanylundecansdure wurden in 20mL abs.
Dichlormethan gelést und auf 0 °C abgekiihlt. Dazu wurden 0,197 g (1,1 mmol, 1,1 Aq.)
Glucosamin, 0,149 g (1,1 mmol, 1,1 Aq.) HOBt und 0,152 mL (1,1 mmol, 1,1 Ag.) NEts
gegeben und 15 min. geriihrt, bevor im Anschluss die Reaktionslésung mit 0,211 g
(1,1 mmol, 1,1 Ag.) EDC versetzt wurde. Nachdem die Reaktionsldsung iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt wurde, wurde die Losung je dreimal mit 0,5 M Zitronensaure
und gesattigter NaHCOs-L6sung gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurde
Uber MgS04 2 h getrocknet und danach filtriert, bevor das Losungsmittel des Filtrats am
Rotationsverdampfer entfernt wurde. AbschlieRend wurde der farblose Feststoff am
Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 0,235 g (0,56 mmol, 51%) eines farblosen
Feststoffs erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): § = 1,24-1,31 (bm, 10H, CH,); 1,48-1,62 (m, 4H,
CH,); 1,86 (quin, 2H, CH,-CH,-S); 2,31 (s, 3H, CHs); 2,37 (t, 2H, CH,-CO); 3,12
(t, 2H, CH,-S); 3,56 (d, 1H, CH-NH); 4,16 (t, 1H, CH-CH,); 4,27 (t, 1H, CH); 4,52
(d, 2H, CH,); 5,56 (d, 1H, CH-0); 7,41 (d, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 24,12 (CH,-CH,-CO), 28,71 (CH,), 28,86 (CH,),
28, 99 (CH,), 29,18 (CH,-S), 29,24 (CH,), 29,29 (CH,), 29,42 (CH,), 30,59 (CHs),
33,75 (CH,-CH,-S), 35,00 (CH,-CO), 59,10 (CH-NH), 62,54 (CH,-OH), 65,29 (CH-
CH,-OH), 70,59 (CH), 74,71 (CH), 99,95 (CH-0), 178,18 (CO-NH), 196,07 (CO-
S) ppm.

Im nachsten Schritt wurde der farblose Feststoff (0,100 g, 0,24 mmol, 1 Aqg.) in 5 mL abs.
DMF gel6st und tropfenweise mit einer SO3-DMF-Komplex-L6sung (0,164 g, 1,08 mmol,
4,5 Aq., geldst in 5 mL abs. DMF) versetzt. Die Reaktionslésung wurde anschlieRend 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 25 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und die
Reaktionslésung weitere 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das
Lésungsmittel am Olpumpenvakuum eingeengt und der Riickstand mit Ethanol verdiinnt.
Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Die Suspension wurde 48 h im Kihlschrank
gelagert, bevor der Niederschlag abfiltriert und am Olpumpenvakuum getrocknet wurde.
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Es wurden 0,083 g (0,01 mmol, 42%) eines farblosen Feststoffes erhalten, der ohne
weitere Aufarbeitung fiir die Immobilisierung auf die Nanopartikel verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,29-1,44 (bm, 12H, CH,); 1,58-1,62 (m,
2H, CH,-CH,-CO); 1,71-1,73 (m, 2H, CH,-CH,-S); 1,87 (t, 2H, CH,-CO); 2,67 (t,
2H, CHy-S); 3,56 (d, 1H, CH-NH); 3,67 (t, 1H, CH-CH,-0); 3,96 (d, 2H, CH,-0);
4,38 (t, 1H, CH); 4,63 (t, 1H, CH); 5,28 (d, 1H, CH-0); 7,92 (d, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 24,45 (CH,-CH,-CO), 28,71 (CH,), 28,07 (CH,),
28, 29 (CH,), 28,41 (CH,), 28,50 (CH,), 28,67 (CH,), 28,77 (CH,), 29,07 (CH,),
33,61 (CH,-CH,-S), 38,82 (CH,-CO), 58,38 (CH-NH), 62,17 (CH,-OH), 75,71 (CH-
CH,-OH), 84,70 (CH), 85,90 (CH), 109,53 (CH-0), 174,47 (CO-NH) ppm.

6.2.9.3 Immobilisierung der Kohlenhydratmimetika auf die Goldnanopartikel

6.2.9.3.1 Synthese von sulfatierten Syn3-koordinierten Goldnanopartikeln (@ = 7 nm)

R 3
AuSyn3s 0,350, :
0 C,/\
@S%NW : © 3
9 H - -
0505 i

Synthesevorschrift A: 0,004g (0,02 mmol, 1-10°Aqg.) Syn3; 5mL (0,2 uM, 1nmol
Nanoparikel) AUMUDHSE, 20 uL (0,14 mmol, 2:10° Aqg.) NEts, 0,03 g (0,2 mmol, 2:10° Aq.)
SO3-DMF-Komplex.

Es wurde eine klare, hellrote Losung mit einer Konzentration von 0,33 mol / L erhalten, die
im Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde und sich mehrere Monate optisch nicht
veranderte

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,5nm DLS: d,=11+2nm
UV/Vis: Amax =521 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8=1,11 (s, 6H, CHs); 1,22-1,39 (bm, 12H, CH,);

1,41 (d, 2H, CH,); 1,57 (m, 2H, CH,); 1,66 (m, 2H, CH,); 1,80 (d, 1H, CH); 2,21
(m, 1H, CH); 2,29 (t, 2H, CH,); 2,64 (t, 2H, CH,); 3,03 (d, 4H, CH,); 3,85 (m, 1H,
CH) ppm.

6.2.9.3.2 Synthese von sulfatierten Syn3-koordinierten Goldnanopartikeln (@ = 10 nm)
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Synthesevorschrift B: 3 mL (0,197 uM, 0,6 nmol Nanopartikel, 1 Ag.) AuMUDA, 0,004 g
(2,65-10° mol, 4,4-10°Aqg.) HOBt, 0,011g (2,65-10° mol, 4,4-10*Agq.) HBTU, Syn3s
(0,015 g, 2,64-10° mol, 4,4-10" Aq.), 7,5 pL (5,29-10” mol, 8,8-10" Aq.) NEts;, 6 mL DMSO.

Es wurde eine klare rote Losung mit eine Konzentration ¢ =0,12 mol /L erhalten. Diese
wurde im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und war mehrere Wochen optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=9,6+0,2 nm DLS: dy=17 £ 4 nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): §=1,11 (s, 6H, CHs); 1,23-1,47 (bm, 14H, CH,);

1,41 (d, 2H, CH,); 1,58 (m, 2H, CH,); 1,61 (m, 2H, CH,); 1,99 (d, 1H, CH); 2,18
(m, 1H, CH); 2,31 (t, 2H, CH,); 2,67 (m, 2H, CH,); 3,08 (d, 4H, CH,); 3,83 (m,
1H, CH) ppm.

6.2.9.3.3 Synthese von sulfatierten Syn3-koordinierten Goldnanopartikeln (@ = 14 nm)

Synthesevorschrift C: 15mL (1,72nM, 0,024 nmol Nanopartikel, 1Aq.) AuCitrat
(d =14 nm); 0,080 g (0,11 mmol, 4,6-10° Aq.) LigSyn3s; Millipore-Wasser.

Es wurde eine klare rote Losung mit eine Konzentration von c=0,24nmol/L an
Nanopartikeln erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und war
mehrere Wochen optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=13,6+0,8 nm DLS: dy=21+5nm
UV/Vis: Amax =529 nm

6.2.9.3.4 Synthese von sulfatierten Syn3-koordinierten Goldnanopartikeln (@ = 25 nm)

Synthesevorschrift D: 40mL (0,25nM, 0,01 nmol Nanopartikel, 1Aqg.) AuCitrat
(d =25 nm); 0,015 g (0,02 mmol, 2:10° Aq.) LigSyn3s; Millipore-Wasser.

Nach dem Dialyseschritt betrug das Losungsmittelvolumen 41,5 mL. Die Kolloidlésung
wurde auf 25 mL eingeengt. Es wurde eine klare, violette Kolloidlésung (c = 0,4 nmol / L)
erhalten, die im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=25,4+0,6 nm DLS: -
UV/Vis: Amax =535 nm
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6.2.9.3.5 Synthese sulfatierter APO1 funktionalisierter Goldnanopartikel (@ = 7 nm)

(AuAPO1s)

Synthesevorschrift A: 0,0035g (0,018 mmol, 2,3-104Aq.) APO1; 4mL (0,2 umol/L,
0,8 nmol NP) AuMUDHSE; 20 uL (0,14 mmol, 1,75-105Aq.) NEt;; 0,03g (0,2 mmol,
2,5-10° Aq.) SO3-DMF-Komplex.

Es wurden 5 mL einer roten Kolloidlésung (c = 0,16 umol /L) erhalten, die bei 4 °C im
Klhlschrank gelagert wurde und mehrere Monate optisch stabil war.

Charakterisierung:

TEM:
UV/Vis:
NMR:

ATR-IR (Diamant-
Einfachreflexion):

d=6,9+0,4 nm DLS: d,=16+3 nm

Amax =522 nm

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,24-1,36 (bm, 19H, CH,, CHs); 1,45-1,48 (m, 2H,
CH,-CH,-CO); 1,57-1,62 (m, 2H, CH,-CH,-S); 1,75 (d, 1H, CH); 1,94 (t, 2H, CH,-
CO); 2,24 (t, 2H, CH,-S); 3,43 (d, 2H, CH,-0S05); 3,67 (t, 1H, CH-NH); 4,56 (d,
1H, CH), 4,63 (d, 1H, CH), 7,90 (d, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 16,65 (CHs), 24,49 (CH,-CH,-CO), 25,15 (CH,),
27,70 (CHs), 28,12 (CH,), 28,48 (CH,), 28, 63 (CH,), 28,92 (CH,), 29,17 (CH,),
29,60 (CH,), 34,59 (CH,-CH,-S), 35,71 (CH,-CO), 53,78 (CH-CH,-0S05), 59,88
(CH-NH), 64,12 (CH,-0S05), 69,02 (CH), 73,92 (CH-O), 77,41 (CH),177,68 (CO-
NH) ppm.

2921,6 cm™ (s, v(C-H)); 2851,7 cm™ (s, v(C-H)); 1662,3 (s, v(C=0)), 1592,9 cm’
! (s, v(N-H)); 1435,2cm™ (m, §(C-H)); 1385,9 cm™ (m, §(C-H)); 1232,0 cm™
(m, v(C-0)); 1015,7 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.3.6 Immobilisierung der Epitope APO2 und APO3 auf Goldkolloide (@ =7 nm) mit

anschliefendem Sulfatierungsschritt

0S0,° 0505°

AuAPO2s / AuAPO3s !
‘0,50 . 0,50 I
9s50._A_. S

Synthesevorschrift A: AP02 [0,0053 g (0,02 mmol, 1-10° Aqg.)]; 5 mL (0,2 uM, 1 nmol NP)
AuMUDHSE, 20 pL (0,14 mmol, 2:10° Ag.) NEts, 0,03 g (0,2 mmol, 2:10° Ag.) SO5-DMF-

Komplex
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Es wurden 5 mL einer dunkelroten Kolloidlésung (c=0,2 umol /L) erhalten, die im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde und einige Wochen stabil war.

Synthesevorschrift A: 0,0056 mg (0,02 mmol, 1-10° Aq.) AP03; 5 mL (0,2 pM, 1 nmol NP)
AUMUDHSE, 20 pL (0,14 mmol, 2-10° Aq.) NEts, 0,03 g (0,2 mmol, 2-10° Ag.) SO3-DMF-
Komplex

Es wurden 5 mL einer roten Kolloidlésung (c = 0,2 umol / L) erhalten, die im Kihlschrank
bei 4 °C gelagert wurde und einige Wochen stabil war.

Charakterisierung:

AuAPO2s: AuAPO3s:

TEM: d=6,9+0,3 nm TEM: d=6,9+0,3 nm

UVv/Vis: Amax =526 nm UV/Vis: Amax =528 nm

DLS: dy=21%5nm DLS: dy =25+ 6 nm

NMR 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,23-1,32 (bm, 10H, CH,); 1,45 (m, 2H, CH,-(CH,),-S);

(von AP02s): 1,54 (m, 2H, CH,-CH,-CO); 1,62 (m, 2H, CH,-CH,-S); 2,14 (t, 2H, CH,-CO); 2,26 (t, 2H,
CH,-S); 2,66 (t, 1H, CH); 3,24 (d, 4H, CH,-0S03); 3,66 (t, 1H, CH-NH); 3,98 (d, 1H, CH-
CO), 4,64 (t, 1H, CH), 4,91 (d, 1H, CH); 7,24 (d, 2H, CHa,); 7,43 (t, 3H, CHa,); 8,20 (d,
1H, NH) ppm.
AuAPO3s konnte nach dem Aufreinigen nicht mehr agglomerationsfrei in
deuteriertes Losungsmittel Gberfihrt werden.

6.2.9.3.7 Immobilisierung der Epitope AP0O4 und APO5 auf Goldkolloide (@ =7 nm) mit
anschlielendem Sulfatierungsschritt

_ 0505

AuAPO04s AuAPOS5s =z

o o g

Synthesevorschrift A: 0,0042 g (0,017 mmol, 1-10° Ag.) APO4; 5mL (0,2 uM, 1 nmol
Nanopartikel) AuMUDHSE; 20 uL (0,14 mmol, 2-105Aq.) NEt;; 0,030g (0,2 mmol,
2:10° Ag.) SO3-DMF-Komplex.

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL AuAPO4s (c=0,33 umol /L) erhalten. Die
Kolloidlésung wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Synthesevorschrift A: 0,0039 g (0,015 mmol, 1-10° Agq.) APO5; 5mL (0,2 uM, 1 nmol
Nanopartikel) AuMUDHSE; 20 uL (0,14 mmol, 2-105Aq.) NEt;; 0,030g (0,2 mmol,
2-10° Aqg.) SO3-DMF-Komplex.
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Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL AuAPO5s (c=0,33 umol/L) erhalten. Die
Kolloidlésung wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Charakterisierung:

AuAPO4s: AuAPO5s:

TEM: d=7,2+0,2 nm TEM: d=7,2+0,2 nm

UV/Vis: Amax =525 nm UV/Vis: Amax =526 nm

DLS: dy=22+4nm DLS: dy=31%5nm

NMR(von 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 1,03 (t, 3H, CHs); 1,18 (bm, 10H, CH,); 1,34 (m, 2H, CH,-
AUAPOQ5s): (CH,),-S); 1,49 (m, 2H, CH,-CH,-CO); 1,78 (m, 2H, CH,-CH,-S); 1,94 (t, 1H, CH); 1,98 (t,

2H, CH,-CO); 2,69 (t, 2H, CH,-S); 3,51 (d, 4H, CH,-0S05); 3,67 (t, 1H, CH-NH); 4,78 (t,
1H, CH); 7,78 (d, 1H, NH) ppm.

6.2.9.3.8 Synthese von sulfatierten Mannosamin-koordinierten Goldnanopartikeln

(AuMannas, @ =7 nm)

AuMannas
(o)

0s0;
‘0,50, *
2 I"osoy |
9 H

050, ‘ﬁ

Synthesevorschrift A: 0,0043 g (0,02 mmol, 1-10° Ag.) Mann; 5mL (0,2 uM, 1 nmol NP)
AuMUDHSE, 20 uL (0,14 mmol, 2:10° Ag.) NEts, 0,030 g (0,2 mmol, 2-:10° Aq.) SO5-DMF-
Komplex

£

Es wurden 5 mL einer klaren, roten Partikellésung (c =0,2 umol /L) erhalten, die im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde und mehrere Monate stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=7,1+0,3nm DLS: dy=19 5 nm
UV/Vis: Amax =521 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,24 (bm, 12H, CH,); 1,57 (m, 4H, CH,-CH,-CO,

CH,-CH,-S); 2,07 (t, 2H, CH,-CO); 2,29 (t, 2H, CH,-S); 3,29 (d, 2H, CH,-0S05);
3,52 (t, 1H, CH-NH); 3,92 (d, 1H, CH), 4,29 (t, 2H, CH); 5,10 (d, 1H, CH-CO);
7,90 (d, 1H, NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 16,65 (CHs), 23,47 (CH,-CH,-CO), 25,78 (CH,),
28,12 (CH,), 28,71 (CH,), 28, 97 (CH,), 29,19 (CH,), 29,34 (CH,), 29,90 (CH,),
32,61 (CH,-CH,-S), 35,25 (CH,-CO), 61,81 (CH-NH), 69,31 (CH,-0S05), 76,89
(CH), 90,08 (CH), 92,49 (CH),100,52 (CH); 172,96 (CO-NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2921,7 cm™ (s, v(C-H)); 2851,1cm™ (s, v(C-H)); 1650,4 cm™ (s, v(C=0)),
Einfachreflexion):  1637,8 cm™, 1527,9 cm™ (s, v(N-H)); 1451,2 cm™ (m, 8(C-H)); 1393,1 cm™ (m,
8(C-H)); 1210,3 cm™ (s, v(C-0)); 1087,6 cm™ (m, v(C-0)), 719,7 cm™ (w, CH2-
rocking).

289



6 Experimenteller Teil

6.2.9.3.9 Synthese von sulfatierten Glucoseamin-funktionalisierten Goldnanopartikeln

(AuGlucas, @ =7 nm)

AuGlucas 0S0;”
"0,50,

3
o .
@S%N@f 0505 taty
9 H 050,° .

Synthesevorschrift A: 0,0049 g (0,02 mmol, 1-10° Aqg.) Glucosamin; 5 mL (0,2 uM, 1 nmol
NP) AuMUDHSE, 20 uL (0,14 mmol, 2:10°Aq.) NEts;, 0,030g (0,2 mmol, 2-10°Aq.)
SO3-DMF-Komplex.

Es wurde eine klare, rote Kolloidlésung (c = 0,33 uM) erhalten, die mehrere Monate stabil

Charakterisierung:

TEM: d=7,1+0,3nm DLS: d,=15+3 nm
UV/Vis: Amax =523 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & = 1,24-1,37 (bm, 12H, CH,); 1,54 (m, 2H, CH,-

CH,-CO); 1,62 (quin, 2H; CH,-CH,-S); 2,14 (t, 2H, CH,-CO); 2,68 (t, 2H, CH,-S);
3,62 (d, 2H, CH-CH,-0S05); 3,93 (t, 1H, CH-NH); 4,28 (d, 2H, CH,-0505)4,74
(t, 1H, CH); 6,42 (t, 1H, CH); 7,32 (d, 1H, CH-CO); 8,18 (d, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2922,8cm™ (s, v(C-H)); 2851,8cm™ (s, v(C-H)); 1632,5 cm™ (s, v(C=0)),
Einfachreflexion):  1530,4 cm™ (s, V(N-H)); 1451,9 cm™ (m, 8(C-H)); 1399,9 cm™ (m, 8(C-H));
1258,0 cm™(s, v(C-0)); 1222,2cm™ (s, v(C-0)); 1065,0cm™ (s, v(C-0)),
1032,0 cm™ (s, v(C-0)), 720,1 cm™ (w, CH2-rocking).

6.2.9.3.10 Synthese von Glucas-funktionalisierten Goldnanopartikeln (@ = 10 nm)

Synthesevorschrift B: 3 mL (0,197 uM, 0,6 nmol, 1Aqg. in DMSO) AuMUDA; 0,004 g
(2,65-10° mol, 4,4-10*Aq.) HOBt, 0,011g (2,65-10° mol, 4,4-10*Aq.) HBTU, Glucas
(0,015 g, 2,55-10° mol, 4,3-10" Aq.), 7,5 L (5,29-10” mol, 8,8-10" Aq.) NEts;, 6 mL DMSO.

Es wurde eine klare, rote Kolloidlosung (c = 0,12 umol / L) erhalten, die mehrere Wochen
stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=9,6+0,3nm DLS: d,=16+3 nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,10-1,28 (bm, 12H, CH,); 1,65 (m, 2H, CH,-CH,-

CO); 1,77 (quin, 2H; CH,-CH,-S); 2,04 (t, 2H, CH,-CO); 2,70 (t, 2H, CH,-S); 3,57
(g, 1H, CH-CH,-0505); 3,63 (t, 1H, CH-NH); 3,70 (d, 2H, CH,-0S05); 5,79 (t,
1H, CH); 6,01 (t, 1H, CH); 6,42 (d, 1H, CH-CO); 7,90 (d, 1H, NH) ppm.
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6.2.9.3.11Synthese von sulfatierten Glucosamin- funktionalisierten Goldnanopartikeln

(AuGlucas @ = 14 nm)

Synthesevorschrift C: 15mL (1,72nM, 0,024 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) AuCitrat
(d = 14 nm); 0,020 g (0,025 mmol, 1-10° Aq.) LigGlucas; Millipore-Wasser.

Es wurden 10 mL einer klaren, roten Losung (c = 2,4 nmol /L) erhalten. Diese wurde im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und war mehrere Wochen optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: - DLS: d,=20+6nm
UVv/Vis: Amax =528 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,07-1,17 (bm, 12H, CH,); 1,31 (m, 2H, CH,-CH,-

CO); 1,71 (m, 2H; CH,-CH,-S); 2,15 (t, 2H, CH,-CO); 2,77 (t, 2H, CH,-S); 3,28 (q,
1H, CH-CH,-0S05); 3,65 (t, 1H, CH-NH); 3,89 (d, 2H, CH,-0S05); 4,57 (t, 1H,
CH); 4,59 (t, 1H, CH); 5,24 (d, 1H, CH-CO); 7,93 (d, 1H, NH) ppm.

6.2.9.3.12 Synthese von sulfatierten Glucosamin- funktionalisierten Goldnanopartikeln

(AuGlucas @ = 25 nm)

Synthesevorschrift D: 50mL (0,25nM, 0,013 nmol Nanopartikel, 1Aq.) AuCitrat
(d =25 nm); 0,020 g (0,025 mmol, 1,9-10° Aq.) LigGlucas; Millipore-Wasser.

Es wurde eine klare, violette Kolloidlésung (c = 0,52 nmol / L) erhalten, die im Kihlschrank
bei 4 °C gelagert wurde.
Charakterisierung:

TEM: - DLS: d,=33+8nm
UV/Vis: Amax =535 nm

6.2.9.3.13 Immobilisierung von Glucas auf AuUMHA (AuMHAGIucas, @ = 8 nm)
AuMHAGIucas 0S05”
"0,S0, -

3
0 I~ oso;
@ty
4 H

0S05°

Synthesevorschrift B (analog AUMUDA): 3 mL (0,7 pM, 2,1 nmol, 1 Ag. in DMSO) AuMHA;
0,004 g (2,65-10 mol, 1,3-10" Aq.) HOBt, 0,011 g (2,65-10” mol, 1,3-10* Aq.) HBTU, Glucas
(0,016 g, 2,55-10° mol, 1,3-10% Aq.), 7,5 pL (5,29-10” mol, 2,5-10% Aq.) NEt;, 6 mL DMSO.
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Es wurden 3 mL einer klaren, roten Losung (c = 0,7 umol / L) erhalten, die im Kihlschrank
bei 4 °C gelagert wurde und mehrere Wochen stabil war.

Charakterisierung:

TEM: - DLS: d,=10+£2 nm
UV/Vis: Amax =528 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,32 (quin, 2H, CH,); 1,48 (quin, 2H, CH,-

CH»-CO); 1,59 (quin, 2H; CH,-CH,-S); 2,15 (t, 2H, CH,-CO); 2,77 (t, 2H, CH,-S);
3,78 (g, 1H, CH-CH,-0S05); 3,85 (t, 1H, CH-NH); 3,99 (d, 2H, CH,-0S05); 4,49
(t, 1H, CH); 4,59 (t, 1H, CH); 5,41 (d, 1H, CH-CO); 7,82 (d, 1H, NH) ppm.

6.2.9.3.14 Immobilisierung von Glucas auf AuUMPA (AuMPAGIlucas, @ =5 nm)

AuMPAGlucas 0SO5”

o _
050,
™ SA)LNQA
H 0so,

Synthesevorschrift B (analog AuMUDA): 3 mL (2,85 uM, 9 nmol, 1 Aqg. in DMSO) AuMPA;
0,004 g (2,65-10” mol, 2,9-10* Aq.) HOBt, 0,011 g (2,65-10” mol, 2,9-10* Aq.) HBTU, Glucas
(0,016 g, 2,55-10™ mol, 2,9-10" Aq.), 7,5 pL (5,29-10” mol, 6-:10% Ag.) NEts, 6 mL DMSO.

Es wurden 5 mL einer klaren, roten Losung (c = 1,8 umol / L) erhalten, die im Kuhlschrank
bei 4 °C gelagert wurde und mehrere Wochen stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=4,9+0,3nm DLS: dy=31+8nm
UV/Vis: Amax =522 nm
NMR: '"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 =2,32 (t, 2H, CH,-CO); 2,67 (t, 2H, CH,-S);

3,81 (t, 1H, CH-NH); 4,12 (d, 2H, CH,-0S05); 4,40 (t, 1H, CH); 5,74 (t, 1H, CH);
5,80 (d, 1H, CH-CO); 7,93 (d, 1H, NH) ppm.
Signal (CH-CH,-0SO03’) wird durch Wasser-Signal (3,33) liberdeckt

6.2.9.3.15 Synthese von AuDTCGlucas (@ = 14 nm)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Kailasa et a/.[347])

0505
AuDTCGlucas 0350, *

s L4 0S0,4
>N
S H 0s0y
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Zur Darstellung von AuDTCGlucas wurden zundchst 10 puL (0,17 mmol, 6,5-106Aq.)
Kohlenstoffdisulfid mit 0,024 g (0,17 mmol, 6,5-10° Aq.) Glucas und 15 pL (0,1 mmol,
3,8:10° Aq.) NEt; in 1 mL Millipore-Wasser gemischt und 10 min bei Raumtemperatur im
Ultraschallbad behandelt. Im Anschluss daran wurde die Ligandlésung unter starkem
Riihren zu einer 1,72 nmol AuCitrat-Lésung (15 mL, 0,026 nmol, 1 Aqg.) gegeben und eine
weitere Stunde bei Raumtemperatur gerihrt, wobei diese langsam dunkler wurde.
Danach wurde die Reaktionslosung mit Ethanol gefdllt und zentrifugiert (3500 rpm,
10 min). Der erhaltene Rickstand wurde in 5 mL Millipore-Wasser resuspendiert und
abschlieBend in einem weiterern Reinigungsschritt gegen Millipore-Wasser dialysiert
(MWCO: 3500-6000 Da, 400 mL Millipore-Wasser, 3 h). Nach dem Dialyseschritt betrug
das Losungsmittelvolumen 5,4 mL. Somit wurde eine klare, rote Kolloidlésung mit einer
Konzentration von 4,81 nmol /L an Nanopartikeln erhalten. Die Losung wurde im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Charakterisierung:

TEM: - DLS: d,=19+5nm

UV/Vis: Amax =528 nm

ATR-IR(Diamant-  3328,6 cm™ (s, v(O-H)); 3003,3cm™ (w, v(C=C-H)); 2953,1 cm™ (w, v(C-H));

Einfachreflexion):  2916,4 cm™ (s, Ve,m(C-H)); 2847,9 cm™ (s, v(C-H)); 1718,1 cm™ (m, v(C=0));
1522,9 cm™ (s); 1485,7 cm™ (m, 8(C-H)); 1378,4 cm™ (s, 8(0-H)); 1258,7 cm™
(m,v(C-0)); 1089,9 cm™ (w, v(C-H)); 1014,2 cm™ (m,5(C-H)).

6.2.9.3.16 Synthese von AuAO-1-koordinierten Goldnanopartikeln (AuAO-1, @ = 7 nm)

AuAO-1 _/OH

HO,
o
9 H
H

Synthesevorschrift A (analog zu AuSyn3s ohne Sulfatierungsschritt): 0,0047 g (0,02 mmol,
2,0:10* Aq.) AO1; 5mL (0,2 pmol /L, 1nmol Nanopartikel, 1 Aq.) AuMUDHSE; 20 uL
(0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Es wurden 5 mL (abs. DMF) einer roten Kolloidlésung (c = 0,2 umol / L) erhalten, die bei
4 °C im Kihlschrank gelagert wurde und mehrere Monate optisch stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=6,7+0,3 nm DLS: d,=23+5nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 =1,17-1,37 (bm, 18H, CHs, CH,); 1,47 (m, 2H,

CH,-CH,-CO); 1,61 (quin, 2H; CH,-CH,-S); 2,17 (d, 1H, CH); 2,24 (t, 2H, CH,-
CO); 2,70 (t, 2H, CH,-S); 3,57 (g, 1H, CH-CH,-0S03); 3,73 (d, 4H, CH,-0S03);
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3,93 (t, 1H, CH-NH); 5,57 (t, 1H, CH); 5,59 (t, 1H, CH); 7,90 (d, 1H, NH) ppm.
Signal (CH-CO) wird durch Wasser-Signal (3,33) Gberdeckt
ATR-IR (Diamant- 3305,6 cm™ (m, v(O-H)); 2924,3 cm™ (s, v(C-H)); 2852,9 cm™ (s, v(C-H));
Einfachreflexion):  1710,6 cm™ (s, v(C=0)); 1657,7cm™ (s, v(C=0)); 1599,9 cm™ (m, v (N-H));
1437,5 cm™ (m, §(C-H)); 1385,6 cm™ (m, §(C-H)); 1255,7 cm™ (m, §(0-H));
1229,2 cm™ (m, v(C-0)); 1163,2 cm™ (m, v(C-0)); 1093,4 cm™ (m, Vv(C-0));
1063,2 cm™ (m, v(C-0)), 720,3 cm™(w, CH,-rocking).

6.2.9.3.17 Synthese von AO-2-funktionalisierten Goldnanopartikeln (AuAO-2, @ = 7 nm)

AuAO-2

Rpo
T A7 10

HO  oH

Synthesevorschrift A (analog zu AuSyn3s ohne Sulfatierungsschritt): 0,0048 g (0,02 mmol,
2,0:10* Aq.) AO-2; 5mL (0,2 umol /L, 1 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) AUMUDHSE; 20 ulL
(0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Es wurden 5 mL (abs. DMF) einer roten Kolloidlosung (c = 0,2 umol / L) erhalten, die bei
4 °Cim Kuhlschrank gelagert wurde und mehrere Monate optisch stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=6,7+0,3 nm DLS: d,=20+5nm
UV/Vis: Amax =524 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 =1,05-1,56 (bm, 22H, CH;, CH,, CH,-CH,-CO,

CH,-CH,-S); 1,99 (d, 1H, CH); 2,14 (t, 2H, CH,-CO); 2,74 (t, 2H, CH,-S); 3,39 (q,
1H, CH-CH,-0S05); 3,45 (d, 4H, CH,-0S05’); 3,80 (m, 1H, CH-NH); 5,14 (t, 1H,
CH); 5,70 (t, 1H, CH); 7,92 (d, 1H, NH) ppm.

Signal (CH-CO) wird durch Wasser-Signal (3,33) tiberdeckt

6.2.9.3.18 Immobilisierung von AO-3 auf Goldnanopartikel (AuAO-3, @ = 7 nm)

AuAO3

Synthesevorschrift A (analog zu AuSyn3s ohne Sulfatierungsschritt): 0,032 g (0,15 mmol,
2,5-10° Ag.) AO-3; 4 mL (0,15 pmol /L, 0,6 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) AUMUDHSE; 20 pL
(0,14 mmol, 2,3-10° Aq.) NEts.

Es wurden 5 mL (abs. DMF) einer roten Kolloidlésung (c = 0,2 umol / L) erhalten.
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Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,3nm DLS: dy =60 £ 16 nm
UV/Vis: Amax = 549 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 0 =1,25-1,77 (bm, 22H, CH3, CH,, CH,-CH,-CO,

CH,-CH,-S); 2,17 (d, 1H, CH); 2,23 (t, 2H, CH,-CO); 2,70 (t, 2H, CH,-S); 3,66 (d,
2H, CH,); 3,74 (d, 2H, CH,); 3,92 (g, 1H, CH-NH); 4,47 (t, 1H, CH); 4,69 (t, 1H,
CH); 7,97 (d, 1H, NH) ppm.
einige Signale (CH) werden durch Lésungsmittelsignal von DMF und Wasser-
Signal (2,89; 3,33) liberdeckt
B3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 25,20 (CH,-S), 25,53 (CH,-CH,-CO), 28,08
(CH,), 28,42 (CH,), 28,71 (CH,), 28,91 (CH,), 29,11 (2x CH3), 29,40 (CH,), 30,08
(CH,), 34,84 (CH,-CH,-S), 36,68 (CH,-CO), 48,45 (CH), 53,29 (CH,-OH), 59,80
(CH-NH), 65,98 (CH); 68,47 (CH), 72,21 (CH,), 76,77 (CH), 81,75 (CH), 172,96
(CO-NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2924,4 cm™ (s, v(C-H)); 2852,9 cm™ (s, v(C-H)); 1709,4 cm™ (s, v(C=0));
Einfachreflexion):  1657,0cm™ (s, v(C=0)); 1435,3 cm™ (m, §(C-H)); 1386,6 cm™ (m, 8(C-H));
1218,7 cm™ (m, 8(0-H)); 1154,7 cm™ (m, v(C-0)); 1123,8 cm™ (m, v(C-0));
1017,0 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.4 Multivalente Prasentation der Kohlenhydratmimetika durch Silbernanopartikel

6.2.9.4.1 Synthese von AgSyn3s (@ =5 nm)

_0s0;°
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Synthesevorschrift A (analog zu AuNP): 0,004g (0,02 mmol, 1-10°Aq.) Syn3; 2,5 mL
(0,4 umol / L, 1 nmol Nannopartikel, 1 Aq.) AgMUDHSE; 20 pL (0,14 mmol, 2-10° Aq.) NEts,
0,03 g (0,2 mmol, 2:10° Aqg.) SO3-DMF-Komplex.25 pL (0,18 mmol, 1,8-10° Aq) NEt3; 0,002 g
(0,014 mmol, 2,5-10% Aq.) 2-Aminoethyl-hydrogensulfat; 2 ml abs. DMF, 5 mL Milipore-
Wasser

Es wurde eine klare, dunkelgelbe Kolloidlésung (c =0,2 umol / L) erhalten, die mehrere
Wochen stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=4,8+0,4 nm DLS: d,=22+3nnm
UV/Vis: Amax =426 nm
NMR: '"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,24-1,43 (bm, 16H, CH,,CH;); 1,46 (quin, 2H; CH,-

CH,-CO); 1,64 (quin, 2H, CH,-CH,-S); 1,70 (g, 1H, CH); 2,20 (t, 2H, CH,-CO); 2,67 (t,
2H, CH,-S); 3,65 (d, 2H, CH,-0S05); 3,68 (d, 2H, CH,-0505); 3,83 (g, 1H, CH-NH); 4,07
(g, 1H, CH); 4,15 (t, 1H, CH), 7,42 (d, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 24,33 (CH,-CH,-CO), 26,27 (CH,), 28,03 (2x CHs),
28,26 (CH,), 28,58 (CH,), 28,94 (CH,), 29,16 (CH,), 29,44 (CH,), 29,71 (CH,), 32,83
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(CH,-CH,-S), 36,86 (CH,-CO), 51,46 (CH-CH,-0S053), 56,80 (CH-NH), 62,31 (CH,-0S053),
67,02 (CH), 75,61 (CH), 76,52 (CH-0),178,00 (CO-NH) ppm.

6.2.9.4.2 Synthese von AgGlucas (@ = 5 nm)

050,
AgGlucas "0,50, :
0 0S0;’
Ag s/\fvl)L NN O
9H  0so,

Synthesevorschrift A (analog zu AuNP): 0,005 g (0,02 mmol, 1-10° Aqg.) Glucosamin; 2,5 mL
(0,4 umol / L, 1 nmol Nannopartikel, 1 Aq.) AgMUDHSE; 20 pL (0,14 mmol, 2-:10° Aq.) NEts,
0,03 g (0,2 mmol, 2:10° Aqg.) SO3-DMF-Komplex.25 pL (0,18 mmol, 1,8-10° Aq) NEt3; 0,002 g
(0,014 mmol, 2,5-10% Aq.) 2-Aminoethyl-hydrogensulfat; 2 ml abs. DMF, 5 mL Milipore-
Wasser

Es wurde eine klare, dunkelgelbe Kolloidlésung (c =0,2 umol / L) erhalten, die mehrere
Wochen stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=4,8+0,4nm DLS: -
UV/Vis: -
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,15-1,48 (m, 12 H, CH,),1,56 (quin, 2H, CH,-

CH,-CO); 1,85 (quin, 2 H, CH,-CH,-S); 2,15 (t, 2 H, CH,-CO); 2,63 (t, 2 H, CH,-S);
3,64 (g, 1 H, CH-NH), 3,43 (t, 2H, C4); 3,57 (t, 2 H CH); 3,70-3,76 (m, 4 H, CH,
CH,); 7,29 (d, 1 H, CH-0);8,43 (d, 1 H; NH) ppm.
ATR-IR 3372,2 cm™ (s, v(O-H)); 2918,1 cm™ (s, v(C-H));2849,5 cm™ (s, v(C-H));1688,1
(Diamant- cm™ (m, v(C=0)); 1643,5 cm™ (m, v(C=0)), 1538,2 cm™ (s); 1468,2 cm™ (m, &(C-
Einfachreflexion) H)); 1400,7 cm™ (s, §(0-H)); 1225,0 cm™ (m, v(C-0)); 1090,7 cm™ (w, v(C-H));
718,7 cm™ (w, CH,-rocking).

6.2.9.4.3 Synthese von AgGlucas durch Ligandenaustauschreaktion (@ =17 nm)

050,
AgGlucas 0,50, -
0 050,
Ag s/\f\/]JL NN O
9 H  0so,

Synthesevorschrift C (analog zu AuNP): 15 mL (1,77 nM, 0,027 nmol Nanopartikel, 1 Aq.)
AgCitrat (d = 17 nm); 0,020 g (0,025 mmol, 1-10° Aq.) LigGlucas; Millipore-Wasser.

Es wurden 10 mL einer klaren, gelben Lésung (c = 2,7 nmol / L) erhalten. Diese wurde im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Charakterisierung:

TEM: - DLS: dp=31+5nm
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UV/Vis: Amax =428 nm
ATR-IR (Diamant- 2922,9 cm™ (s, v(C-H)); 2849,6 cm™ (s, v(C-H)); 1631,5 cm™ (m, v(C=0));
Einfachreflexion):  1137,4 cm™ (m, v(C-0)).

6.2.9.5 Multivalente Prasentation der Kohlenhydratmimetika durch CdTe/ZnS-QDots

6.2.9.5.1 Immobilisierung von Syn3s auf MUDA-koord.-CdTe/ZnS-QDots (@ = 2,5 nm)

CdTe/ZnS/MUDA/Syn3s _/0503'
‘0,50 =
03 K/\F 5
- (0]
S/\MJLN‘ .
9 H z v
050,

3

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,015 g (3-10 mol, 5:10° Aqg.) Syn3s; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Syn3s-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikell6sung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A = 366 nm) schwach griin leuchtete.
Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=2,5+0,3nm DLS: d,=4+1nm
UV/Vis: Amax =443 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,02-1,45 (bm, 22H, CH3;, CH,, CH,-CH,-CO, CH,-

CH,-S); 1,87 (g, 1H, CH); 2,33 (t, 2H, CH,-CO); 2,52 (t, 2H, CH,-S); 3,28 (d, 2H,
CH,); 3,34 (d, 2H, CH,); 3,56 (g, 1H, CH-NH); 3,63 (g, 1H, CH-CH,-OSO;Na);
3,92 (t, 1H, CH); 7,97 (d, 1H, NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 25,13 (CH,-S), 26,39 (CH,-CH,-CO), 26,96 (CH,),
28,01 (CH,), 28,30 (CH,), 29,03 (CH,), 29,25 (2x CHs), 29,73 (CH,), 30,02 (CH,),
34,89 (CH,-CH,-S), 36,63 (CH,-CO), 48,71 (CH), 55,23 (CH,-OSO;Na), 60,08
(CH-NH), 65,68 (CH-CH,-OSO;Na); 70,89 (CH), 71,91 (CH,), 79,83 (CH), 160,58
(CO-NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2935,6 cm™ (s, V(C-H)); 1636,3cm™ (s, v(C=0)); 1560,5 cm™ (s, v (N-H));
Einfachreflexion):  1463,5 cm™ (m, §(C-H)); 1380,0 cm™ (m, §(C-H)); 1262,2 cm™ (m, v (C-0));
1056,7 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.5.2 Immobilisierung von Syn3s auf MHA-koord.-CdTe/ZnS-QDots (@ = 3,5 nm)

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
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(0,015 mmol, 2500 Ag.) sulfo-NHS; 0,015 g (3-10” mol, 5-10° Aq.) Syn3s; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Syn3s-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) gelb fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=3,5£0,3nm
UV/Vis: Amax = 486 nm

6.2.9.5.3 Immobilisierung von Syn3s auf TGA-koord.-CdTe/ZnS-QDots (@ = 5 nm)

Synthesevorschrift F [1:1000:2500 (CdTe:EDC: sulfo-NHS)]: 5,6 mL (1,07 umol /L,
6 nmol Nanopartikel, 1 Ag.) CdTe/ZnS/TGA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,015 g (3-10 mol, 5:10° Aq.) Syn3s; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Syn3s-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, orange Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) rot fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=5,0+£0,2 nm

UVv/Vis: Amax =592 nm

ATR-IR (Diamant- 2930,8 cm™ (s, V(C-H)); 1651,6 cm™ (s, v(C=0)); 1576,4 cm™ (m, v (N-H));

Einfachreflexion):  1402,9 cm™ (s, §(C-H)); 1258,0 cm™ (m, v (C-0)); 1106,9 cm™ 1056,7 cm™ (s,
v(C-0)); 1046,6 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.5.4 Immobilisierung von Glucas auf MUDA-koord.-CdTe/ZnS-QDots (@ = 2,5 nm)

CdTe/ZnS/MUDA/Glucas 050,
"0,50,

el

0
9H  Gso,

0S05°

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,018 g (3-10” mol, 5:10° Aq.) Syn3s; Millipore-Wasser;
1 M NaOH
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Die Glucas-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A = 366 nm) schwach griin leuchtete.
Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=2,540,3 nm DLS: -
UV/Vis: Amax =435 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,14-1,32 (bm, 12H, CH,); 1,65 (m, 4H, CH,-CH,-

CO, CH,-CH,-S); 2,42 (t, 2H, CH,-CO); 2,77 (t, 2H, CH,-S); 3,89 (d, 2H, CH,-
0SO;Na); 3,87 (g, 1H, CH-NH); 4,23 (t, 1H, CH); 4,45-4,51 (m, 2H, CH); 7,92 (d,
1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 1640,5cm™ (s, v(C=0)); 1543,2 cm™ (s, v (N-H)); 1386,7 cm™ (m, &(C-H));
Einfachreflexion):  1231,7 cm™ (m, v (C-0)); 1099,6 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.5.5 Immobilisierung von Glucas auf MHA-koord.-CdTe/ZnS-QDots (@ = 3,5 nm)

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001g (0,006 mmol, 1000 Ag.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aqg.) sulfo-NHS; 0,015g (3-10° mol, 5-10°Aq.) Glucas; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die Glucas-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) gelb fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=3,5+0,3nm
UV/Vis: Amax =499 nm Emission: Amax =512 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): &=1,27 (m, 2H, CH,); 1,87 (m, 2H, CH,-CH,-CO);

1,89 (m, 2H, CH,-CH,-S); 2,26 (t, 2H, CH,-CO); 2,71 (t, 2H, CH,-S); 3,17 (d, 1H,
CH-CH,-0S05); 3,34 (g, 1H, CH-NH); 3,57 (t, 2H, CH,-0S05); 3,74 (m, 2H, CH);
7,92 (d, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 29281 cm™ (s, v(C-H)); 2853,1 cm™ (s, v(C-H)); 1600,5cm™ (s, v(C=0));
Einfachreflexion):  1417,1 cm™ (m, 8(C-H)); 1238,9 cm™ (m, v (C-0)); 1114,0 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.5.6 Immobilisierung von Glucas auf TGA-koord.-CdTe/ZnS-QDots (@ = 5 nm)

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 5,6 mL (1,07 umol / L,
6 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/TGA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
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(0,015 mmol, 2500 Agq.) sulfo-NHS; 0,015g (3:10°mol, 5-10° Ag.) Glucas; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die Glucas-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, orange Partikelldsung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (AL = 366 nm) rot fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=5,1+0,2nm
UV/Vis: Amax = 584 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6=3,08 (s, 2H, CH,); 3,11 (m, 1H, CH); 3,34 (d, 2H,

CH,-0505); 3,83 (m, 1H, CH-NH); 4,06 (t, 2H, CH); 7,92 (d, 1H, NH) ppm.
ATR-IR  (Diamant- 1653,2 cm™ (s, v(C=0)); 1558,7 cm™ (s, v (N-H)); 1404,8 cm™ (m, §(C-H));
Einfachreflexion):  1225,5 cm™ (m, v (C-0)); 1099,6 cm™ (s, v(C-0)); 1043,1 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.6 Multivalente Prasentation von Syn3s und Glucas durch Eisenoxidnanopartikel

6.2.9.6.1 Immobilisierung von Syn3s auf Eisenoxidnanopartikel (@ = 5 nm)

IONP-DMSA-Syn3s
/0503'

\\-0350 : e

S o e
/S/S,/ NH ¥ ' .
.S 3

o ~0s05°

Synthesevorschrift G: 0,002g (1 nmol Nanopartikel, 1Aq., d=5nm) DMSA-
funktionalisierte  Eisenoxidnanopartikel; 0,025 mmol (0,004 g, 2,5-104Aq.) EDC,
0,025 mmol (0,005 g, 2,5-10%Aq.) sulfo-NHS; 0,043 g (8,37-10” mol, 8,37-10" Aq.) Syn3s;
Millipore-Wasser

Es wurde eine braune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere Wochen
optisch nicht veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=4,2+0,4nm DLS: dy=12 3 nm

ATR-IR (Diamant- 2962,0 cm™ (s, v(C-H)); 1636,3 cm™ (m, v(C=0)); 1584,1 cm™ (s, v (N-H));

Einfachreflexion):  1487,4 cm™ (m, §(C-H)); 1417,8 cm™ (m, 3(C-H)); 1354,7 cm™ (m, §(C-H));
1260,1 cm™ (m, v (C-0)); 1107,8 cm™ (m, v (C-0)); 1024,4 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.6.2 Immobilisierung von Glucas auf Eisenoxidnanopartikel (@ = 5 nm)
IONP-DMSA-Glucas

0505 }
(. < (=53 14
§ 95°0 0505 bz
/S/SZ/N\ \\\\ o &
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Synthesevorschrift G: 0,002g (1 nmol Nanopartikel, 1Aq., d=5nm) DMSA-
funktionalisierte  Eisenoxidnanopartikel; 0,025 mmol (0,004 g, 2,5-104Aq.) EDC,
0,025 mmol (0,005 g, 2,5-10% Aq.) sulfo-NHS; 0,049 g (8,37-10° mol, 8,37-:10* Aq.) Glucas;
Millipore-Wasser

Es wurde eine dunkelbraune Kolloidlésung (c =0,5 umol /L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=4,7+0,2nm DLS: dy=16+3 nm
ATR-IR (Diamant- 2931,5 cm™ (s, v(C-H)); 1616,8 cm™ (s, v(C=0)); 1487,5 cm™ (m, &(C-H));
Einfachreflexion):  1383,5 cm™ (m, §(C-H)); 1341,1 cm™ (m, §(C-H)).

6.2.9.6.3 Immobilisierung von Glucas auf Eisenoxidnanopartikel (@ = 8 nm)

Synthesevorschrift G: 0,008g (1 nmol Nanopartikel, 1Aqg., d=8nm) DMSA-
funktionalisierte  Eisenoxidnanopartikel; 0,025 mmol (0,004 g, 2,5-104Aq.) EDC,
0,025 mmol (0,005 g, 2,5-10%Aq.) sulfo-NHS; 0,047 g (8,0-10° mol, 8,0-10* Aq.) Glucas;
Millipore-Wasser

Es wurde eine dunkelbraune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=8,4+0,4nm DLS: dy=23+3nm
ATR-IR (Diamant- 2915,2cm™ (s, v(C-H)); 1618,2cm™ (s, v(C=0)); 1566,7 cm™ (s, v (N-H));
Einfachreflexion):  1420,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1217,6 cm™ (m, v (C-0)); 1058,4 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.9.6.4 Immobilisierung von Glucas auf Eisenoxidnanopartikel (@ =12 nm)

Synthesevorschrift G: 0,015g (0,5nmol Nanopartikel, 1Aq., d=12nm) DMSA-
funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel; 0,025 mmol (0,004 g, 5-104Aq.) EDC, 0,025 mmol
(0,005 g, 5-10% Aq.) sulfo-NHS; 0,030 g (5,0-10 mol, 5,0-10* Aq.) Glucas; Millipore-Wasser
Es wurde eine dunkelbraune Kolloidlésung (c = 0,25 umol / L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht verdanderte.

Charakterisierung:

TEM: d=12+0,6 nm DLS: d,=43+6nm

ATR-IR (Diamant- 2923,1 cm™ (s, v(C-H)); 2852,6 cm™ (m, v(C-H)); 1741,6 cm™ (m, v(C=0));

Einfachreflexion):  1633,5 cm™ (s, v(C=0)); 1536,5 cm™ (m, v (N-H)); 1463,9 cm™ (m, &(C-H));
1413,3 cm™ (m, 8(C-H)); 1260,9 cm™ (m, v (C-0)); 1023,1 cm™ (s, v(C-0)).
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6.2.10 Immobilisierung von azyklischen Aminen auf die Nanopartikeloberflache

6.2.10.1 Allgemeine Synthesevorschriften

6.2.10.1.1 Allgemeine Synthesevorschift zur Sulfatierung der Epitope (A)

1 mmol des zu sulfatierenden Epitops wurden mit der entsprechenden Menge SO3-DMF-
Komplex in 20 mL absolutem DMF gel6st und 2,5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das DMF
wurde im Anschluss am Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand wurde mit 5 mL
1 M Natronlauge versetzt. Die Mischung wurde 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieBend mit Ethanol gefdllt, um mdogliche Verunreinigungen abzutrennen. Das
Rohprodukt wurde am Olpumpenvakuum getrocknet und der erhaltene farblose bis
hellgelbe Feststoff ohne weitere Aufarbeitung fiir die Kupplungsreaktionen verwendet.

6.2.10.1.2 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Immobilisierung der sulfatierten
Aminoalkohole auf die Edelmetallnanopartikel durch Kupplungsreaktionen mit

Aktivester-koordinierten Gold- bzw. Silbernanopartikeln (B)

Der Syntheseverlauf der Immobilisierung der unterschiedlichen Aminoalkohole auf die
Edelmetallnanopartikel ist in Abb. 115 gezeigt. Dazu wurden 0,34 nmol einer L6ésung der
MUDHSE-funktionalisierten  Nanopartikel in einem ausgeheizten Kolben unter
Schutzgasatmosphare vorgelegt und mit einer Lésung aus der angegebenen Menge des
primdaren Amins in 2 mL absolutem DMF versetzt. Unter starkem Rihren wurden nach
15 min 25 pL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) Triethylamin zugegeben und weitere 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10 Aq) 2-Aminoethyl-
hydrogensulfat zugegeben, um noch vorhandene Aktivesterfunktionen umzusetzen. Die
klare, rote Reaktionslosung wurde weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt und
anschliefRend zuerst gegen DMF dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 300 mL DMF,
jeweils 3 h) und danach das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. AbschlieRend
wurden die Partikel in 5 mL Millipore-Wasser redispergiert und gegen Millipore-Wasser
dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 300 mL Millipore-Wasser, jeweils 3 h

6.2.10.1.3 Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Immobilisierung der sulfatierten

Aminoalkohole auf Goldkolloide (@ = 10 nm) durch HBTU / HOBt-Kupplung (C)

In einen ausgeheizten Kolben wurden 3 mL (0,197 uM, 0,6 nmol, 1 Ag. in DMSO) MUDA-
koordinierte Goldkolloide vorgelegt und bei Raumtemperatur geriihrt. Gleichzeitig wurden
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in einem zweiten ausgeheizten Kolben 0,004 g (2,65-10'5 mol, 4,4-104 Ag.) HOBt und
0,011 g (2,65-10° mol, 4,4-10" Aq.) HBTU geldst und in einem weiteren Kolben das zu
immobilisierende Epitop (2,64-10° mol, 4,4-10* Aq.), jeweils in 2 mL DMSO geldst und am
Vakuum 30 min entgast, bevor die Kolben wieder mit Argon geflutet wurden. Unter
starkem Rihren wurde die HOBt/HBTU-L6sung zu der Kolloidlosung gegeben. Im
nachsten Schritt wurden 7,5 pL (5,29-:10° mol, 8,8-10% Aq.) NEt; langsam zugetropft, bevor
dann die Epitop-Losung zugegeben wurde. Die Reaktionslésung wurde liber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Fortgang der Reaktion wurde per DC-Kontrolle Gberpriift.
Zur Aufreinigung des Rohproduktes wurde zuerst gegen DMSO (MWCO: 3500-6000 Da,
600 mL DMSO, 2 h) und dann gegen DMF (3500-6000 Da, dreimal je 600 mL DMF, jeweils
3 h) dialysiert. Am Olpumpenvakuum wurde dann im Anschluss das Lésungsmittel entfernt
und der Riickstand in 5 mL Millipore-Wasser gelost und abschlieRend noch einmal gegen
Millipore-Wasser (3500-6000 Da, dreimal je 600 mL Millipore-H,0, jeweils 2 h) dialysiert

6.2.10.1.4 Allgemeine Synthesevorschrift flir die Ligandenaustauschreaktion an Citrat-

koordinierten Edelmetallnanopartikel (D)

Zu einer wassrigen Losung Citrat-koordinierter Edelmetallnanopartikel (50 mL einer 1,72
nM Losung, 0,086 nmol Nanopartikel) wurde die Ligandenlésung (0,04 mmol, 1,6:10° Aq.;
in 1 mL dest. Wasser) gegeben und 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde gegen
Wasser dialysiert (MWCO: 4000-6000, dreimal je 800 mL dest. Wasser, jeweils 3 h). Nach
der Dialyse wurde die Nanopartikelldsung im Olpumpenvakuum eingeengt.

6.2.10.1.5 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Immobilisierung der sulfatierten
azyklischen Aminoalkohole auf die QDots durch eine Kupplungsreaktion mit

EDC / sulfo-NHS (E)

Zur Immobilisierung der Kohlenhydratmimetika auf CdTe/ZnS-QDots wurde ein Verhaltnis
der  Kupplungsreagenzien von 1:1000:2500 (CdTe:EDC:sulfo-NHS)  bzw.
1:10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS) gewahlt. Der allgemeine Syntheseverlauf sah
dabei zunichst die Vorbereitung der Ldsungen vor. Dazu wurde 6 nmol (1Aq.) der
CdTe/ZnS-QDots in 3 mL H,0 gel6st und 1 h bei Raumtemperatur im Argonstrom entgast.
Analog dazu wurden in zwei ausgeheizten Kolben 6:10° mol (1-10%Aq.) EDC bzw. 1,5:10
>mol (2,5-10° Ag.) sulfo-NHS in je 1 mL H,O gelést und bei Raumtemperatur unter
Schutzgasbedingungen 30 min gerihrt. Danach wurden zur Aktivierung der Partikelldsung
die EDC-L6sung und die sulfo-NHS-L6sung zugegeben und unter Schutzgasbedingungen
30 min geriihrt. Wihrenddessen wurden 3-10° mol (3-10° Aq.) Ligand in 3 mL 1 M NaOH
gelost, kurz entgast und im Anschluss unter starkem Riihren zu der aktivierten
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Partikellosung gegeben. Die Reaktionslésung wurde 2 h bei Raumtemperatur im Dunkeln
gerihrt. Zur Aufreinigung wurde die Partikelldsung dialysiert (Zellulosester (MWCO: 3500-
5000 Da, dreimal je 500 mL Millipore-H,0, dreimal 1 h). Nach der Dialyse wurde das
Lésungsmittel am Olpumpenvakuum entfernt und die funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots
in 5 mL Millipore-Wasser aufgenommen.

6.2.10.1.6 Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Immobilisierung der sulfatierten Liganden

auf IONP (F)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Xiong et al. [346])

Die Immobilisierung der Kohlenhydratmimetika auf die Eisenoxidnanopartikel erfolgte
ebenfalls durch Kupplung mit EDC/sulfo-NHS. Dazu wurden 0,002 g (1Aq.) der
Eisenoxidnanopartikel in 10 mL Millipore-Wasser geldst. Unter starkem Riihren wurden
0,05 mmol EDC und 0,05 mmol NHS in je 1 mL Millipore-Wasser zugegeben. Nach 15 min
wurde die Zugabe von EDC und NHS wiederholt und die Reaktionslésung weitere 15 min
gerihrt. AnschlieBend wurden 0,15 mmol Ligand (gel6st in 1 mL Millipore-Wasser)
zugetropft und die Reaktionslosung 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Aufarbeitung
der funktionalisierten Eisenoxidnanopartikel erfolgte durch Zentrifugation (12000 rpm,
25 min), Abdekandieren des Losungsmittels und Waschen mit Ethanol. Der Vorgang wurde
dreimal wiederholt. Die erhaltenen Eisenoxidnanopartikel wurden am Olpumpenvakuum
getrocknet und in 2 mL Millipore-Wasser aufgenommen. Falls notwendig erfolgte ein
weiterer Aufreinigungsschritt durch Dialyse (MWCO: 6000-8000 Da, 500 mL Millipore-
Wasser, 3 h).

6.2.10.2 Synthese der Liganden

6.2.10.2.1 Sulfatierung von Serinol (Sers)
0SO;Na

N
H2N/&oso3 a

Sers (M = 295,20 g / mol)

Synthesevorschrift A: 0,127 g (1,39 mmol, 1 Aq.) Serinol; 0,532 g (3,48 mmol, 2,5Aq.)
SO3-DMF-Komplex in 11 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.
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Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 3,35 (m, 1H, CH); 3,66 (d, 4H, CH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 49,03 (CH); 66,45 (CH,); 68,18 (CH,) ppm.

IR (KBr-Pressling)  3454,4 (s, v(N-H)); 2960,8 cm™ (s, v(C-H)); 2923,7 cm™(s, v(C-H)); 2851,9 cm’
(s, v(C-H)); 1617,5 cm™ (s, 8(NH,)); 1443,8 cm™ (m, §(C-H)); 1427,3 cm™ (m,
8(C-H)); 1358,8 cm™ (m, &(C-H)); 1136,6 cm™ (s, v(C-0)); 1108,0 cm™ (s, Vv(C-
0)).

MS (ESI): m/ z = 249,86 [M+H]" (berechnet fir [(C3H,NOgS,)* + H]" = 249,96)

6.2.10.2.2 Sulfatierung von TRIS (TRISs)

Na0,S0
NaO3SO\JVOSO3Na
NH,
TRISs (M =427,27 g / mol)

Synthesevorschrift A: 0,182 g (1,50 mmol, 1 Aq.) TRIS; 0,918 g (6,0 mmol, 4 Aq.) SO3-DMF-
Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein hellgelber Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4,02 (s, 6H, CH,); 8,44 (s, 2H, NH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 54,04 (C); 68,43 (CH,) ppm.

IR (KBr-Pressling) ~ 3457,9 (s, v(N-H)); 2961,8 cm™ (s, v(C-H)); 2817,9 cm™(s, v(C-H)); 2733,3 cm’
(w); 1603,6 cm™ (s, 8(NH,)); 1466,4 cm™ (m, §(C-H)); 1384,8 cm™ (m, §(C-H));
1355,1 cm™ (m, §(C-H)); 1255,3 cm™ (s, v(C-0)); 1109,7 cm™ (s, v(C-0));
1070,3 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.2.3 Sulfatierung von L-Threoninol (Threos)

0SO;Na

0SO;Na
NH,

Threos (M = 309,23 g / mol)

Synthesevorschrift A: 0,151g (1,50 mmol, 1Aq.) L-Threoninol; 0,573 g (3,75 mmol,
2,5 Aqg.) SO3:DMF-Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.
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Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,16 (d, 3H, CHs); 2,74 (m, 1H, CH-NH,); 3,70 (d,
2H, CH,-0S05Na); 4,10 (quin, 1H, CH-CHs) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): 8=17,22 (CH3); 54,96 (CH-NH,); 68,22 (CH,-
OSO;sNa) ppm.

IR (KBr-Pressling)  3442,1 (s, v(N-H)); 1618,8 cm™ (s, 8(NH,)); 1442,3 cm™ (m, 8(C-H)); 1425,9
cm™ (m, 8(C-H)); 1141,2 cm™ (s, v(C-0)).

MS (ESI): m / z = 264,00 [M+H]" (berechnet fir [(C,HgNOgS,)* + H]" = 263,98)

6.2.10.2.4 Sulfatierung von DL-Alaninol (Alans)
Yy 0sO;Na
NH,
Alans (M =177,15 g / mol)

Synthesevorschrift A: 0,113 g (1,50 mmol, 1 Aqg.) DL-Alaninol; 0,344 g (2,25 mmol, 1,5 Aq.)
SO3-DMF-Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 0,91 (d, 3H, CHs); 2,84-2,93 (m, 1H, CH-
NH,); 3,47 (d, 2H, CH,-OSOzNa) ppm.

IR (KBr-Pressling) ~ 3439,2 (s, v(N-H)); 2922,3 cm™ (s, v(C-H)); 2850,4 cm™(s, v(C-H)); 1614,3 cm’
Y(m, 8(NH,)); 1457,2 cm™ (m, 8(C-H)); 1358,6 cm™ (m, §(C-H)); 1127,4 cm™ (s,
v(C-0)).

6.2.10.2.5 Synthese von sulfatiertem Amino-2-propanol (IPAs)

0SO;Na
H,N

IPAs (M =177,15 g / mol)

Synthesevorschrift A: 0,113 g (1,50 mmol, 1 Ag.) Amino-2-propanol; 0,344 g (2,25 mmol,
1,5 Ag.) SO3-DMF-Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,10 (d, 3H, CHs); 2,84 (g, 2H, CH,-NH,);
3,97-4,19 (m, 1H, CH-OSO;sNa) ppm.

IR (KBr-Pressling)  3405,0 (s, V(N-H)); 2926,0 cm™ (s, v(C-H)); 2831,4 cm™(s, v(C-H)); 1620,9 cm™
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(m, 8(NH,)); 1431,7 cm™ (m, 8(C-H)); 1361,8 cm™ (m, 8(C-H)); 1112,6 cm™ (s,
v(C-0)).

6.2.10.2.6 Sulfatierung von Ammediol (AMPDs)
OSO;Na

NaO,SO NH,

AMPDs (M = 309,23 g / mol)

Synthesevorschrift A: 0,158 g (1,50 mmol, 1 Ag.) Ammediol; 0,573 g (3,75 mmol, 1,5 Aq.)
SO3-DMF-Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fiir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.

Charakterisierung:
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): & = 0,95 (d, 3H, CHs); 3,54 (s, 4H, CH,-OSO;Na)

ppm.
IR (KBr-Pressling) 3444,8 (s, v(N-H)); 2925,1 cm™ (s, v(C-H)); 1606,5 cm™ (m, §(NH,)); 1351,7
cm™(m, 8(C-H)); 1113,7 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.2.7 EDC/ HOBt-Kupplung von EA mit S-Acetylsulfanylundecansdure mit
anschlieBendem Sulfatierungschritt (LigEAs)
0]

HS/\/\/\/\/\)J\N/\/OSOB,N""

H
LigEAs (M = 363,47 g / mol)

0,132 g (0,5 mmol, 1 Aq.) S-Acetylsulfanylundecansidure wurden in 25 mL Dichlormethan
gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Unter starkem Riihren wurde zu der Reaktionslosung
0,034 g (0,55 mmol, 1,1 Ag.) Ethanolamin, 76 pL (0,55 mmol, 1,1 Ag.) NEt; und 0,074 g
(0,55 mmol, 1,1 Aq.) HOBt gegeben. Nach 5 min wurden 0,105 g (0,55 mmol, 1,1 Aq.) EDC
zugegeben und die Reaktionslosung Uber Nacht geriihrt. Als Nachstes wurde die
Reaktionslésung je zweimal mit 0,5 M Zitronensdure und gesattigter NaHCOs-Losung
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Im
Anschluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt
am Olpumpenvakuum getrocknet. Im anschlieRenden Sulfatierungsschritt wurden 0,04 g
des Rohprodukts mit 0,070 g (0,49 mmol) SO3-DMF-Komplex in 5mL DMF 2h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 25 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und die
Reaktionslésung weitere 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das
Lésungsmittel am Olpumpenvakuum eingeengt und der Riickstand mit Ethanol verdiinnt.
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Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Die Suspension wurde 48 h im Kihlschrank
gelagert, bevor der Niederschlag abfiltriert und am Olpumpenvakuum getrocknet wurde.
Es wurde ein farbloser Feststoff (0,41 mmol, 81%) erhalten, der ohne weitere
Aufarbeitung fiir die Immobilisierung auf die Nanopartikel verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: '"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & =1,24-1,37 (bm, 12H, CH,); 1,49 (m, 4H,
CH,-CH,-CO, CH,-CH,-S); 2,05 (t, 2H, CH,-CO); 2,81 (t, 2H, CH,-S); 3,37 (t, 2H,
CH,-0S05); 3,68 (g, 2H, CH,-NH); 3,92 (d, 1H, CH); 7,41 (t, 1H, NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 24,44 (CH,-CH,-CO), 25,29 (CH,), 27,72
(CH,), 28,09 (CH,), 28, 29 (CH,), 28,44 (CH,), 28,62 (CH,), 28,76 (CH,), 33,32
(CH,-CH,-S), 35,38 (CH,-CO), 38,85 (CH,-NH), 60,17 (CH,-CH,-NH), 172,06
(CO-NH) ppm.

IR (KBr-Pressling) ~ 3286,1 cm™ (s, v(O-H)); 2920,6 cm™ (m, v(C-H)); 2850,5 cm™ (s, v(C-H));
1692,7 cm™ (s, v(C=0)); 1638,3 cm™ (s, v(C=0)); 1544,2 cm™ (m); 1468,7 cm™
(m, 8(C-H)); 1416,1 cm™ (w, §(C-H)); 1386,3 cm™ (m, 8(C-H)); 1232,2 cm™ (s,
v(C-0)); 1232,2 cm™ (s, v(C-0)); 1134,0 cm™ (s, v(C-0)); 1073,1 cm™ (s, v(C-
0)); 714,6 cm™ (w, CH,-rocking).

Elemenataranalyse Ergebnis nicht sulfatierter Ligand:

(CHN): bestimmt: 60,73% (C); 9,39% (H); 5,49% (N)
berechnet: 59,37% (C); 9,63% (H); 4,62% (N)

6.2.10.2.8EDC / HOBt-Kupplung von Serinol mit S-Acetylsulfanylundecansaure mit
anschliefdendem Sulfatierungschritt (LigSers)

0S0;Na

(0]
NaS/\/\/\/MH OSO3Na

LigSers (M =517,52 g / mol)

0,132 g (0,5 mmol, 1 Aq.) S-Acetylsulfanylundecansidure wurden in 25 mL Dichlormethan
gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Unter starkem Riihren wurde zu der Reaktionslosung
0,061g (0,55 mmol, 1,1 Aq.) Serinol, 76 uL (0,55 mmol, 1,1 Aqg.) NEt; und 0,074 g
(0,55 mmol, 1,1 Aq.) HOBt gegeben. Nach 5 min wurden 0,105 g (0,55 mmol, 1,1 Aq.) EDC
zugegeben und die Reaktionslosung Uber Nacht geriihrt. Als Nachstes wurde die
Reaktionslésung je zweimal mit 0,5 M Zitronensdure und gesattigter NaHCOs-Losung
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet.

Im Anschluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt am Olpumpenvakuum getrocknet. Im anschlieBenden Sulfatierungsschritt
wurden 0,04 g des Rohprodukts mit 0,070 g (0,49 mmol) SO3-DMF-Komplex in 5 mL DMF
2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wurden 25 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und
die Reaktionsloésung weitere 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das
Lésungsmittel am Olpumpenvakuum eingeengt und der Riickstand mit Ethanol verdiinnt.
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Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Die Suspension wurde 48 h im Kihlschrank
gelagert, bevor der Niederschlag abfiltriert und am Olpumpenvakuum getrocknet wurde.
Es wurden 0,083 g (0,059 g, 0,14 mmol, 59%) eines farblosen Feststoffs erhalten, der ohne
weitere Aufarbeitung fir die Immobilisierung auf die Nanopartikel verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & =1,14-1,40 (bm, 12H, CH,); 1,61 (m, 4H, CH,-
CH,-CO, CH,-CH,-S); 2,26 (t, 2H, CH,-CO); 2,74 (t, 2H, CH,-S); 3,67 (m, 1H,
CH,-NH); 4,12 (s, 4H, CH,-0S05); 7,92 (bs, 1H, NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 24,66 (CH,-CH,-CO), 25,71 (CH,), 28,35 (CH,),
28,80 (CH,), 28, 93 (CH,), 29,03 (CH,), 29,11 (CH,), 29,21 (CH,), 34,02 (CH,-
CH,-S), 36,74 (CH,-CO), 50,36 (CH-NH), 62,34 (CH,-OSO;Na), 63,52 (CH,-
0S0;3Na), 174,21 (CO-NH) ppm.

IR (KBr-Pressling) 3300,8 cm™ (s, v(O-H)); 2925,1 cm™ (m, v(C-H)); 2850,0 cm™ (s, v(C-H));
1697,2 cm™ (s, v(C=0)); 1641,6 cm™ (s, v(C=0)); 1546,9 cm™ (m); 1468,3 cm’
! (m, 8(C-H)); 1415,5 cm™ (w, 8(C-H)); 1385,4 cm™ (m, 8(C-H)); 1232,4 cm™
(m, v(C-0)); 1206,3 cm™ (s, v(C-0)); 1136,8 cm™ (s, v(C-0)); 1074,5 cm™ (s,
v(C-0)); 1051,0 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.2.9 Synthese des Liponsaure-Aktivesters (TA-NHS)

0]
(0]
MO/N
55 ©
TA-NHS (M = 303,40 g / mol)

Zur Darstellung des Liponsdure-Aktivesters wurden 0,54 g (2,62 mmol, Aq.) Liponsaure in
10 mL abs DMF gel6st und mit 0,33 g (2,88 mmol, 1,1 Ag.) NHS und 0,55 g (2,88 mmol, 1,1
Aq.) EDC versetzt. Die Reaktionslésung wurde (ibe Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Als
Nachstes wurden 50 mL Ethylacetat zugegeben und die Reaktionslosung je zweimal mit
50mL H,O und 50mL NaHCOs; gewaschen. Danach wurde die Losung (ber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer

entfernt. Es wurden 0,588 g (1,93 mmol, 73%) eines gelben Feststtoffs erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1,25(quin, 2H, CH,); 1,56 (m, 4H, CH,); 1,76
(quin, 1H, CH,); 1,94 (quin, 1H, CH,); 2,48 (m, 2H, CH,-CO); 2,64 (t, 4H,
CHynps); 3,07 (m, 1H, CH); 3,18 (m, 2H, CH,-S) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 24,35 (CH,-CH,-C0), 25,59 (2x CHays), 28,31
(CH,), 30,77 (CH,-CO), 34,41 (CH,), 38,51 (CH,-S), 40,15 (CH,), 56,09 (CH),
168,43 (CO-NH), 169,15 (COnys) ppm.

Elementaranalyse bestimmt: 47,64% (C); 5,58% (H); 4,83% (N)

(CHN): berechnet: 47,50% (C); 5,65% (H); 4,62% (N)
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6.2.10.2.10  Darstellung des Liganden DHLA-Sers durch Umsetzung des Liponsdure
Aktivesters mit Serinol und anschlieBendem Sulfatierungsschritt (DHLA-
Sers)

0SO,H

iy
KYMN 0SO,H

SH SH H
DHLA-Sers (M = 441,55 g / mol)

Zu Beginn wurden 0,550 g (1,81 mmol, 1Aq.) Liponsdure-Aktivesters in 25 mL abs.
Dichlormethan geldst und unter starkem Rithren mit 0,190 g (1,98 mmol, 1,1 Aq.) Serinol
versetzt. Nach 15 min, wurden dann 520 pL (3,75 mmol, 2 Aq.) NEts; zugetropft. Die
Reaktionslésung wurde (ber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, wobei der
Reaktionsverlauf per DC-Kontrolle am nachsten Tag lGiberprift wurde. Als Nachstes wurde
die Reaktionslésung je zweimal mit 50 mL 0,5M Zitronensdaure und 50 mL NaHCOs;
gewaschen. Danach wurde die Losung Gber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es wurden 0,151 g (0,54 mmol, 30 %)
gelbes Ol erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 1,45 (quin, 2H, CH,); 1,67 (m, 4H, CH,); 1,94
(m, 2H, CH,); 2,23 (t, 2H, CH,-CO); 2,36 (t, 2H, CH,-S) 2,50 (m, 1H, CH); 3,58
(m, 1H, CH-NH); 3,70 (d, 4H, CH,-OH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 25,29 (CH,-CH,-CO), 28,74 (CH,), 34,57 (CH,),
36,40 (CH,-CO), 38,52 (CH,-S), 40,28 (CH,), 50,30 (CH-NH), 56,41 (CH), 61,89
(CH,-OH), 62,54 (CH,-OH), 173,17 (CO) ppm.

Im nichsten Schritt wurden 0,131 g (0,47 mmol, 1 Aq.) des erhaltenen Produkts in 5 mL
DMF gel6st und tropfenweise mit einer SO3:DMF-Komplex-Lésung (0,180 g, 1,18 mmol,
2,5 Aq., geldst in 2 mL abs. DMF) versetzt. Die Reaktionsldsung wurde anschlieBend 1 h bei
Raumtemperatur gerithrt. Danach wurde das Lésungsmittel am Olpumpenvakuum
entfernt und das erhaltene Rohprodukt in einem Losungsmittelgemisch bestehend aus
1 mL Methanol und 3 mL 0,25 M wassriger NaHCOs-Losung wieder geldst. Die Losung
wurde auf 0 °C abgekiihlt bevor 0,068 g (1,8 mmol, 3,8 Aqg.) NaBH,; zugegeben wurden.
Die Reaktionslosung wurde weitere 5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde diese
mit 6 M HCl angesduert und mit Toluol extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und abschlieBend das Losungsmittel
am Olpumpenvakuum entfernt. Es wurden 0,043 g (0,15 mmol, 31%) eines hellgelben
Feststoffs erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung direkt mit AuDT umgesetzt wurde
(siehe 6.2.10.3.2.5).
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6.2.10.2.11 EDC / HOBt-Kupplung von TRIS mit S-Acetylsulfanylundecansdure mit
anschlieBendem Sulfatierungschritt (LigTRISs)
OSO;Na
(0]

NaSMNSCOSO3Na

b \—0SO;Na

LigTRISs (M = 649,59 g / mol)

0,132 g (0,5 mmol, 1 Aq.) S-Acetylsulfanylundecansdure wurden in 25 mL Dichlormethan
gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Unter starkem Rihren wurde zu der Reaktionslésung
0,066 g (0,55 mmol, 1,1 Aq.) TRIS, 76 puL (0,55 mmol, 1,1 Aqg.) NEt; und 0,074 g (0,55 mmol,
1,1 Aq.) HOBt gegeben. Nach 5 min wurden 0,105 g (0,55 mmol, 1,1 Ag.) EDC zugegeben
und die Reaktionslésung Gber Nacht gerihrt. Als Nachstes wurde die Reaktionslosung je
zweimal mit 0,5 M Zitronensaure und gesattigter NaHCOs-Losung extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet. Im Anschluss wurde das
Losungsmittel am  Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt am
Olpumpenvakuum getrocknet.

Im anschlieBenden Sulfatierungsschritt wurden 0,04 g des Rohproduktes mit 0,070 g
(0,49 mmol) SO3-DMF-Komplex in 5 mL DMF 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Dann
wurden 25 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und die Reaktionslosung weitere 5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das Lésungsmittel am Olpumpenvakuum
eingeengt und der Riickstand mit Ethanol verdiinnt. Dabei fiel ein farbloser Niederschlag
aus. Die Suspension wurde 48 h im Kiihlschrank gelagert, bevor der Niederschlag
abfiltriert und am Olpumpenvakuum getrocknet wurde. Es wurden 0,083 g (0,01 mmol,
42%) eines farblosen Feststoffes (0,41 mmol, 81%) erhalten, der ohne weitere
Aufarbeitung fir die Immobilisierung auf die Nanopartikel verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & =1,23-1,33 (bm, 12H, CH,); 1,47 (m, 4H, CH,-
CH,-CO, CH,-CH,-S); 2,11 (t, 2H, CH,-CO); 2,83 (t, 2H, CH,-S); 3,32 (s, 6H,
CH,-0SO;Na); 7,14 (bs, 1H, NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 24,28 (CH,-CH,-s), 25,30 (CH,-CH,-CO), 28,08
(CH,), 28,30 (CH,), 28,43 (CH,), 28, 53 (CH,), 28,74 (CH,), 28,82 (CH,), 29,08
(CH,), 30,67 (CH,-CH,-S), 35,82 (CH,-CO), 60,73 (CH-NH), 62,18 (3x CH,-
0OSO;Na), 173,79 (CO-NH) ppm.

IR (KBr-Pressling) 3295,8 cm™ (s, v(0-H)); 2917,2 cm™ (m, v(C-H)); 2851,1 cm™ (s, v(C-H));
1685,0 cm™ (s, v(C=0)); 1637,1 cm™ (s, v(C=0)); 1560,1 cm™ (s, v(N-H));
1470,6 cm™ (m, 6(C-H)); 1417,7 cm™ (w, 86(C-H)); 1385,0 cm™ (m, 8(C-H));
1288,2 cm™ (m, v(C-0)); 1243,0 cm™ (m, v(C-0)); 1125,8 cm™ (m, v(C-0));
1048,5 cm™ (s, v(C-0)); 1025,9 cm™ (s, v(C-0)); 719,3 (w, CH,-rocking).

Elementaranalyse Ergebnisse des unsulfatierten Liganden:

(CHN): bestimmt: 55,98% (C); 9,00% (H); 3,99% (N)
berechnet: 56,17% (C); 9,15% (H); 3,85% (N)
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6.2.10.3 Multivalente Prasentation der Aminoalkohole durch Edelmetallnanopartikel

6.2.10.3.1 Synthese EAs-koordinierter Edelmetallnanopartikel

6.2.10.3.1.1 EAs-koordinierte Goldnanopartikel (AuEAs, @ = 7 nm)

Y

AuEAs

0]
9

Synthesevorschrift B: EAs (0,014 g, 0,1 mmol, 1-10° Aq.); 5 mL, AUMUDHSE (0,2 pmol / L,
1 nmol Nanopartikel, d =7 nm), 20 uL (0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Nach dem Dialyseschritt wurden 5 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,2 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert und war mehrere
Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,2nm DLS: dy=10£2 nm
UV/Vis: Amax =525 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 1,21-1,43 (bs, 12H,CH,) 1,43 (m, 2H, CH,-CH,-

CO); 1,68 (m, 2H, CH,-CH,-S,); 2,19 (t, 2H, CH,-CO); 2,65 (t, 2H, CH,-S); 3,07
(d, 2H, CH,-NH); 3,91 (t, 2H, CH,-0S05"); 7,73 (bs, 1H; NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2918,1 cm™ (m, v(C-H)); 2849,7 cm™ (s, v(C-H)); 1686,1 cm™ (s, v(C=0));
Einfachreflexion): 1639,4 cm™ (s, v(C=0)); 1549,9 cm™ (m, v(N-CO)); 1464,6 cm™ (m, §(C-H));
1452,1 cm™ (w, 8(C-H)); 1396,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1232,2 cm™ (s, v(C-0));
1227,1 cm™ (s, v(C-0)); 1152,9 cm™ (s, v(C-0)); 1078,9 cm™ (s, v(C-0)); 718,7
cm™ (w, CH,-rocking).

6.2.10.3.1.2 EAs-koordinierte Goldnanopartikel (AuEAs, @ = 10 nm)

Synthesevorschrift C: 3mL (0,197 pM, 0,6 nmol, 1Aqg. in DMSO) AuMUDA; 0,004 g
(2,65-10° mol, 4,4-10" Aq.) HOBt, 0,011 g (2,65-10™ mol, 4,4-10" Aq.) HBTU, EAs (0,004 g,
2,55-10” mol, 4,3-10% Aq.), 7,5 pL (5,29-10” mol, 8,8-10% Aq.) NEts, 6 mL DMSO; Millipore-
Wasser.

Nach dem Dialyseschritt wurde eine dunkelrote Kolloidlésung (c = 0,12 umol / L)erhalten,
die im Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde und sich optisch Uber Monate nicht
verdnderte.

Charakterisierung:

TEM: d=9,6+0,3nm DLS: d,=18+*4 nm
UV/Vis: Amax =529 nm
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NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 = 1,20-1,66 (bs, 16H,CH,,CH,-CH,-S, CH,-CH,-

CO); 2,15 (bs, 2H, CH,-CO); 2,46 (bs, 2H, CH,-S); 3,17 (bs, 2H, CH,-NH); 3,64 (t,
2H, CH,-0S05); 7,81 (bs, 1H; NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢): & = 24,22 (CH,-CH,-CO), 26,04 (CH,), 28,01
(CH,), 28,47 (CH,), 28,93 (CH,), 29,33 (CH,), 29,68 (CH,), 30,24 (CH,), 34,47
(CH,-CH,-S), 36,75 (CH,-CO), 38,60 (CH,-NH), 68,64 (CH,-0S05’), 171,30 (CO-
NH) ppm.

ATR-IR (Diamant- 2967,9 cm™ (m, v(C-H)); 1634,9 cm™ (s, v(C=0)); 1609,2 cm™ (s, v(C=0));

Einfachreflexion):  1504,0 cm™ (m, v(N-CO)); 1397,2 cm™ (m, 8(C-H)); 1326,5 cm™ (m, 8(C-H));
1245,6 cm™ (s, v(C-0)); 1208,0 cm™ (s, v(C-0)); 1132,5 cm™ (s, v(C-0)); 1047,8
cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.3.1.3 EAs koordinerte Goldnanopartikel (AuEAs @ = 14 nm)

Synthesevorschrift D: 15mL (1,72nM, 0,024 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) AuCitrat
(d = 14 nm); 0,009 g (0,025 mmol, 1-10° Aq.) LigEAs; Millipore-Wasser.

Es wurden 10 mL einer klaren, roten Losung (c = 2,4 nmol /L) erhalten. Diese wurde im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und war mehrere Wochen optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=14,7+0,7 nm DLS: dn=19 +4 nm
UVv/Vis: Amax =531 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,17-1,42 (bs, 12H,CH,); 1,50 (m, 4H, CH,-CH,-S,

CH,-CH,-CO); 2,15 (t, 2H, CH,-CO); 2,42 (t, 2H, CHy-S); 3,44 (t, 2H, CH,-NH);
3,88 (t, 2H, CH,-0S05); 7,83 (bs, 1H; NH) ppm.

6.2.10.3.1.4 EAs-koordinierte Silbernanopartikel (AgEAs; @ =5 nm)

AgEAs
o) _
@ S/\{\/IJ\N/\/OS% -
9 U

Synthesevorschrift B (analog zu AuNP): 2,5 mL (0,4 pmol / L, 1 nmol Nannopartikel, 1 Aq.)
AgMUDHSE; 0,014 g (1-10* mol, 1-10°Aq.) EAs; 25 puL (0,18 mmol, 1,8:10° Aq) NEts;
0,002 g; 2 mL abs. DMF; 5 mL Milipore-Wasser

Es wurde eine klare, dunkelgelbe Kolloidlésung (c =0,2 umol /L) erhalten, die mehrere
Wochen stabil war.

Charakterisierung:
TEM: d=4,9+0,4 nm DLS: d,=6+1nm
UVv/Vis: Amax =422 nm
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6.2.10.3.1.5 EAs koordinierte Silbernanopartikel (AgEAs; @ = 17 nm)

Synthesevorschrift C (analog zu AuNP): 15 mL (1,77 nM, 0,027 nmol Nanopartikel, 1 Aq.)
AgCitrat (d = 17 nm); 0,010 g (0,025 mmol, 1-10° Aq.) LigEAs; Millipore-Wasser.

Es wurden 10 mL einer klaren, gelben Lésung (c = 2,7 nmol / L) erhalten. Diese wurde im
Kuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt

Charakterisierung:
TEM: - DLS: dn=17t4 nm
UVv/Vis: Amax =427 nm

6.2.10.3.1.6 EAs-koordinierte Gold-Silber-Legierungen (AuAgEAs)

Zu einer wassrigen Losung Au/AgCitrat-wurde die Ligandenlosung (0,01 g; 0,025 mmol; in
1 mL dest. Wasser) gegeben und 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde gegen
Wasser dialysiert (MWCO: 4000-6000, dreimal je 800 mL dest. Wasser, jeweils 3 h). Nach
der Dialyse wurde die Nanopartikelldsung im Olpumpenvakuum eingeengt.

Au/Ag-3:1-Nanopartikel: Charakterisierung:

Au/AgCitrat 15 mL (d = 24 nm) UV/Vis: Amax =495 nm
LigEAs 0,010 g (0,025 mmol)

Au/Ag-1:1-Nanopartikel: Charakterisierung:

Au/AgCitrat 15 mL (d =19 nm) UV/Vis:TEM: Amax =463 nm
LigEAs 0,010 g (0,025 mmol)

Au/Ag-1:3-Nanopartikel: Charakterisierung:

Au/AgCitrat 15 mL (d =23 nm) UVv/Vis: Amax =425 nm
LigEAs 0,010 g (0,025 mmol)

6.2.10.3.2Synthese Sers-koordinierter Edelmetallnanopartikel

6.2.10.3.2.1 Sers-koordinierte Goldnanopartikel (AuSers; @ = 7 nm)

AuSers 0S0.
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Synthesevorschrift B: 2 mL (0,34 nmol Nanopartikel, 0,2 umol /L) AuMUDHSE; 0,010 g
(0,035 nmol; 1-10°Aq.) Sers; 25 L (0,18 mmol, 5,3-10° Aq) NEts; 0,002 g (0,014 mmol,
4,1-10* Aq) EAs; abs. DMF, Millipore-Wasser.

Nach der Dialyse wurden 5 mL einer klaren, roten Kolloidlésung (c=0,07 umol /L)
erhalten. Diese wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3nm DLS: dp=11%£3 nm
UVv/Vis: Amax =525 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 1,30-1,41 (bs, 12H, CH,); 1,58 (quin, 2H, CH,);

1,71 (quin, 2H, CH,); 2,28 (t, 2H, CH,); 2,59 (t, 2H, CH,); 3,74 (d, 4H, CH,); 3,89
(m, 1H, CH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2926,6 cm™ (s, v(C-H)); 1683,2 cm™ (s, v(C=0)); 1653,6 cm™ (s, v(C=0));
Einfachreflexion):  1490,4cm™ (s, 8(C-H)); 1420,4 cm™ (s, §(C-H)); 1216,4 cm™ (s,v(C-0));
1059,5 cm™.

6.2.10.3.2.2 Sers-koordinierte Goldnanopartikel (AuSers; @ = 10 nm)

Synthesevorschrift C: 3 mL (0,197 uM, 0,6 nmol, 1Aq. in DMSO) AuMUDA; 0,004 g
(2,65-10° mol, 4,4-10% Aq.) HOBt, 0,011 g (2,65-10° mol, 4,4-10* Ag.) HBTU, Sers (0,008 g,
2,65-10" mol, 4,3-10* Aq.), 7,5 ulL (5,29-10” mol, 8,8-1O4Aq.) NEts;, 6 mL DMSO; Millipore-
Wasser.

Nach dem Dialyseschritt wurde eine dunkelrote Kolloidlosung (c = 0,12 umol / L)erhalten,
die im Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde und sich optisch Uber Monate nicht
veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=9,6+0,4 nm DLS: d,=17+4 nm
UV/Vis: Amax =528 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,24-1,43 (bm, 12H, CH,); 1,60 (m, 4H, CH,-CH,-

CO, CH,-CH»-S); 2,23 (t, 2H, CH,-CO); 2,70 (t, 2H, CH,-S); 4,04 (m, 1H, CH,-
NH); 4,33 (d, 4H, CH,-0S05); 7,86 (bs, 1H, NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 24,20 (CH,-CH,-CO), 25,32 (CH,), 28,14 (CH,),
28,74 (CH,), 29,25 (CH,), 29,76 (CH,), 30,11 (CH,), 30,53 (CH,), 33,78 (CH,-
CH,-S), 35,07 (CH,-CO), 50,12 (CH-NH), 61,41 (CH,-OSO;Na), 69,45 (CH,-
0OSO;Na), 175,70 (CO-NH) ppm.

ATR-IR (Diamant- 2923,9cm™ (s, v(C-H)); 2852,5cm™ (s, v(C-H)); 1683,2 cm™ (s, v(C=0));
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Einfachreflexion):  1653,3cm™ (s, v(C=0)); 1538,7 cm™ (m, v(NCO)); 1490,4 cm™ (s, §(C-H));
1465,1cm™ (s, 8(C-H)); 1452,6 cm™ (s, 8(C-H)); 1369,3cm™ (s,v(C-0));
1248,4 cm™ (s,v(C-0)); 1151,4cm™ (s,v(C-0)); 1062,4 cm™; 722,7 cm™ (w,
CH,-rocking).

6.2.10.3.2.3 Sers-koordinierte Goldnanopartikel (AuSers; @ = 14 nm)

Synthesevorschrift D: 15mL (1,72nM, 0,024 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) AuCitrat
(d = 14 nm); 0,013 g (0,025 mmol, 1-10° Aq.) LigSers; Millipore-Wasser.

Es wurden 10 mL einer klaren, roten Losung (c = 2,4 nmol /L) erhalten. Diese wurde im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und war mehrere Wochen optisch stabil

Charakterisierung:

TEM: d=14,5+0,7 nm DLS: dn=19 +4 nm
UV/Vis: Amax =531 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,19-1,43 (bm, 12H, CH,); 1,55 (m, 4H, CH,-CH,-

CO, CH»-CH,-S); 2,22 (t, 2H, CH,-CO); 2,69 (t, 2H, CH,-S); 4,01 (m, 1H, CHp-NH);
4,18 (d, 4H, CH,-0505); 7,82 (g, 1H, NH) ppm.

6.2.10.3.2.4 Sers-koordinierter Goldnanopartikel (AuSers; @ = 25 nm)

Synthesevorschrift C: 50 mL (0,25 nM, 0,013 nmol Nanopartikel, 1Aq.) AuCitrat
(d =25 nm); 0,013 g (0,025 mmol, 1,9-10° Aq.) LigSers; Millipore-Wasser.

Es wurde eine klare, violette Kolloidlésung (c = 0,52 nmol / L) erhalten, die im Kihlschrank
bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=25,3+1,2nm DLS: dy,=27+9nm
UV/Vis: Amax =533 nm

6.2.10.3.2.5 DHLASers-koordinierter Goldnanopartikel (AuDHLASers @ =7 nm)

Die Darstellung von AuDHLASers erfolgte durch eine Ligandenaustauschreaktion im
Zweiphasensystem mit AuDT (Abb. 122). Dazu wurden 0,043 g (0,15 mmol, Aq.) DHLASers
in 5 mL Milliporewasser vorgelegt. Unter starkem Riihren wurden 1 mL (1,33 umol /L,
1,33 nmol Nanopartikel, 1 Ag.) AuDT zugetropft und die Reaktionslésung 72 h bei
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Raumtemperatur gerihrt. Dabei trat ein Farbwechsel der wassrigen und organischen
Phase auf. Die organsiche Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase gegen
Millipore-Wasser dialysiert (MWCO: 3500-6000 Da, dreimal 600 mL Millipore-Wasser; je
3 h). Es wurde eine klare, rote Kolloidlésung (c = 0,3 umol / L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,3nm DLS: dh=12+3 nm
UV/Vis: Amax =525 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz D,0): & = 1,48 (m, 2H, CH,); 1,73 (m, 4H, CH,); 1,94 (m, 2H,

CH,); 2,18 (t, 2H, CH,-CO); 2,42 (t, 2H, CH,-S) 2,50 (m, 1H, CH); 3,58 (m, 1H,
CH-NH); 3,73 (d, 4H, CH,-OH) ppm.

6.2.10.3.2.6  Synthese DTC-Sers AuNP (@ = 14 nm)

AuDTCSers .
0SO;5
s :
)\ 0S0,
N
S H

Zu Beginn wurden 8 uL (0,1 mmol, 3,8-10° Ag.) Kohlenstoffdisulfid und 10 pL (0,075 mmol,
2,510°Aq.) NEt; zu einer Losung bestehend aus 1mL Millipore-Wasser und
0,030 g (0,1 mmol, 3,8:10°Aq.) sulfatiertem Serinol (Sers) getropft und 10 min im
Ultraschallbad behandelt. Im Anschluss daran wurde die so hergestellte Ligandlosung
unter starkem Rihren zu einer 1,72 nmol AuCitrat-Lésung (15 mL, 0,026 nmol, 1 Aq.)
gegeben und eine weitere Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde die
Reaktionslésung mit Ethanol gefallt und zentrifugiert (3500 rpm, 10 min). Der erhaltene
Rickstand wurde in 5 mL Millipore-Wasser resuspendiert und abschlieend in einem
weiterern Reinigungsschritt gegen Millipore-Wasser dialysiert (MWCO: 3500-6000 Da,
400 mL Millipore-Wasser, 3 h). Es wurde eine klare, rote Kolloidlédsung mit einer
Konzentration von 5,2 nmol / L an Nanopartikeln erhalten.

Charakterisierung:

TEM: d=14,6+0,7 nm DLS: d,=18+4 nm
UV/Vis: Amax =531 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & =2,75 (m, 2H, CH-NH); 3,64 (m, 4H, CH,-0S05);

4,06 (m, 1H, CH,-S); 8,03 (m, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 1792,2 cm™ (s, v(C=0)); 1716,2 cm™ (s, v(C=0)); 1508,3 cm™ (m, v(NCO));
Einfachreflexion):  1218,8 cm™ (s,v(C-0)); 1002,7 cm™; 890,2 cm™; 786,9 cm™; 725,1cm™ (w,
CH,-rocking).
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6.2.10.3.2.7 Synthese Sers-koordinierter Silbernanopartikel (AgSers; @ =5 nm)

AgSers 0S05

(0} J/\/
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Synthesevorschrift B (analog zu AuNP): 2,5 mL (0,4 pmol / L, 1 nmol Nannopartikel, 1 Aq.)
AgMUDHSE; 0,030 g (1-10”* mol, 1-10° Aqg.) Sers; 25 uL (0,18 mmol, 1,8-10° Aq) NEts;
0,002 g; 2 mL abs. DMF; 5 mL Milipore-Wasser

Es wurde eine klare, dunkelgelbe Kolloidlésung (c = 0,2 umol / L) erhalten, die mehrere
Wochen stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=4,9+0,4nm DLS: dh=9+2nm

UV/Vis: Amax =424 nm

ATR-IR (Diamant- 2921,3cm™ (s, v(C-H)); 2850,8cm™ (s, v(C-H)); 1632,4 (m, v(C=0)),

Einfachreflexion):  1595,5cm™ (s, V(N-H)); 1488,7cm™ (s, &(C-H)); 1418,6cm™ (s, &(C-H));
1361,6 cm™ (m, §(C-H)); 1222,8cm™ (m, v(C-0)); 1104,0cm™ (m, v(C-0));
1063,1 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.3.2.8 Sers koordinierte Silbernanopartikel (AgSers; @ = 17 nm)

Synthesevorschrift C (analog zu AuNP): 15 mL (1,77 nM, 0,027 nmol Nanopartikel, 1 Aq.)
AgCitrat (d = 17 nm); 0,013 g (0,025 mmol, 1-10° Aq.) LigSers; Millipore-Wasser.

Es wurden 10 mL einer klaren, gelben Lésung (c = 2,7 nmol / L) erhalten. Diese wurde im
Kuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt

Charakterisierung:

TEM: - DLS: d,=18+5nm
UV/Vis: Amax =425 nm

6.2.10.3.2.9 Sers-koordinierter Gold-Silber-Legierungen (AuAgSers)

Zu einer wassrigen Losung AuAgCitrat-wurde die Ligandenldsung (0,01 g; 0,025 mmol; in
1 mL dest. Wasser) gegeben und 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde gegen
Wasser dialysiert (MWCO: 4000-6000, dreimal je 800 mL dest. Wasser, jeweils 3 h). Nach
der Dialyse wurde die Nanopartikelldsung im Olpumpenvakuum eingeengt.
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Au/Ag-3:1-Nanopartikel: Charakterisierung:

Au/AgCitrat 15 mL (d =24 nm) UV/Vis: Amax =493 nm
LigSers 0,012 g (0,025 mmol)

Au/Ag-1:1-Nanopartikel: Charakterisierung:

Au/AgCitrat 15 mL (d =19 nm) UV/Vis:TEM: Amax =464 nm
LigSers 0,012 g (0,025 mmol)

Au/Ag-1:3-Nanopartikel: Charakterisierung:

Au/AgCitrat 15 mL (d =23 nm) UV/Vis: Amax =429 nm
LigSers 0,012 g (0,025 mmol)

6.2.10.3.3 Synthese TRISs-koordinierte Edelmetallnanopartikel

6.2.10.3.3.1 TRISs-koordinierte Goldnanopartikel (AuTRISs; @ = 7 nm)

AuTRISs o 0S05”

050,
@ +iyces

Synthesevorschrift B: TRISs (0,043 g, 0,1 mmol, 1-10° Aq.); 5 mL, AUMUDHSE (0,2 umol / L,
1 nmol Nanopartikel, d =7 nm), 20 uL (0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Nach dem Dialyseschritt wurden 5 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,2 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert und war mehrere
Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,4nm DLS: dy=17 £3 nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,16-1,40 (bm, 12H, CH,); 1,55 (m, 4H, CH,-CH,-

CO, CH,-CH,-S); 2,28 (t, 2H, CH,-CO); 2,89 (t, 2H, CH,-S); 3,76 (s, 6H, CH,-
0SO;Na); 7,58 (bs, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 24,68 (CH,-CH,-S), 25,43 (CH,-CH,-CO), 27,78
(CH,), 28,56 (CH,), 29,80 (CH,), 30, 73 (CH,), 32,29 (CH,-CH,-S), 35,43 (CH,-
C0), 55,11 (C-NH), 65,35 (3x CH,-0S0O3Na), 176,35 (CO-NH) ppm.

6.2.10.3.3.2 TRISs-koordinierte Goldnanopartikel (AuTRISs; @ = 14 nm)

Synthesevorschrift D: 15mL (1,72nM, 0,024 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) AuCitrat
(d =14 nm); 0,016 g (0,025 mmol, 1-10° Aq.) LigTRISs; Millipore-Wasser.

319



6 Experimenteller Teil

Es wurden 10 mL einer klaren, roten Losung (c=2,4 nmol /L) erhalten. Diese wurde im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und war mehrere Wochen optisch stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=14,1£0,8 nm DLS: dp=37+10nm

UVv/Vis: Amax =532 nm

NMR: '"H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,14-1,56 (bm, 26H, CH,, CH,-CH,-CO, CH,-CH,-
S); 2,68 (t, 2H, CH,-CO); 2,83 (t, 2H, CH,-S); 3,17 (s, 6H, CH,-0S0;Na); 7,75 (bs,
1H, NH) ppm.

6.2.10.3.3.3 TRISs-koordinierte Silbernanopartikel (AgTRISs; @ = 5 nm)

AgTRISs 050,
I SC
0OSO5”
A s/\MJL N 3 &
G s H oSl

Synthesevorschrift B (analog zu AuNP): 2,5 mL (0,4 umol / L, 1 nmol Nannopartikel, 1 Aq.)
AgMUDHSE; 0,043 g (1-10” mol, 1-10° Ag.) TRISs; 25 pL (0,18 mmol, 1,8:10° Aq) NEts;
0,002 g; 2 mL abs. DMF; 5 mL Milipore-Wasser

Es wurde eine klare, dunkelgelbe Kolloidlésung (c = 0,2 umol / L) erhalten, die mehrere
Wochen stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=4,9+0,4nm DLS: dy =16 £3 nm
UV/Vis: Amax =430 nm

6.2.10.3.4 Threos koordinierte Goldnanopartikel (AuThreos; @ = 7 nm)

AuThreos ;

0 J/\‘Ojo 3

9
C " osoy ;

Synthesevorschrift B: Threos (0,031g, 0,1 mmol, 1-10° Ag.); 5mL, AuMUDHSE
(0,2 umol / L, 1 nmol Nanopartikel, d =7 nm), 20 uL (0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Nach dem Dialyseschritt wurden 5 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,2 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert und war mehrere
Wochen stabil.
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Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,3nm DLS: dy=12 £3 nm
UV/Vis: Amax =524 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,06-1,45 (bm, 15H, CH,, CHs); 1,61 (m, 4H, CH,-

CH,-CO, CH,-CH,-S); 2,15 (t, 2H, CH,-CO); 2,70 (m, 2H, CH,-S); 3,56 (m, 1H,
CH-NH); 3,75 (d, 4H, CH,-0S05); 7,91 (d, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 17,09 (CHs); 24,86 (CH,-CH,-CO), 25,57 (CH,),
27,50 (CH,), 28,01 (CH,), 28,52 (CH,), 28, 85 (CH,), 29,17 (CH,), 29,49 (CH,),
30,00 (CH,), 33,09 (CH,-CH,-S), 35,21 (CH,-CO), 61,81 (CH-NH), 72,35 (CH,-
0505, 170,98 (CO-NH) ppm.

6.2.10.3.5 Alans-koordinierter Goldnanopartikel (AuAlans; @ = 7 nm)

AuAlans
o)

@ SWH’H

? 050,

Synthesevorschrift B: Alans (0,018 g, 0,1 mmol, 1-10° Aq.); 5 mL, AuMUDHSE (0,2 umol / L,
1 nmol Nanopartikel, d =7 nm), 20 uL (0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Nach dem Dialyseschritt wurden 5 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,2 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert und war mehrere
Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3nm DLS: d,=13+3 nm
UV/Vis: Amax =525 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,06-1,45 (bm, 15H, CH,, CH;); 1,61 (m, 4H, CH,-

CH,-CO, CH,-CH,-S); 2,15 (t, 2H, CH,-CO); 2,70 (m, 2H, CH,-S); 3,56 (m, 1H,
CH-NH); 3,75 (d, 4H, CH,-0S05); 7,91 (d, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 17,09 (CHs); 24,86 (CH,-CH,-CO), 25,57 (CH,),
27,50 (CH,), 28,01 (CH,), 28,52 (CH,), 28, 85 (CH,), 29,17 (CH,), 29,49 (CH,),
30,00 (CH,), 33,09 (CH,-CH,-S), 35,21 (CH,-CO), 61,81 (CH-NH), 72,35 (CH,-
0S05), 170,98 (CO-NH) ppm.

6.2.10.3.6 IPAs-koordinierte Goldnanopartikel (AulPAs; @ =7 nm)

AulPAs

@y

321



6 Experimenteller Teil

Synthesevorschrift B: IPAs (0,018 g, 0,1 mmol, 1-10° Aq.); 5 mL, AUMUDHSE (0,2 pmol / L,
1 nmol Nanopartikel, d = 7 nm), 20 pL (0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Nach dem Dialyseschritt wurden 5 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,2 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert und war mehrere
Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,3nm DLS: dy=14+3 nm

UVv/Vis: Amax =527 nm

ATR-IR (Diamant- 2917,8cm™ (s, v(C-H)); 2849,7 cm™® (s, v(C-H)); 1628,7 cm™ (m, v(C=0)),

Einfachreflexion):  1537,4 cm™ (s, v(N-H)); 1489,9 cm™ (s, 8(C-H)); 1454,3 cm™ (s, 8(C-H)); 1396,4
cm™ (m, §(C-H)); 1220,2 cm™ (m, v(C-0)); 1079,8 cm™ (m, v(C-0)); 1030,9 cm’
(s, v(C-0)).

6.2.10.3.7 Synthese AMPDs- koorinierter Goldnanopartikel (AUAMPDs; @ = 7 nm)

AuAMPDs 050,

(0]
9 H

Synthesevorschrift B: AMPDs (0,031g, 0,1 mmol, 1-10° Aqg.); 5mL, AuMUDHSE
(0,2 umol / L, 1 nmol Nanopartikel, d = 7 nm), 20 uL (0,14 mmol, 1,4-10° Aq.) NEts.

Nach dem Dialyseschritt wurden 5mL einer klaren, dunkelroten Kolloidldsung
(c=0,2 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert und war mehrere
Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,4 nm DLS: d,=18+t4 nm

UV/Vis: Amax =528 nm

ATR-IR (Diamant- 2920,6 cm™ (s, v(C-H)); 2850,8 cm™ (s, v(C-H)); 1633,8 cm™ (m, v(C=0)),

Einfachreflexion):  1536,6 cm™ (s, v(N-H)); 1488,8 cm™ (s, §(C-H)); 1463,3 cm™ (s, §(C-H)); 1396,0
cm™ (m, 8(C-H)); 1257,9 cm™ (m, v(C-0)); 1091,4 cm™ (m, v(C-0)).

6.2.10.4 Multivalente Prasentation der azyklischen Amine durch CdTe/ZnS-QDots
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6.2.10.4.1 Synthese EAs-koordinierter CdTe/ZnS-QDots

CdTe/ZnS/TGA/EAs (n = 0)

a
" sy 0s0r
_ZnS n H

CdTe/ZnS/MUDA/EAs (n = 9)

Y

CdTe/ZnS/MUDA/EAs (n = 9):

Synthesevorschrift F [1: 10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1,55 mL (6,43 umol / L,
10 nmol Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,016 g (0,1 mmol, 10000 Aq.) EDC;
0,055 g (0,25 mmol, 2500 Aqg.) sulfo-NHS; 0,042 g (3-:10™ mol, 3-10* Aq.) EAs; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die EAs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=2,0 umol /L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) grin leuchtete. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MUDA/EAs:

TEM: d=2,6+0,2nm

UV/Vis: Amax =436 nm

ATR-IR (Diamant- 2942,3 cm™ (s, v(C-H)); 2843,1 cm™ (s, V(C-H)); 1615,5cm™ (s, v(C=0)),

Einfachreflexion):  1537,5 cm™ (s, v(N-H)); 1421,2 cm™ (s, §(C-H)); 1394,0 cm™ (s, §(C-H)); 1333,4
cm™ (m, 8(C-H)); 1248,8 cm™ (m, v(C-0)); 1116,9 cm™ (m, v(C-0)); 1063,1 cm’
' (s, v(C-0)).

CdTe/ZnS/TGA/EAs (n = 0):

Synthesevorschrift F [1:10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 2,9 mL (3,50 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/TGA; 0,016 g (0,1 mmol, 10000 Aq.) EDC; 0,055 g
(0,25 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,042 g (3-10” mol, 3-10* Aq.) EAs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die EAs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikell6sung
(c=2,0 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) orange leuchtete. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung CdTe/ZnS/TGA/EAs:

TEM: d=5,0+£0,2 nm
UV/Vis: Amax =581 nm
ATR-IR  (Diamant- 2942,6 cm™ (s, V(C-H)); 1635,6 cm™ (s, V(C=0)), 1560,2 cm™ (s, V(N-H));
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Einfachreflexion):  1393,8 cm™ (s, 8(C-H)); 1264,8 cm™ (m, v(C-0)); 1059,2 cm™ (m, v(C-0));
972,9cm™.

6.2.10.4.2 Synthese Sers-koordinierter CdTe/ZnS-QDots

0SO5”

( SMOLNJ/\/OZO?
nS

n H

Sers koord. CdTe/ZnS-QDots (n=1-9)
CdTe/ZnS/MPA/Sers (n=1):

Synthesevorschrift F [1:10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 4,4 mL (2,29 umol / L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MPA; 0,017 g (0,1 mmol, 10000 Aq.) EDC; 0,054 g
(0,25 mmol, 25000 Aq.) sulfo-NHS; 0,022 g (7-10° mol, 7-10* Aq.) Sers; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Sers-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, hellgelbe Partikellésung
(c=2 pumol /L) erhalten

Charakterisierung CdTe/ZnS/MPA/Sers:

TEM: d=3,8+0,3nm

UV/Vis: Amax = 565 nm

ATR-IR  (Diamant- 2959,3 cm™ (s, v(C-H)); 1654,7 cm™ (m, v(C=0)), 1489,0 cm™ (s, 8(C-H));

Einfachreflexion):  1454,3 cm™ (s, §(C-H)); 1395,1 cm™ (m, &(C-H)); 1215,6 cm™ (m, v(C-O));
1002,2 cm™ (m, v(C-0)).

CdTe/ZnS/MSA/Sers (n = 1):

CdTe/ZnS/MSA/Sers 0S0;
(@) J/\/OSO?,_
NH
CdTe s o) 050,°
Zns /C
N 0S05”

Synthesevorschrift F [1:10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 2,5 mL (8,05 umol /L,
20 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MSA; 0,030 g (0,19 mmol, 10000 Aq.) EDC; 0,103 g
(0,48 mmol, 25000 Aq.) sulfo-NHS; 0,035 g (1,2:10™* mol, 6:10% Aq.) Sers; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Sers-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung (c = 4 umol / L)
erhalten.
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Charakterisierung CdTe/ZnS/MSA/Sers:

TEM: d=3,2+0,4 nm
UV/Vis: Amax =517 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6=2,94 (d, 2H, CH,-C); 3,27 (t, 1H, CH-CH,); 3,61

(m, 2H, CH,-NH); 3,95 (s, 8H, CH,-0505); 8,23 (bs, 2H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2920,5cm™ (s, V(C-H)); 2849,7 cm™ (s, v(C-H)); 1642,0 cm™ (m, v(C=0)),
Einfachreflexion): ~ 1587,8 cm™ (s, V(CN-H)); 1414,6 cm™ (s, §(C-H)); 1356,4 cm™ (m, &(C-H));
1229,7 cm™ (m, v(C-0)); 1062,6 cm™ (m, v(C-0)).

CdTe/ZnS/MHA/Sers (n = 4):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001g (0,006 mmol, 1000 Ag.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Ag.) sulfo-NHS; 0,009 g (3-10° mol, 5-10% Aq.) Sers; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Sers-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol /L) erhalten, die unter Lichtausschluss im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert
wurde.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MHA/Sers:

TEM: d=3,5+0,3nm
UV/Vis: Amax = 487 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6=1,33 (bm, 2H, CH,); 1,65 (m, 2H, CH,-CH,-CO);

1,76 (m, 2H, CH,-CH,-S); 2,38 (t, 2H, CH,-CO); 2,67 (t, 2H, CH,-S); 3,42 (s, 4H,
CH,-0S05); 4,00 (m, 1H, CH-NH); 8,23 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR  (Diamant- 1595,2 cm™ (m, v(CN-H)); 1431,1 cm™ (s, 8(C-H)); 1391,8 cm™ (m, §(C-H));
Einfachreflexion):  1068,6 cm™ (m, v(C-0)).

CdTe/ZnS/DHLA/Sers (n = 4):

Synthesevorschrift F [1:10000 : 25000 (CdTe:EDC : sulfo-NHS)]: 2 mL (4,92 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/DHLA; 0,016 g (0,1 mmol, 10000 Aq.) EDC; 0,055 g
(0,25 mmol, 25000 Aq.) sulfo-NHS; 0,089 g (3-10™ mol, 3-10* Aq.) Sers; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Sers-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikelldsung
(c=2,0 umol /L) erhalten, die unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert
wurden.

Charakterisierung CdTe/ZnS/DHLA/Sers:

Charakterisierung:
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TEM: d=3,5£0,3nm
UV/Vis: Amax =567 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6= 1,34 (m, 2H, CH,); 1,67 (m, 4H, CH,); 1,87 (m,

2H, CH,-CH,-S); 2,15 (t, 2H, CH,-CO); 2,32 (m, 1H, CH-S); 2,60 (t, 2H, CH,-S);
3,26 (d, 4H, CH,-0505); 4,10 (m, 1H, CH-NH); 7,54 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2940,3cm™ (s, v(C-H)); 2862,6 cm™ (s, v(C-H)); 1634,5 cm™ (m, v(C=0)),
Einfachreflexion)  1556,2cm™ (s, v(CN-H)); 1446,0 cm™ (s, 8(C-H)); 1376,3 cm™ (m, 8(C-H));
1255,6 cm™ (m, v(C-0)); 1040,0 cm™ (m, v(C-0)).

CdTe/ZnS/MUDA/Sers (n = 9):

Synthesevorschrift F [1: 10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1,55 mL (6,43 umol / L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,016 g (0,1 mmol, 10000 Aq.) EDC;
0,055 g (0,25 mmol, 25000 Ag.) sulfo-NHS; 0,089 g (3-10"4 mol, 3-10* Aq.) Sers; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die Sers-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=2,0 umol /L) erhalten, die unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C gelagert
wurde.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MUDA/Sers:

TEM: d=2,6+0,2 nm
UV/Vis: Amax =439 nm
NMR: '"H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,23-1,43 (bm, 12H, CH,); 1,64 (m, 4H, CH,-CH,-

CO, CH,-CH,-S); 2,34 (t, 2H, CH,-CO); 2,82 (t, 2H, CH,-S); 3,15 (m, 1H, CH-NH);
3,61 (s, 4H, CH,-0S0y5); 8,23 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2920,5cm™ (s, V(C-H)); 2849,7 cm™ (s, v(C-H)); 1641,2 cm™ (m, v(C=0)),
Einfachreflexion):  1584,9 cm™ (s, v(CN-H)); 1384,8 cm™ (s, §(C-H)); 1351,5 cm™ (m, §(C-H));
1152,5 cm™ (m, v(C-0)); 1053,2 cm™ (m, v(C-0)).

6.2.10.4.3 Synthese TRISs-koordinierter CdTe/ZnS QDots

CdTe/ZnS/TGA/TRISs (n = 0)
050"

050y
0S0;

CdTe/ZnS/MUDA/TRISs (n = 9)
CdTe/ZnS/TGA/TRISs:

Synthesevorschrift F [1:10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 5,6 mL (1,77 umol / L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/TGA; 0,016 g (0,1 mmol, 10000 Aqg.) EDC; 0,055 g
(0,25 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,128 g (3:10* mol, 3-10* Aqg.) TRISs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH
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Die TRISs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, orange Partikelldsung
(c=2,0 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) orange leuchtete. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung TGA (n = 0):

TEM: d=5,1+0,3nm

UV/Vis: Amax = 565 nm

ATR-IR (Diamant- 2945,1 cm™ (s, v(C-H)); 1646,4 cm™ (s, v(C=0)), 1389,3 cm™ (s, 8(C-H));
Einfachreflexion): 1051,6 cm™ (m, v(C-0)); 850,8 cm™.

CdTe/ZnS/MUDA/TRISs (n = 9):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,013 g (3-10'S mol, 5-10° Aq.) TRISs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die TRISs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) grin leuchtete. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung MUDA (n = 9):

TEM: d=2,6+0,3nm
UV/Vis: Amax =439 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,23-1,41 (bm, 12H, CH,); 1,50 (m, 4H, CH,-CH,-

CO, CH,-CH,-S); 2,28 (t, 2H, CH,-CO); 2,90 (t, 2H, CH,-S); 3,48 (s, 6H, CH,-
0SO;Na); 7,81 (bs, 1H, NH) ppm.

6.2.10.4.4 Synthese Threos-koordinierter CdTe/ZnS Quantum Dots

CdTe/ZnS/MPA/Threos (n = 1):

Synthesevorschrift F [1:10000 : 25000 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 12,5 mL (0,8 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MPA; 0,017 g (0,1 mmol, 10000 Aq.) EDC; 0,054 g
(0,25 mmol, 25000 Ag.) sulfo-NHS; 0,022 g (7-10° mol, 7-10*Aq.) Threos; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die Threos-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, hellgelbe Partikell6sung
(c=2 umol /L) erhalten.
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Charakterisierung CdTe/ZnS/MPA/Threos (n = 1):

TEM: d=3,8+0,3nm
UV/Vis: Amax =542 nm

CdTe/ZnS/MUDA/Threos (n = 9):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,018 g (3-10 mol, 5:10° Aqg.) Syn3s; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Syn3s-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikelldsung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A = 366 nm) schwach griin leuchtete.
Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MUDA/Threos (n=9):

TEM: d=2,7+0,3nm DLS: d,=15+3 nm

UVv/Vis: Amax =424 nm

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 0,92 (t, 2H, CH,); 1,25 (d, 3H, CHs); 1,69 (quin,
2H, CH,); 2,85 (t, 2H, CH,); 2,91-3,01 (m, 3H, CH-NH, CH,); 4,35 (quin,4H, CH,-
0S05) ppm.

ATR-IR (Diamant- 2970,8 cm™ (s, v(C-H)); 2923,6 cm™ (s, v(C-H)); 2850,3 cm™ (s, v(C-H));
Eimfachreflexion):  1648,8 cm™ (s, v(C=0)); 1568,8 cm™ (m, v (N-H)); 1410,7 cm™ (s, §(C-H));
1163,8 cm™ (m, v (C-0)).

6.2.10.5 Multivalente Prasentation der azyklischen Amine durch Eisenoxidnanopartikel

6.2.10.5.1 Immobilisierung von EAs auf Eisenoxidnanopartikeln (IONP-DMSA-Eas)

\

‘ H )
(0] 0

/ -

IONP-DMSA-EAs

Synthesevorschrift : 1 nmol (1Aqg.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-1O4Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g, 2,5-104Aq.) sulfo-NHS;
0,020 g (1-10”° mol, 1-10* Aq.) EAs; Millipore-Wasser

Es wurde eine dunkelbraune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht verdnderte.
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Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=5,2+0,4nm DLS: dy=13+3 nm
ATR-IR (Diamant- 1648,0 cm™ (m, v(C=0)); 1584,5 cm™ (s, v (N-H)); 1488,1 cm™ (m, &(C-H));
Einfachreflexion):  1385,9 cm™ (m, 8(C-H)); 1013,8 cm™ (s, v(C-0)).

Charakterisierung 7 nm:

TEM: d=7,4+0,2nm DLS: dy =24 +4 nm

ATR-IR (Diamant- 2960,8 cm™ (s, v(C-H)); 2922,5 cm™ (s, v(C-H)); 2852,3 cm™ (s, v(C-H));

Einfachreflexion):  1640,4 cm™ (s, v(C=0)); 1562,0 cm™ (m, v (N-H)); 1450,7 cm™ (s, 8(C-H));
1411,1 cm™ (m, 8(C-H)); 1254,8 cm™ (m, v (C-0)); 1114,8 cm™ (m, v (C-0));
1068,4 cm™ (m, v (C-0)); 1021,5 cm™ (s, v(C-0)).

Charakterisierung 12 nm:

TEM: d=12,2+£0,2 nm DLS: d,=56+14 nm
ATR-IR (Diamant- 1587,1 cm™ (s, v (N-H)); 1438,0 cm™ (m, &(C-H)); 1381,5cm™ (m, &(C-H));
Einfachreflexion):  1349,9 cm™ (m, v (C-0)); 1016,7 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.5.2 Immobilisierung von Sers auf Eisenoxidnanopartikeln (IONP-DMSA-Sers)

\ H ]
3\;\«\'{0503
0 0S0;”
s (0} 3

IONP-DMSA-Sers b ‘

Synthesevorschrift : 1 nmol (1Aqg.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-104Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g, 2,5-104Aq.) sulfo-NHS;
0,020 g (6,7-10” mol, 6,7-10" Aq.) Sers; Millipore-Wasser

Es wurde eine dunkelbraune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=5,2+20,4 nm DLS: d,=14+2nm
ATR-IR (Diamant- 2970,0 cm™ (s, v(C-H)); 1646,5cm™ (s, v(C=0)); 1565,3 cm™ (m, v (N-H));
Einfachreflexion):  1442,2 cm™ (m, 8(C-H)); 1251,0 cm™ (m, v (C-0)); 1140,6 cm™ (s, v(C-0)).

Charakterisierung 7 nm:

TEM: d=7,4+0,4nm DLS: dh=24+3nm

ATR-IR (Diamant- 2949,1 cm™ (s, v(C-H)); 2916,8 cm™ (s, v(C-H)); 2848,2 cm™ (s, V(C-H));

Einfachreflexion):  1734,4 cm™ (s, v(C=0)); 1654,3 cm™ (s, v(C=0)); 1542,4 cm™ (m, v (N-H));
1508,5 cm™ (m, v (N-H)); 1458,6 cm™ (s, §(C-H)); 1374,6 cm™ (m, 8(C-H));
1212,9 cm™ (m, v (C-0)); 1009,5 cm™ (m, v (C-0)).
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Charakterisierung 12 nm:

TEM: d=12,2+0,2nm DLS: dy=47 £9 nm

ATR-IR (Diamant- 2967,1 cm™ (s, V(C-H)); 1647,3cm™ (s, v(C=0)); 1561,2 cm™ (s, v (N-H));

Einfachreflexion):  1397,9 cm™ (m, §(C-H)); 1258,8 cm™ (m, v (C-0)); 1102,7 cm™ (s, v(C-0));
1017,9 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.5.3 Immobilisierung von TRISs auf Eisenoxidnanopartikeln (@ = 5 nm)

Yoy 0508
0)\2\% 050, ,’ .
S i &

IONP-DMSA-TRISs

Synthesevorschrift : 0,002 g (1 nmol Nanopartikel, 1 Aq., d =5 nm) DMSA-funktionalisierte
Eisenoxidnanopartikel; 0,025 mmol (0,004 g, 2,5-10* Ag.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g,
2,5-10% Aq.) sulfo-NHS; 0,035 g (8,0-10™ mol, 8,0-10* Aq.) TRISs; Millipore-Wasser

Es wurde eine dunkelbraune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht veranderte

Charakterisierung:

TEM: d=5,2+0,4 nm DLS: d,=15+2 nm
ATR-IR (Diamant- 1650,3 cm™ (s, v(C=0)); 1585,0 cm™ (m, v (N-H)); 1487,9 cm™ (m, &(C-H));
Einfachreflexion):  1380,2 cm™ (m, v (C-0)); 1259,2 cm™ (m, v (C-0)); 1104,0 cm™ (s, v(C-0)).

6.2.10.5.4 Immobilisierung von Threos auf Eisenoxidnanopartikeln (@ = 5 nm)
0550
H <
‘L;\«“f b
050,° (5
S5 ° ’ R -
IONP-DMSA-Threos

Synthesevorschrift : 0,002 g (1 nmol Nanopartikel, 1 Aq., d =5 nm) DMSA-funktionalisierte
Eisenoxidnanopartikel; 0,025 mmol (0,004 g, 2,5-10* Ag.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g,
2,5-10* Aq.) sulfo-NHS; 0,025 g (8,37-10™ mol, 8,37-10" Aq.) Threos; Millipore-Wasser

Es wurde eine dunkelbraune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht verdanderte.

Charakterisierung:

TEM: d=5,2+0,4nm DLS: dy=15+4 nm
ATR-IR (Diamant- 1643,6 cm™ (s, v(C=0)); 1585,4 cm™ (m, v (N-H)); 1487,9 cm™ (m, §(C-H));
Einfachreflexion):  1381,1 cm™ (m, 8(C-H)); 1101,8 cm™ (m, v (C-O)).
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6.2.11 Synthese von Clovamid inspirierten Liganden und deren multivalente

Prasentation durch verschiedene Nanopartikel

6.2.11.1 Allgemeine Synthesevorschriften

6.2.11.1.1 Aligemeine Synthesevorschift zur Sulfatierungsreaktion der Epitope (A)

1 mmol des zu sulfatierenden Epitops wurden mit der entsprechenden Menge SO3-DMF-
Komplex in 20 mL absolutem DMF gel6st und 2,5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das DMF
wurde im Anschluss am Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand wurde mit 5 mL
1 M Natronlauge versetzt. Die Mischung wurde 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieBend mit Ethanol gefdllt, um mdogliche Verunreinigungen abzutrennen. Das
Rohprodukt wurde am Olpumpenvakuum getrocknet und der erhaltene farblose bis
hellgelbe Feststoff ohne weitere Aufarbeitung fiir die Kupplungsreaktionen verwendet.

6.2.11.1.2 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Immobilisierung der verschiedenen
Clovamid-inspirierten Liganden auf die Goldoberflache durch

Kupplungsreaktionen mit Aktivester-koordinierten Goldkolloiden (@ = 7 nm)

Zur Immobilisierung der verschiedenen sulfatierten Epitope auf die Goldkolloide mit
einem mittleren Durchmesser von 7 nm wurden 3 mL (0,34 nmol) einer 1,13 umol/L
Losung der MUDHSE funktionalisierten Goldkolloide in einem ausgeheizten Kolben unter
Schutzgasatmosphare vorgelegt und mit einer Losung aus der angegebenen Menge des
primaren Amins in 2 mL absolutem DMF versetzt. Unter starkem Riihren wurden nach
15 min 25 pL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) Triethylamin zugegeben und weitere 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10 Aq) 2-Aminoethyl-
hydrogensulfat zugegeben, um noch vorhandene Aktivesterfunktionen umzusetzen. Die
klare, rote Reaktionslosung wurde weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieRend zuerst gegen DMF dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 300 mL DMF,
jeweils 3 h) und danach das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. AbschlieRend
wurden die Partikel in 5 mL Millipore-Wasser redispergiert und gegen Millipore-Wasser
dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 300 mL Millipore-Wasser, jeweils 3 h).

6.2.11.1.3Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Immobilisierung der verschiedenen
Clovamid-inspirierten Liganden durch Kupplungsreaktionen mit MUDA-

koordinierten Goldkolloiden (C)
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Zur multivalenten Prasentation Clovamid-inspirierter Liganden auf der Partikeloberflache
der 10 nm grolRen Goldkolloide, wurden 3 mL MUDA-koordinierte Goldkolloidlédung
(0,228 umol/L) in einem ausgeheizten Kolben unter Schutzgasatmosphare vorgelegt. In
einem zweiten ausgeheizten Kolben wurden 0,004 g (2,6 mmol, 4-10" Ag.) HOBt und
0,011g (2,6 mmol, 4-10°Ag.) HBTU in 2mL DMSO gegeben und 30 Min. bei
Raumtemperatur geriihrt. In einem weiteren ausgeheizten Kolben wurden 1,3 mmol
(2-10% Aq.) des sulfatierten Epitops in 2 mL DMSO gelost und ebenfalls 30 Min. bei
Raumtemperatur geriihrt. Als Nachstes wurde die Kolloidl6sung unter starkem Rihren zur
HOBt/HBTU-L6sung  gegeben. Nach 15 Min. wurden 7,5puL (5,2 mmol, 8-10*Aq.)
Triethylamin zugetropft und gleich im Anschluss die Losung mit dem sulfatiertem Liganden
zugegeben. Die Reaktionslésung wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor sie gegen
DMF dialysiert wurde (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 300 mL DMF, jeweils 3 h). Das
DMF wurde am Olpumpenvakuum entfernt und die Nanopartikel in 5 mL Millipore-Wasser
redispergiert. Die Nanopartikel-Losung wurde abschlieRend gegen Millipore-Wasser
dialysiert (MWCO: 4000-6000 Da, dreimal je 300 mL Millipore-Wasser, jeweils 3 h). Es
wurde eine klare, rote Losung mit einer Konzentration von 0,137 uM an Nanopartikeln
erhalten, die im Kihlschrank gelagert wurden und mehrere Monate optisch stabil waren.

6.2.11.1.4 Allgemeine Synthesevorschrift der Ligandenaustauschreaktion von Citrat-

koordinierten Nanopartikeln (D)

Zu einer wassrigen Losung Citrat-koordinierter Goldnanopartikel (30 mL einer 1,72 nM
Losung = 0,052 nmol Nanopartikel) wurde unter starkem Rihren eine Losung des zuvor
synthetisierten Liganden (0,11 mmol, 4,6-10° Aq.) in 1 mL dest. Wasser gegeben und 72 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde gegen Wasser dialysiert (MWCO: 3500-6000,
dreimal je 600 mL dest. Wasser, jeweils 2 h). Nach der Dialyse betrug das
Loésungsmittelvolumen ca. 17 mL. AbschlieBend wurde die Losung auf 10mL am
Olpumpenvakuum eingeengt. Es wurde eine klare rote Lésung mit einer Konzentration
von 2,4 nM Nanopartikel erhalten, die im Kiihlschrank gelagert wurde.

6.2.11.1.5 Allgemeine Synthesevorschrift fir die Immobilisierung der sulfatierten Liganden
auf IONP (F)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Xiong et al. %%

Die Immobilisierung der Kohlenhydratmimetika auf die Eisenoxidnanopartikel erfolgte
ebenfalls durch Kupplung mit EDC/sulfo-NHS. Dazu wurden 0,002 g (1Aq.) der
Eisenoxidnanopartikel in 10 mL Millipore-Wasser geldst. Unter starkem Riihren wurden
0,05 mmol EDC und 0,05 mmol NHS in je 1 mL Millipore-Wasser zugegeben. Nach 15 min
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wurde die Zugabe von EDC und NHS wiederholt und die Reaktionslosung weitere 15 min
geriihrt. AnschlieBend wurden 0,15 mmol Ligand (gelést in 1 mL Millipore-Wasser)
zugetropft und die Reaktionslésung 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Aufarbeitung
der funktionalisierten Eisenoxidnanopartikel erfolgte durch Zentrifugation (12000 rpm,
25 min), Abdekandieren des Losungsmittels und Waschen mit Ethanol. Der Vorgang wurde
dreimal wiederholt. Die erhaltenen Eisenoxidnanopartikel wurden am Olpumpenvakuum
getrocknet und in 2 mL Millipore-Wasser aufgenommen. Falls notwendig erfolgte ein
weiterer Aufreinigungsschritt durch Dialyse (MWCO: 6000-8000 Da, 500 mL Millipore-
Wasser, 3 h).

6.2.11.2 Synthese der Liganden

6.2.11.2.1 Sulfatierung von L-Tyrosin (Tyrs)
0

OH

Na0,SO NH;

Tyrs (M = 283,23 g/mol)

Synthesevorschrift A: 0,181 g (1 mmol) L-Tyrosin 0,151 g; 0,234 g (1,5 mmol) SO3-DMF
Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufarbeitung fir die
Immobilisierungsreaktionen mit den Nanopartikeln verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): &= 2,92-3,01 (m, 2H, CH,); 3,92 (t, 1H, CH); 6,78 (t,
1H, CH); 6,95 (s, 1H, CH), 7,22-7,32 (m, 5H, CH, NH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): 8= 36,88 (CH,); 52,61 (CH); 121,66 (CH); 123,26
(CH); 126,46 (CH);129,84 (CH); 130,13 (C-(CH,),-NH,); 152,68 (COSO;Na);
181,85 (CO) ppm.

6.2.11.2.2 Sulfatierung von Dopamin (DPs)
Na0,S0 NH

DPs (M = 357,27 g/mol)

2

Synthesevorschrift A: 0,190 g (1 mmol, 1 Aq.) Dopaminhydrochlorid; 0,383 g (2,5 mmol,
2,5 Ag.) SO3:DMF Komplex, DMF
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Es wurde ein gelber Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung als Rohprodukt in
weiteren Reaktionen verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8= 2,85 (d, 2H, CH,); 2,93 (m, 2H, CH,); 6,48 (d, 1H,
CH); 6,78 (d, 1H, CH), 6,95 (s, 1H, CH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): 8= 39,89 (CH,); 40,15 (CH,); 117,31 (CH); 119,29
(CH); 123,35 (CH); 141,69 (C-(CH,),-NH,); 142,68 (COSO;Na) ppm.

IR (KBr-Pressling):  3441,0 (s, V(N-H)); 1630,7cm™ (s, &(NH,));1442,3cm™ (m, §(C-H));
1426,3 cm™ (m, 8(C-H)); 1141,7 cm™.

MS (ESI): m /z=312,33 [M+H]" (berechnet fiir [(CoHsNO3S,) + H]* = 311,98)

6.2.11.2.3 Sulfatierung von L-Tyrosinol (Tyrols)

Na0,SO NH,
~__0OSOzNa

Tyrols (M = 371,30 g/mol)

Synthesevorschrift A: 0,204 g (1 mmol) L-Tyrosinol Hydrochlorid; 0,383 g (2,5 mmol)

SO3-DMF Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung als Rohprodukt in

weiteren Reaktionen verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: '"H-NMR (400 MHz, D,0): 6=2,59-2,67 (m, 1H, CH); 2,86 (d, 1H, CH,); 3,25-
3,29 (m, 1H, CH); 3,62 (d, 1H, CH,); 3,88 (d, 1H, CH,); 6,58 (d, 1H, CH), 6,99 (d,
1H, CH); 7,27 (d, 2H, CH); 7,60 (bs, 2H, NH,) ppm.

BC-NMR (100 MHz, D,0): 6= 40,53 (CH,); 49,59 (CH); 85,35 (CH); 121,40 (CH);
128,02 (C-(CH,),-NH,); 153,26 (COSO;Na) ppm.

IR: 3440,8 cm™ (s, V(N-H), v(O-H)); 2927,3cm™ (s, V(C-H));1708,5 cm’
11618,5cm™ (s, 8(N-H)); 1508,7 cm™ (s, S(N-H)); 1442,4cm™ (m, 8(C-H));
1426,0 cm™ (m, §(C-H)); 1139,2 cm™ (s, v(C-0)); 995,9 cm™; 876,2 cm™.

MS (ESI): m / z = 348,98 [M+H]" (berechnet fiir [(CoH,;NNaOsS,) + H]" = 348,98)

6.2.11.2.4 Sulfatierung von Tyramin (Tyras)

Na0350\©\/\
NH

Tyras (M = 239,22 g/mol)

2

Synthesevorschrift A: 0,137 g (1 mmol, 1Aq.) Tyramin; 0,234g (1,5mmol, 1,5Aq.)
SO3-DMF Komplex in 10 mL.
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Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung fir die

Immobilisierung auf die unterschiedlichen Partikeloberflachen verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 2,82 (t, 2H, CH,); 2,91 (t, 2H, CH,); 6,83 (d, 2H,
CH); 7,13 (t, 2H, NH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): 8= 39,36 (CH,); 42,48 (CH,); 115,46 (CH); 115,52
(CH); 129,25 (CH); 129,41 (CH); 130,81 (C-(CH,),-NH,); 154,25 (COSO;Na)
ppm.

IR (KBr-Pressling):  3378,9 cm™ (s, V(N-H), v(O-H)); 2971,3 cm™ (s, v(C-H)); 2923,0 cm™ (s, v(C-
H)); 2850,7 cm™ (m, v(C-H)); 1645,2 cm™ (s, 8(N-H)); 1566,6 cm™ (s, 3(N-H));
1442,4 cm™ (m, 8(C-H)); 1408,4 cm™ (m, §(C-H)); 1260,1 cm™ (m, v(C-0));
1140,9 cm™ (s, v(C-0)); 995,4 cm™; 872,0 cm™.

MS (ESI): m/z=216,07 [M+H]" (berechnet fiir [(CsH;oNO,S) + H]* = 216,07)

6.2.11.2.5 Sulfatierung von Octopamin (Octos)

Na0;50

NH,
OSO;Na
Octos (M = 357,27 g/mol)

Synthesevorschrift A: 0,194 g (1 mmol) Octopamin Hydrochlorid; 0,383 g (2,5 mmol)
SO3-DMF Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung fir die

Immobilisierung auf die unterschiedlichen Partikeloberflachen verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): &= 3,54 (q, 2H, CH,); 5,33 (t, 1H, CH); 7,25-7,52 (m,
4H, CH), 8,03 (bs, 2H, NH;) ppm.
3C-NMR (100 MHz, D,0): 8= 43,42 (CH,); 74,28 (CH); 120,20 (CH); 127,52
(CH); 132,63 (C-CH-CH,-NH,); 158,58 (COSO3Na) ppm.

3408,4 cm™ (s, V(N-H), v(O-H)); 2971,9 cm™ (s, v(C-H)); 2925,0 cm™ (s, v(C-
H)); 1643,9 cm™ (s, 8(N-H)); 1569,7 cm™ (s, 8(N-H)); 1513,0 cm™; 1463,3 cm™
(m, 8(C-H)); 1442,1 cm™ (m, 8(C-H)); 1405,7 cm™ (m, 8(0-H));1261,9 cm™ (m,
v(C-0)); 1141,3 cm™ (s, v(C-0)); 1048,6 cm™ (s, v(C-0)), 995,7 cm™; 866,2 cm’
. 837,5cm™.

MS (ESI): m/z=311,13 [M+H]" (berechnet fiir [(CgHsNOgS,) + H]" = 311,29)
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6.2.11.2.6 Sulfatierung von Levodopa (L-DOPAs)
O

OH

NH,
NaO,SO

OSO;Na
L-DOPAs (M = 401,28 g/mol)

Synthesevorschrift A: 0,197 g (1 mmol) 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin; 0,383 g (2,5 mmol)
SO3-DMF Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung fir die
Immobilisierung auf die unterschiedlichen Partikeloberflachen verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8= 3,01 (d, 2H, CH,); 3,95 (t, 1H, CH); 7,23 (d, 1H,
CH); 7,41 (s, 1H, CH), 7,44 (d, 1H, CH); 7,49 (bs, 2H, NH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & =37,50 (CH,-NH,); 56,82 (CH,); 122,02 (CH);
122,64 (CH); 122,81 (CH); 127,76 (C-(CH,),-NH,); 141,27 (C-OSO;Na); 142,51
(C-0SO;3Na), 179,15 (CO) ppm.

IR (KBr-Pressling):  3444,6 cm™ (s, v(N-H)); 2818,2cm™ (s, v(C-H)); 1598,7 cm™ (s, &(N-H));
1505,1 cm™ (m, &(C-H)); 1424,6 cm™ (m, &(C-H)); 1384,5cm™ (m, &(C-H));
1353,1cm™ (m, §(0-H));1271,8 cm™ (m, v(C-0)); 1112,3 (m, v(C-0));
1045,0 cm™ (m, v(C-0)).

MS (ESI): m / z = 400,00 [M+H]" (berechnet fiir [(CsHsNNa,01,S,) + H]" = 400,94

6.2.11.2.7 Sulfatierung von 50H-Dopamin (50H-DPs)
Na0,S0 NH,

Na0,S0
0SO;Na

50H-DPs (M = 475,31 g/mol)
Synthesevorschrift A: 0,041 g (0,2 mmol) 5-Hydroxydopamin Hydrochlorid; 0,184 g
(1,2 mmol) SO3:DMF Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein brauner Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung fiir die

Immobilisierung auf die unterschiedlichen Partikeloberflaichen verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 2,83 (t, 2H, CH,); 2,98 (t, 2H, CH,); 6,42 (d, 2H,
CH); 7,05 (bs, 2H, NH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 39,36 (CH,); 41,90 (CH,); 107,46 (CH); 128,92
(2x €-0S0O;Na); 136,25 (C-(CH,),-NH,); 144,90 (2x C-OSO;Na) ppm.

IR (KBr-Pressling) ~ 3443,8 (s, v(N-H)); 1615,1cm™ (s, 8(NH,));1443,9 cm™ (m, 8(C-H)); 1359,3
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cm™ (m, 8(C-H)); 1123,3 cm™.
MS (ESI): m / z = 409,33 [M+H]" (berechnet fiir [(CgH1;NO1,S3) + H]" = 409,94

6.2.11.2.8 Sulfatierung von 60H-Dopamin (60H-DPs)
NaO3SOj©(\/NH2
Na0,S0 0S0;Na
60H-DPs (M = 475,31 g/mol)

Synthesevorschrift A: 0,041g (0,2 mmol) 6-Hydroxydopamin Hydrochlorid; 0,184 g
(1,2 mmol) SO3:DMF Komplex in 10 mL DMF.

Es wurde ein hellbrauner Feststoff erhalten, der ohne weitere Aufreinigung fiir die
Immobilisierung auf die unterschiedlichen Partikeloberflachen verwendet wurde.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8= 2,81 (t, 2H, CH,); 3,10 (t, 2H, CH,); 6,63 (d, 2H,
CH); 7,12 (s, 2H, NH,) ppm.
BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 32,44 (CH,); 40,52 (CH,); 111,62 (CH); 112,70
(CH); 122,92 (CH-(CH,),-NH,); 132,73 (C-OSOsNa); 141,11 (2x CH,-OSO;Na)

ppm.
IR (KBr-Pressling):
3443,4cm™ (s, V(N-H)); 1613,4cm™ (s, 8(N-H)); 1445,6 cm™ (m, §(C-H));

1356,6 cm™ (m, 8(C-H)); 1143,2 cm™ (m, B(C-0)).

6.2.11.2.9 Synthese von 3-Acetylsulfanylpropionsaure (S-MPA)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Liu et al.[m])

(0] (0]
)J\S/\)kOH
S-MPA (M = 148,18 g / mol)

1,50g (9,8 mmol, 1Aq.) 3-Bromopropionsidure und 1,68g (14,7 mmol, 1,5Aq.)
Kaliumthioacetat wurden in 10 mL absolutem DMF gel6st und bei Raumtemperatur unter
Schutzgas 2 h geriihrt. AnschlieBend wurde das DMF am Olpumpenvakuum entfernt, der
Riickstand mit 20 mL Dichlormethan versetzt und mit 1 M Salzsdure dreimal gewaschen.
Als Nachstes wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde durch
Saulenchromatographie (Ethylacetat: Rf = 0,45) aufgereinigt. Es wurden 0,94 g (6,4 mmol,
65%) eines farblosen Ols erhalten, welches bis zur Verwendung im Kihlschrank
aufbewahrt wurde.

Charakterisierung:

337



6 Experimenteller Teil

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8= 2,32 (s, 3H, CHs); 2,69 (t, 2H, ) = 9.2 Hz,
CH,COOH); 3,14 (t, 2H, *) = 9.2 Hz CH,S); 5,15 (bs, 1H, OH) ppm;
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 8= 30,9 (CHs); 31,4 (CH,CO); 32,4 (CH,S); 175,3
(COOH); 194,2 (COS) ppm.

IR (Film): 3443,2 (s, v(O-H)); 2935,4 cm™ (s, v(C-H)); 2861,0 cm™ (s, V(C-H));
2550,0 cm™ (w, v(S-H)); 1707,6 cm™ (s, v(C=0)); 1411,8 cm™ (m, &(C-H));
1309,6 cm-1 (w, 8(C-H)); 1269,3 cm™ (m, 8(0-H)); 1220,5 cm™ (s,v(C-0));
1054,4 cm™ (w, v(C-0)). 720,5 cm™ (w, CH,-rocking).

Elementaranalyse Bestimmt: 40,28% (C), 5,34% (H), 0,33% (N)

(CHN): Berechnet: 40,53% (C), 5,44% (H), 0% (N)

6.2.11.2.10  Synthese von 6-Acetylsulfanylhexansaure (S-MHA)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Svedhem et al.B¥)

0]

)J\S/\/\/\WOH

0]

SMHA (M = 190,26 g / mol)

Zu Beginn wurden 1,50 g (7,8 mmol, 1 Aq.) 6-Bromhexansdure und 1,32 g (11,5 mmol,
1.5 Aqg.) Kaliumthioacetat in 30 mL abs. DMF gel6st. Das Reaktionsgemisch wurde unter
Schutzgasatmosphare 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 2 h wurde das Losungsmittel
entfernt und der Riickstand in 20 mL Wasser aufgenommen. Im Anschluss wurde die
Losung mit Dichlormethan mehrmals extrahiert. Danach wurden die vereinigten,
organischen Phasen Gber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Es wurde ein braunes Ol erhalten (0,88 g, 4,6 mmol, 59%).

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1,42 (quin, 2H, CH,); 1,62-1,70 (m, 4H, CH,);
2,32 (s, 3H; CH;3); 2.35 (t, 2H, CH,-COOH), 2,88 (t, 2H, CH,-S) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 24,1 (CH,); 28,9 (CH,); 29,2 (CH,); 30,7 (CH,);
31,7 (CHs); 33,7 (CH,COOH); 178,5 (COOH); 196,0 (CO-S) ppm.

6.2.11.2.11 Umsetzung von S-Acetyl-Mercaptopropionsaure mit Tyramin durch

HOBt / EDC-Kupplung mit anschlieRendem Sulfatierungsschritt (MPATyras)

o /\/©/0503Na
Nas ™~y

H
MPATyras (M = 349,33 g / mol)

0,150g (1 mmol, 1Aqg.) S-Acetyl-3- Mercaptopropionsiure wurden in 15mL
Dichlormethan gel6st und auf 0 °C abgekihlt. Dann wurden zunachst Tyramin (0,15 g,
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1,1 mmol, 1,1 Aq.), HOBt (0,15 g, 1,1 mmol, 1,5 Aq.) und NEt3 (0,150 mL, 1,1 mmol, 1,5 Aq)
unter starkem Riihren zugegeben. Nach 10 min wurden 0,210 g (1,1 mmol, 1,5 Aq.) EDC
zugegeben und die Reaktionslosung weitere 5 h bei Raumtemperatur gerihrt. Dabei
wurde der Verlauf der Reaktion per DC-Kontrolle verfolgt. Als Nachstes wurde die
Reaktionslésung zweimal mit je 30 mL 0,5M Zitronensdaure und danach mit 30 ml
gesattigter NaHCOs-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde (ber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer das Losungsmittel
eingeengt. Das Rohprodukt wurde durch Flash-Sdaulenchromatographie gereinigt. Es
wurde ein farbloser Feststoff (0,200 g, 0,8 mmol, 77%) erhalten

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2,31 (s, 3H, CHs); 2,71 (t, 2H, CH,-Ar); 2,82 (t,
2H, CH,-CO); 3,15 (t, 2H, CH,-S); 3,48 (m, 2H, CH,-NH); 5,71 (bs, 2H, OH); 6,77
(d, 2H, CH,.); 7,02 (d, 2H, CHa,); 7,18(t, 1H, NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 30,61 (CHs); 30,96 (CH,); 34,56 (CH,); 36,32
(CH,); 40,97 (CH,); 115,60 (CH,); 130,03 (CHa); 136,51 (Cq); 154,99 (Cq);
170,81 (CO-NH); 196,25 (CO-S) ppm.

IR (Film): 2931,4 cm™ (s, v(C-H)); 1755,8cm™ (s, v(C=0)); 1690,3 cm™ (s, v(C=0));
1650,5 cm™ (s, v(C=0)); 1593,9 cm™ (m, v (N-H)); 1547,1cm™ (m, v (N-H));
1438,7 cm™ (m, 8(C-H)); 1356,1 cm™ (m, 8(C-H)); 1240,2 cm™ (m, 8(0-H));
1197,7 cm™ (m, v(C-0)); 1168,3 cm™ (m, v(C-0)); 1135,5 cm™ (s, v(C-0));
1048,2 cm™ (m, v(C-0)).

Zur Sulfatierung und Entschiitzung wurden im zweiten Schritt 0,150 g (0,4 mmol, 1 Aq.)
des erhaltenen Produkts mit 0,150 g (1 mmol, 2,5Aq.) und 0,150 g (1 mmol, 2,5 Aq.)
SO3:DMF-Komplex in 5 mL DMF gel6st und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden
100 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und die Reaktionslosung weitere 5h bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das Lésungsmittel am Olpumpenvakuum
eingeengt Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere Aufarbeitung direkt fiir die
Ligandenaustauschreaktionen verwendet.

6.2.11.2.12S-Acetyl-6-Mercaptohexansdure mit Tyramin durch HOBt / EDC-Kupplung mit
anschliefendem Sulfatierungsschritt

H

N
Nas™ """ v\@
© 0S0,Na

MHATyras (M = 391,41 g / mol)

0,180 g (1 mmol, 1 Aqg.) S-Acetyl-6-Mercaptohexansidure wurden in 15 mL Dichlormethan
gelost und auf 0°C abgekiihlt. Dazu wurden unter starkem Rihren zundchst Tyramin
(0,150g, 1,1 mmol, 1,1Aq.), HOBt (0,150 g, 1,1 mmol, 1,1 Aqg.), und NEt; (0,15 mL,
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1,1 mmol, 1,1Aq.) zugegeben. Nach 15 min. wurden 0,210g (1,1 mmol, 1,1Aq.)
zugegeben und die Reaktionslésung weitere 8 h bei Raumtemperatur gerihrt. Der
Reaktionsverlauf wurde per DC-Kontrolle Gberpriift. Im Anschluss wurde die Losung je
zweimal mit 30 mL 0,5 M Zitronensaure und mit 30 mL einer gesattigten NaHCO3-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde dann lGber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene Rohprodukt
wurde durch Flash-Sdulenchromatographie gereinigt. Es wurden 0,260 g (8,3 mmol, 83%)
eines farblosen Feststoffs erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8 = 1,0-1,36 (m, 2H, CH,); 1,43-1,70 (m, 4H, CH,);
2,14 (t, 2H, CH,-CO); 2,30 (s, 3H, CHs); 2,72 (t, 2H, CH,a,); 2,83 (t, 2H, CH,-S);
3,47 (9, 2H, CH,-N); 5,74 (bs, 2H, OH); 6,80 (d, 2H, CHa,); 6,99 (d, 2H, CHa,);
7,47 (t, 1H, NH) ppm;
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 25,73 (CH,); 28,72 (CH,); 29,00 (CH,); 29,15
(CH,); 29,22 (CH,); 29,31 (CH,); 29,35 (CH,); 29,48 (CH,); 29,70 (CH,); 30,67
(CHs); 34,74 (CH,); 36,84 (CH,); 40,80 (CH,); 115,59 (CHa,); 129,73 (CHa);
129,99 (Cq); 155,11 (Cq); 173,69 (CO-NH); 196,75 (CO-S) ppm.

IR (Film):
3295,4 cm™(s, v(O-H)); 2933,5 cm™ (s, v(C-H)); 2859,7 cm™ (s, v(C-H));
2552,8 cm™ (w, v(5-H)); 1689,5 cm™ (s, v(C=0)); 1648,5 cm™ (s, v(C=0));
1546,5 cm™ (m, 8(N-H)); 1453,0cm™ (m, &8(C-H)); 1355,2 cm™ (m, §(C-H));
1238,9 cm™ (m, 8§(0-H)); 1198,2cm™ (m, v(C-0)); 1134,0cm™ (m, v(C-O));
1411,8 cm™ (m, §(C-H)); 1309,6 cm-1 (w, 8(C-H)); 1269,3 cm™ (m, §(0-H));
1220,5 cm™ (s,v(C-0)); 1054,4 cm™ (w, v(C-0)). 720,5 cm™ (w, CH,-rocking).

Elementaranalyse  bestimmt: 57,16% (C); 7,20% (H); 4,03% (N)

(CHN): berechnet: 62,11% (C); 7,49%(H); 4,53% (N)

Zur Sulfatierung und Entschiitzung wurden im zweiten Schritt 0,120 g (0,4 mmol, 1 Aq.)
des erhaltenen Produkts mit 0,150 g (1 mmol, 2,5Aq.) und 0,150 g (1 mmol, 2,5 Aq.)
SO3-DMF-Komplex in 5 mL DMF geldst und 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wurden
100 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und die Reaktionslosung weitere 5h bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das Lésungsmittel am Olpumpenvakuum
eingeengt Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere Aufarbeitung direkt fur die
Ligandenaustauschreaktionen verwendet.

6.2.11.2.13 Umsetzung  von S-Acetyl-11-Mercaptoundecansaure mit Dopamin
Hydrochlorid durch HOBt / EDC-Kupplung mit anschlieRendem

Sulfatierungsschritt (LigDPs)
H

NaS/\/\/\/\/\/\WN\/\@[OSOE!Na

LigDPs (M = 593,62 g / mol) 0 0SO;Na
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0,26g (1mmol, 1 Aq.) S-Acetyl-11-Mercaptoundecansdure wurden in 15mL
Dichlormethan geldst und auf 0 °C abgekihlt. Unter starkem Rihren wurden 0,150 g
(1,1 mmol, 1,1 Aq.) Dopamin Hydrochlorid, 0,150 g, (1,1 mmol, 1,1 Aq) HOBt, 0,210 g EDC
(1,1 mmol, 1.1Aq.) und 0,150 mL (1,1 mmol, 1,1Aq.) NEt; zugegeben und die
Reaktionslosung weitere 8 h geriihrt. Der Reaktionsverlauf wurde per DC-Kontrolle
verfolgt. Als Nachstes wurde die Reaktionsldsung eingeengt und mit zweimal je mit 30 mL
0,5 M Zitronensaure, gefolgt von 30 mL einer gesattigten NaHCOs-Losung gewaschen.
Danach wurde die organische Phase 2 h iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und
anschliefend das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es wurde ein farbloser
Feststoff erhalten.

Charakterisierung (des S-Acetyl-geschiitzen Liganden) :

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8= 1,23-1,27 (bs, 12H,CH,); 1,45 (quin, 4H, CH,);
1,74 (quin, 2H, CH,); 2,12 (t, 2H, CH,-CO); 2,31 (s, 3H, CHs); 2,61 (t, 2H, CH,-
S); 2,85 (t, 2H, CH,-CH,-NH); 3,45 (q, 2H, CH,-NH); 6,54 (dd, 1H, CHa,); 6,71
(dd, 1H, CHa); 6,89 (s, 1H, CHa); 7,04 (t, 1H; NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 8= 24,97 (CH,-CH,-S); 25,59 (CH,-CH,-CO); 28,74
(CH,); 28,77 (CH,); 29,02 (CH,), 29,15 (CH,), 29,22 (CH,), 29,39 (CH,), 30,93
(CHs), 33,92 (CH,-S), 36,84 (CH,-CO), 40,70 (CH,-CH,-NH), 60,17 (CH,-NH),
115,14 (CHa,), 115,46 (CH,-), 120,56 (CHa:), 131,40 (C-CH,), 133,87 (€C-0S0;);
134,08 (C-0S05’), 173,95 (CO-NH), 196,13 (CO-S) ppm.

IR (KBr-Pressling): 3345,1 cm’(s, v(NH)); 2953,4 cm™ (s, v(C-H)); 1617,0 (s, v(C=0)); 1600,0 cm’
1. 1501,0cm™ (s, v(N-H)); 1471,4 cm™ (s, 8(C-H)); 1393,2cm™ (w, &(C-H));
1343,1 cm™ (m, 8(C-H)); 1286,6 cm™ (s, v(C-0)); 1175,7 cm™ (s, v(C-0));
1081,0 cm™ (s, v(C-0)); 1014,0 cm™(s, v(C-0)); 876,2 cm™; 814,7 cm™.

Elementaranalyse  bestimmt: 62,78% (C); 8,56% (H); 3,18% (N)

(CHN): berechnet: 63,76% (C); 8,41%(H); 3,51% (N)

Zur Sulfatierung des Rohprodukts wurden Im zweiten Schritt erfolgte die Entschiitzung
und Sulfatierung. Dazu wurden 0,150 g (0,4 mmol, 1 Aqg.) des erhaltenen Produkts mit
0,150g (1 mmol, 2,5Aq.) SO3:DMF-Komplex in 5mL DMF gemischt und 2h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 25 mL 0,2 M Natronlauge zugegeben und die
Reaktionslésung weitere 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das
Lésungsmittel am Olpumpenvakuum eingeengt und der Riickstand mit Ethanol verdiinnt.
Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Die Suspension wurde 48 h im Kihlschrank
gelagert, bevor der Niederschlag abfiltriert und am Olpumpenvakuum getrocknet wurde.
Es wurden 0,313 g (0,53 mmol, 53%) als Rohprodukt erhalten. Dieses wurde ohne weitere
Aufarbeitung fir die Ligandenaustauschreaktionen verwendet.
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6.2.11.2.14 Umsetzung von S-Acetyl-11-Mercaptoundecansdure mit Tyramin durch
HOBt / EDC-Kupplung mit anschlieRendem Sulfatierungsschritt (MUDATYyra)
H

NaS/\/W\/\/\[(N\/\@
0SO,Na

o)
MUDATyras (M = 475,57 g / mol)

0,260g (1 mmol, 1 Aq.) S-Acetyl-11-Mercaptoundecansdure wurden in 15mL
Dichlormethan gelost und auf 0 °C abgekihlt. Unter starkem Riihren wurden 0,150 g
(1,1 mmol, 1,1 Ag.) Tyramin, 0,150 g, (1,1 mmol, 1,1 Aq) HOBt, 0,210 g EDC (1,1 mmol,
1.1 Ag.) und 0,150 mL (1,1 mmol, 1,1 Aq.) NEt; zugegeben und die Reaktionslésung
weitere 8 h geruhrt. Der Reaktionsverlauf wurde per DC-Kontrolle verfolgt. Als Nachstes
wurde die Reaktionslésung eingeengt und mit zweimal je mit 30 mL 0,5 M Zitronensaure,
gefolgt von 30 mL einer
gesattigten NaHCOs-Losung gewaschen. Danach wurde die organische Phase 2 h (ber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und anschlieBend das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Es wurden 0,350 g (0,9 mmol, 90%) eines farblosen
Feststoffs erhalten.

Charakterisierung:

NMR: 'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 1,23-1,33 (m, 12H, CH,); 1,51-1,58 (m, 4H,
CH,); 2,14 (t, 2H, CH,-CONH); 2,30 (s, 3H, CHs); 2,73 (t, 2H, CHaa,); 2,85 (t, 2H,
CH,-S); 3,47 (9, 2H, CH,-NH); 5,59 (bs, 2H, OH); 6,78 (d, 2H, CHa,); 7,01 (d,
2H, CHp,) ppm.
3C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 24,81 (CH,); 25,59 (CH,); 28,85 (CH,); 29,18
(CH,); 30,96 (CH,); 35,05 (CH,); 36,45 (CH,); 40,80 (CH,); 115,73 (CHa,);
129,74
(CHa/); 136,40 (€q); 155,29 (Cq); 173,31 (CO); 196,24 (COS) ppm.

IR (KBr-Pressling):
3302,5 cm™ (s, v(O-H)); 2921,6 cm™ (s, v(C-H)); 2850,1 cm™ (s, v(C-H));

(
2539,2 cm™ (w, v(S-H)); 1637,7 cm™ (s, v(C=0)); 1549,8 cm™ (s, 8(N-H));
1464,1 cm™ (m, §(C-H)); 1418,2cm™(m, §(C-H)); 13858cm™(m, &(O-
H));1283,8 cm™ (m, v(C-0)); 1243,2 cm™ (s, v(C-0)); 1172,7 cm™ (m, v(C-O))
1018,6 cm™ (w, v(C-0)). 722,7 cm™ (w, CH,-rocking).
Elementaranalyse  bestimmt: 65,49% (C); 8,71% (H); 3,65% (N)
(CHN): berechnet: 66,45% (C); 8,76%(H); 3,89% (N)

Im zweiten Schritt erfolgte die Entschitzung und Sulfatierung. Dazu wurden 0,150 g
(0,4 mmol, 1 Aq.) des erhaltenen Produkts mit 0,150 g (1 mmol, 2,5 Aq.) SO3-DMF-Komplex
in 5 mL DMF gemischt und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden 25 mL 0,2 M

Natronlauge zugegeben und die Reaktionslosung weitere 5h bei Raumtemperatur

geriihrt. Danach wurde das Lésungsmittel am Olpumpenvakuum eingeengt und der
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Rickstand mit Ethanol verdiinnt. Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Die Suspension
wurde 48 h im Kihlschrank gelagert, bevor der Niederschlag abfiltriert und am
Olpumpenvakuum getrocknet wurde. Es wurden 0,153 g (0,32 mmol, 80%) als Rohprodukt
erhalten. Dieses wurde ohne weitere Aufarbeitung fiir die Ligandenaustauschreaktionen

verwendet.

6.2.11.3 Multivalente Pradsentation der Clovamid-inspirierten Liganden auf den

Goldnanopartikeln

6.2.11.3.1.1 Synthese von Tyrs-koordinierten Goldkolloiden (AuTyrs; @ =7 nm)
0]

H
@)t Hon
°0

AuTyrs
0S0;°

Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 umol/L) AuMUDHSE; 0,009 g (0,034 mmol,
1-10° Aq.) Tyrs, 25 pL (0,18 mmol, 2,5:10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10% Aq) EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,3nm DLS: dp=11%£2nm
UV/Vis: Amax =524 nm
NMR: "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,16-1,45 (bs, 12H,CH,); 1,52 (m, 2H, CH,-

CH,-CO); 1,67 (m, 2H, CH,-CH,-S); 2,17 (t, 2H, CH,-CO); 2,52 (t, 2H, CH,-S);
3,19 (d, 2H, CH,-CH-NH); 3,77 (m, 1H, CH-NH); 6,84(d, 2H, CHa,); 6,88(d, 2H,
CHar); 7,76 (d, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3397,3 cm™(s, v(N-H)); 2923,2cm™ (s, v(C-H)); 2851,1cm™ (s, v(C-H));
Einfachreflexion):  1646,7 cm™ (s, v(C=0)), 1550,6, cm™ (s, 8(N-H)); 1515,0cm™ (s, S(N-H));
1449,8 cm™ (s, &(C-H)); 1412,4cm™(w, §(C-H)); 1375,8cm™(w, &(C-H));
1259,8 cm™ (w, v(C-0)); 1130,5 cm™ (w, v(C-0)); 1103,2 cm™.

6.2.11.3.2Synthese von DPs-koordinierten Goldkolloiden (AuDPs; @ = 7 nm)

AuDPs
@ s/\ivik N 0S0;°
H

9
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Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 umol/L) AuMUDHSE; 0,012 g (0,034 mmol,
1-10° Aq.) DPs, 25 uL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10% Aq) EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3nm DLS: dy=11+2nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,24-1,45 (bs, 12H,CH,); 1,53 (quin, 2H,

CH,); 1,68 (quin, 2H, CH,); 2,16 (t, 2H, CH,-CO); 2,28 (t, 2H, CH,-S); 2,85 (t,
2H, CH,-CH,-NH); 3,37 (g, 2H, CH,-NH); 6,69 (d, 1H, CHa,); 6,76 (d, 1H, CHa,);
7,02 (s, 1H, CHa,); 7,98 (t, 1H; NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 23,24 (CH,-CH,-S); 26,81 (CH,-CH,-CO);
27,82 (CH,); 28,03 (CH,); 28,52 (CH,), 29,01 (CH,), 29,41 (CH,), 29,90 (CH,),
34,94 (CH,-S), 36,81 (CH,-CO), 43,71 (CH,-CH,-NH), 59,48 (CH,-NH), 116,20
(CHa,), 118,32 (CH,,), 123,19 (CH,,), 130,42 (C-CH,), 139,37 (C-0S05); 140,18
(C-0S05), 170,83 (CO-NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3441,4 cm™(s, v(N-H)); 2921,9 cm® (s, v(C-H)); 1632,9 (m, v(C=0)),
Einfachreflexion):  1488,1 cm™ (s, §(C-H)); 1404,0cm™ (m, 8(C-H)); 1264,4cm™ (w, v(C-O));
1115,6 cm™ (s, v(C-0)); 1042,3 cm™; 948,3 cm™.

6.2.11.3.3 Synthese von Tyras-koordinierten Goldkolloiden (AuTyras; @ = 7 nm)

AuTyras

S/\HJLN
H

9

Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 pmol/L) AuMUDHSE; 0,009 g (0,034 mmol,
1-10° Aq.) Tyras, 25 pL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-:10* Aq) EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidldsung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,8+0,2 nm DLS: d,=13+3 nm
UV/Vis: Amax =525 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D20): 6 =1,27(bm, 10H, CH,); 1,46 (m, 2H, CH,-(CH,),-S);

1,56 (m, 4H; CH,-CH,-S, CH,-CH,-C0);2,08 (t, 2H, CH,-CO); 2,33 (t, 2H, CH,-S);
2,88 (t, 2H, CH,-CH,-NH); 4,04 (g, 2H, CH,-NH); 6,76 (d, 2H, CHa,); 7,06 (m,
2H, CHal); 7,70 (t, 1H, NH) ppm.

13C-NMR(100 MHz, D20): & = 24,54 (CH,-S), 25,61 (CH,-CH,-CO), 28,22 (CH,),
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28,57 (CH,), 28,76 (CH,), 29,14 (CH,), 29,53 (CH,), 29,73 (CH,), 33,65 (CH,-
CH,-S), 34,95 (CH,-CO), 37,46 (CH,-CH-NH), 41,47 (CH-NH), 117,79 (CHa,),
118,32 (CHa:),125,36 (CHa,), 125,81 (CHa,), 133,13 (C-CH,), 148,20 (C-0SO5),
174,77 (CO) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2925,4cm™ (s, v(C-H)); 2853,2 cm™ (s, v(C-H)); 1638,7 (m, v(C=0)),
Einfachreflexion):  1488,1 cm™ (s, 8(C-H)); 1397,7 cm™ (m, §(C-H)); 1260,1 cm™ (w, v(C-0));
1082,1 cm™ (s, v(C-0)); 1051,6 cm™.

6.2.11.3.4 Synthese von Tyrols-koordinierten Goldkolloiden (AuTyrols; @ = 7 nm)

0S05” -
@ SAM)kN
H

9
AuTyrols

Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 umol/L) AuMUDHSE; 0,013 g (0,034 mmol,
1-10° Aq.) Tyrols, 25 uL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5:10* Aq) EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3nm DLS: d,=13+t4 nm
UV/Vis: Amax =524 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,28-1,39 (bm, 12H, CH,); 1,62 (quin, 4H, CH,-

CH,-S, CH,-CH,-CO); 2,14 (t, 2H, CH,-CO); 2,40 (m, 2H, CH,-S); 2,69 (d, 2H,
CH,-CH-NH); 3,41 (d, 2H, CH,-0S05); 4,13 (m, 1H, CH-NH); 6,74 (d, 2H, CHp,);
6,81 (d, 2H, CHa,); 7,71 (bs, 1H, NH) ppm.

6.2.11.3.5 Synthese von Octos-koordinierten Goldkolloiden (AuOctos; @ = 7 nm)

H  0so, &
AuOctos

Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 pumol/L) AuMUDHSE; 0,013 g (0,034 mmol,
1-10° Aq.) Octos, 25 uL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10" Aq) EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3 nm DLS: d,=15+3 nm
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UV/Vis: Amax =526 nm
Eine Analyse durch NMR-Spektren war nicht moglich, da sich die Partikel nicht in deuteriertes
Losungsmittel agglomerationsfrei tiberfiihren liesen.

6.2.11.3.6 Synthese von L-DOPAs-koordinierten Goldkolloiden (AuL-DOPAs; @ = 7 nm)

L

O3
AuL-DOPAs

050"

Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 umol/L) AuMUDHSE; 0,014 g (0,034 mmol,
1-10° Aqg.) L-DOPAs, 25 pL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10* Aq)
EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidldsung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3 nm DLS: d, =306 nm
UV/Vis: Amax =527 nm
NMR: "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,19-1,33 (bs, 12H,CH,); 1,59 (m, 4H, CH,-

CH,-CO, CH,-CH,-S); 2,18 (t, 2H, CH,-CO); 2,27 (t, 2H, CH,-S); 3,11 (d, 2H, CH,-
CH-NH); 3,67 (m, 1H, CH-NH); 7,28 (d, 3H, CHa,); 8,00 (d, 1H, NH) ppm.

6.2.11.3.7 Synthese von 6-OHDPs-koordinierten Goldkolloiden (Au6OHDPs; @ = 7 nm)

9

S/\M)LN 0505
H
Aub60HDPs
Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 pumol/L) AuMUDHSE; 0,014 g (0,016 mmol,

1-10° Aq.) 60HDPs, 25 pL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10* Aq)
EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidl6ésung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.
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Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3nm DLS: dy=20+3nm
UV/Vis: Amax =526 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 1,21-1,41 (bs, 12H,CH,); 1,55 (quin, 2H, CH,);

1,61 (quin, 2H, CH,); 2,11 (t, 2H, CH,-CO); 2,63 (t, 2H, CH,-S); 2,88 (t, 2H, CH,-
CH,-NH); 3,99 (g, 2H, CH,-NH); 7,08 (s, 1H, CHa,); 7,13(s, 1H, CHa.); 7,51 (t, 1H;
NH) ppm.

6.2.11.3.8 Synthese von 50HDPs-koordinierten Goldkolloiden (AuSOHDPs; @ = 7 nm)
0505
s/\iv])gLH 0S0;”

Au50HDPs

Synthesevorschrift B: 3 mL (0,34 nmol, 1,13 umol/L) AuMUDHSE; 0,014 g (0,016 mmol,
1-10° Ag.) 60HDPs, 25 pL (0,18 mmol, 2,5-10° Aq) NEts, 0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10* Aq)
EAs

Nach dem Dialyseschritt wurden 3 mL einer klaren, dunkelroten Kolloidlésung
(c=0,11 umol / L) erhalten. Diese wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert und war
mehrere Wochen stabil.

Charakterisierung:

TEM: d=6,9+0,3nm DLS: d,=20£5nm
UV/Vis: Amax =525 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,21-1,35 (bs, 12H,CH,); 1,58 (m, 4H, CH,-CO,

CH,-S); 2,16 (t, 2H, CH,-CO); 2,54 (t, 2H, CH,-S); 2,83 (t, 2H, CH,-CH,-NH); 3,78
(g, 2H, CH,-NH); 7,08 (s, 2H, CHay); 7,92 (bs, 1H; NH) ppm.

6.2.11.3.9 Synthese von DPs-koordinierten Silbernanopartikeln (AgDPs, @ = 5 nm)

AgDPs N
@S/\!\/PLN 0S0;°

Synthesevorschrift B (analog zu AuNP): 2,5 mL (0,4 pmol / L, 1 nmol Nannopartikel, 1 Aq.)
AgMUDHSE; 0,036g (1-10” mol, 1:10° Ag.) DPs; 25 uL (0,18 mmol, 1,8-10° Aq) NEts;
0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10* Ag.) 2-Aminoethyl-hydrogensulfat; 2 ml abs. DMF, 5mL
Milipore-Wasser

Es wurde eine klare, dunkelgelbe Kolloidlosung (c = 0,2 umol / L) erhalten, die mehrere
Wochen stabil war.
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Charakterisierung:

TEM: d=4,6+0,3nm DLS: dy=10£3 nm
UV/Vis: Amax =421 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 1,20-1,41 (bs, 12H,CH,); 1,48 (m, 2H, CH,);

1,57 (m, 2H, CH,); 2,13 (t, 2H, CH,-CO); 2,43 (t, 2H, CH,-S); 2,96 (t, 2H, CH,-
CH,-NH); 3,98 (q, 2H, CH,-NH); 6,93 (d, 2H, CHa,); 7,04 (s, 1H, CHa,); 7,45 (bs,
1H; NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 24,65 (CH,-CH,-S); 25,84 (CH,-CH,-CO);
28,78 (CH,); 29,02 (CH,); 29,15 (CH,), 29,31 (CH,), 29,37 (CH,), 29,48 (CH,),
33,99 (CH,-S), 37,10 (CH,-CO), 40,73 (CH,-CH,-NH), 57,28 (CH,-NH), 118,72
(CHa,), 124,84 (CH,,), 126,58 (CHa,), 130,66 (C-CH,), 140,56 (C-0SO5); 143,74
(C-0S05), 171,24 (CO-NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3366,2 cm™(s, v(N-H)); 2918,2 cm™ (s, v(C-H)); 2848,6 cm™ (s, v(C-H)); 1630
Einfachreflexion):  (m, v(C=0)); 1557,7 cm™ (m, §(N-H)); 1487,4 cm™ (m, §(C-H)); 1415,2 cm™ (s,
8(C-H)); 1260,1 cm™ (m, v(C-0)); 1107,8 cm™ (s, v(C-0)); 1036,7 cm™; 874,7
cm™; 833 cm™.

6.2.11.3.10  Synthese von Tyras-koordinierten Silbernanopartikeln (@ = 5 nm)

Synthesevorschrift B (analog zu AuNP): 2,5 mL (0,4 umol / L, 1 nmol Nannopartikel, 1 Aq.)
AgMUDHSE; 0,024 g (1-10” mol, 1-10° Aq.) Tyras; 25 uL (0,18 mmol, 1,8-10° Aq) NEts;
0,002 g (0,014 mmol, 2,5-10* Ag.) 2-Aminoethyl-hydrogensulfat; 2 ml abs. DMF, 5mL
Milipore-Wasser

Es wurde eine klare, dunkelgelbe Kolloidlésung (c =0,2 umol / L) erhalten, die mehrere
Wochen stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=4,6+0,2 nm DLS: d,=14+2 nm
UV/Vis: Amax =422 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D20): 6 = 1,25-1,32 (bm, 12H, CH,); 1,54 (m, 4H; CH,-CH,-

S, CH,-CH,-CO); 1,90 (t, 2H, CH,-CO); 2,37 (t, 2H, CH,-S); 2,87 (t, 2H, CH,-CH,-
NH); 3,34 (q, 2H, CH,-NH); 7,21 (d, 2H, CHa); 7,32 (d, 2H, CHy,); 7,91 (bs, 1H,
NH) ppm.

6.2.11.4 Variation der Partikelgrole

348



6 Experimenteller Teil

6.2.11.4.1 Synthese von DPs-koordinierten Goldkolloiden (AuDPs; @ = 10 nm)

AuDPs .
Au s/\l\/PLN 0S0,’
H
9

Synthesevorschrift C: 5mL (1,14 nmol Nanopartikel (0,228 umol /L), 1 Aq.) AuMUDA;
0,004 g (0,026 mmol, 2,3-10* Aq.) HOBt; 0,011 g (0,026 mmol, 2,3-10* Aq.) HBTU; 0,046 g
(0,13 mmol, 1,14-10° Aqg.) DPs; 7,5 pL (5,2 mmol, 8-10* Aq.) NEts; Milipore-Wasser; DMSO.

Es wurde eine klare, rote Kolloidlésung (c = 0,23 umol / L) erhalten, die im Kihlschrank bei
4 °C gelagert wurde und mehrere Monate stabil war.

Charakterisierung:

TEM: d=9,5+0,4 nm DLS: d,=16+t4 nm
UV/Vis: Amax =529 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 6 = 1,23-1,41 (bs, 12H,CH,); 1,51 (m, 2H, CH,);

1,60 (m, 2H, CH,); 2,16 (t, 2H, CH,-CO); 2,33 (t, 2H, CH,-S); 2,95 (t, 2H, CH,-
CH,-NH); 3,76 (q, 2H, CH,-NH); 7,14 (d, 1H, CHa,); 7,17 (d, 1H, CHa,); 7,28 (s,
1H, CHa); 7,87 (t, 1H; NH) ppm.
BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 24,78 (CH,-CH,-S); 25,51 (CH,-CH,-CO);
27,54 (CH,); 27,89 (CH,); 28,98 (CH,), 29,06 (CH,), 30,41 (CH,), 30,71 (CH,),
34,86 (CH,-S), 35,26 (CH,-CO), 40,61 (CH,-CH,-NH), 59,48 (CH,-NH), 116,47
(CHar), 120,51 (CH,,), 124,08 (CH,,), 132,70 (C-CH,), 142,89 (C-0SO5); 144,09
(C-0S05), 173,82 (CO-NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3029 cm™(s, v(O-H)); 2939 cm™ (s, v(C-H)); 1615 (m, v(C=0)), 1496 cm™ (s,
Einfachreflexion):  §(C-H)); 1471 cm™ (m, 8(C-H)); 1392 cm™(w, 8(C-H)); 1341 cm™ (m, §(C-H));
1284 cm™ (w, v(C-0)); 1173 cm™ (s, v(C-0)); 1080 cm™; 877 cm™; 814 cm™.

6.2.11.4.2 Synthese von DPs-koordinierten Goldkolloiden (AuDPs; @ = 14 nm)

Synthesevorschrift D: 30 mL (0,052 nmol Nanopartikel (1,72 nmol /L), 1Aq.) AuCitrat;
0,010 g (1,7-10” mol, 3,3-10° Aq.) LigDPs; Millipore-Wasser

Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 33 mL. Dieses wurde auf 15 mL
eingeengt. Es wurde eine klare, hellrote Kolloidlésung (c = 3,47 nmol / L) erhalten, die im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=14,1+0,4 nm DLS: d,=23+5nm
UV/Vis: Amax =531 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,23-1,38 (m, 16H,CH,); 2,22 (t, 2H, CH,-CO);

2,30 (t, 2H, CH,-S); 2,87 (m, 2H, CH,-CH,-NH); 3,58 (m, 2H, CH,-NH); 6,76 (bs,
3H, CHa,); 7,28 (s, 1H, CHa,); 7,92 (bs, 1H; NH) ppm.
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6.2.11.4.3 Synthese von DPs-koordinierten Goldkolloiden (AuDPs; @ = 25 nm)

Synthesevorschrift C (analog zu AuNP (14 nm)): 50mL (0,013 nmol Nanopartikel
(0,25 nmol / L), 1 Aq.) AuCitrat; 0,010 g (1,7-10” mol, 1,4-10° Aq.) LigDPs; Millipore-Wasser

Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 53 mL. Dieses wurde auf 25 mL
eingeengt. Es wurde eine klare, violette Kolloidlésung (c = 0,52 nmol / L) erhalten, die im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=25,3+1,4nm DLS: d,=36+8nnm
UV/Vis: Amax =538 nm

6.2.11.4.4 Synthese von DPs-koordinierten Silbernanopartikeln (AgDPs, @ =17 nm)

Synthesevorschrift C (analog zu AuNP): 30 mL (0,053 nmol Nanopartikel (1,77 nmol /L),
1 Aq.) AgCitrat; 0,010 g (1,7-10” mol, 3,7-10° Aq.) LigDPs; Millipore-Wasser

Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 31 mL. Dieses wurde auf 17 mL
eingeengt. Es wurde eine klare, gelbe Kolloidlésung (c =3,1 nmol /L) erhalten, die im
Kihlschrank nei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=16,7+0,9 nm DLS: d,=34+7 nm
UV/Vis: Amax =430 nm

6.2.11.4.5 Synthese von Tyras-koordnierten Goldkolloiden (AuTyras; @ = 10 nm)

AuTyras

Au S/\MJLN

H
9

Synthesevorschrift C: 5mL (1,14 nmol Nanopartikel (0,228 pmol /L), 1Aq.) AuMUDA;
0,004 g (0,026 mmol, 2,3-10* Aq.) HOBt; 0,011 g (0,026 mmol, 2,3-10* Aq.) HBTU; 0,031 g

(0,13 mmol, 1,14-10° Aq.) Tyras; 7,5puL (5,2 mmol, 8:10%°Aq.) NEts; Milipore-Wasser;
DMSO.

Es wurde eine klare, rote Kolloidlésung (c = 0,23 umol / L) erhalten, die im Kihlschrank bei
4 °C gelagert wurde und mehrere Monate stabil war.
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Charakterisierung:

TEM: d=9,6+0,3nm DLS: d,=17£3 nm
UV/Vis: Amax =527 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D20): 6=1,16-1,32 (bm, 12H, CH,); 1,65 (m, 4H; CH,-

CH,-S, CH,-CH,-C0);2,10 (t, 2H, CH,-CO); 2,37 (t, 2H, CH,-S); 2,51 (t, 2H, CH,-
CH,-NH); 4,08 (m, 2H, CH,-NH); 6,98 (bd, 2H, CHa,); 7,18 (m, 2H, CHa,); 7,95
(t, 1H, NH) ppm.
13C-NMR(100 MHz, D20): & = 24,68 (CH,-S), 25,67 (CH,-CH,-CO), 28,00 (CH,),
28,69 (CH,), 29,16 (CH,), 29,53 (CH,), 29,88 (CH,), 30,18 (CH,), 31,89 (CH,-
CH,-S), 34,44 (CH,-CO), 36,96 (CH,-CH-NH), 49,81 (CH-NH), 121,12 (CH,,),
121,51 (CHa,),126,47 (CHa,), 126,90 (CH,), 132,11 (C-CH,), 148,82 (C-0SO5),
174,86 (CO) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2963,0cm™ (s, v(C-H)); 1651,4 (m, v(C=0)), 1259,7cm™ (w, v(C-0));
Einfachreflexion):  1086,4 cm™ (s, v(C-0)); 1016,6 cm™.

6.2.11.4.6 Synthese von MUDATyras-koord. Goldnanopartikel (AuTyras, @ = 25 nm)

Synthesevorschrift C (analog zu AuNP (14 nm)): 50 mL (0,013 nmol Nanopartikel
(0,25 nmol / L), 1 Aq.) AuCitrat; 0,015 g (3,2:10” mol, 2,5-10° Aq.) LigDPs; Millipore-Wasser

Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 52 mL. Dieses wurde auf 25 mL
eingeengt. Es wurde eine klare, violette Kolloidlésung (c = 0,50 nmol / L) erhalten, die im
Klhlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=253+1,4nm DLS: dn=37+9nm
UV/Vis: Amax =535 nm

6.2.11.5 Variation der Linkerlange und Ankergruppe

6.2.11.5.1 Synthese von MPATyras-koordinierten Goldnanopartikeln durch
Ligandenaustauschreaktion (AuMPATyras; @ = 14 nm)
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Synthesevorschrift D: 30 mL (0,052 nmol Nanopartikel (1,72 nmol /L), 1Aq.) AuCitrat;
0,010 g (1,7-10" mol, 3,3-10° Aq.) MPATyras; Millipore-Wasser

Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 33 mL. Dieses wurde auf 15 mL
eingeengt. Es wurde eine klare, hellrote Kolloidlosung (c = 3,47 nmol / L) erhalten, die im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=14,4+0,7 nm DLS: d,=18+*4 nm
UV/Vis: Amax =528 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D20): d = 2,42 (t, 2H, CH,-S); 2,54 (t, 2H, CH,-CO); 2,83

(bs, 2H, CH,-CH,-NH); 3,77 (q, 2H, CH,-NH); 6,80 (d, 2H, CHa,); 7,19 (d, 2H,
CHy); 7,88 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2933,1cm™ (s, v(C-H)); 1649,5 (m, v(C=0)), 1593,8cm™ (s, V(N-H));
Einfachreflexion):  1440,0 cm™ (s, §(C-H)); 1362,0cm™(m, §(C-H)); 1262,2cm™ (s, v(C-0));
1169,8 cm™ (m, v(C-0)); 1051,6 cm™ (s, v(C-0)), 825,4 cm™.

6.2.11.5.2 Synthese von MHATyras-koordinierten Goldnanopartikeln durch
Ligandenaustauschreaktion (AuMHATyras; @ = 14 nm)

AuMHATyras

Au s/\MJkN
H

4
Synthesevorschrift D: 30 mL (0,052 nmol Nanopartikel (1,72 nmol /L), 1Aq.) AuCitrat;
0,010 g (1,7-10 mol, 3,3-10° Aq.) MHATyras; Millipore-Wasser

Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 33 mL. Dieses wurde auf 15 mL
eingeengt. Es wurde eine klare, hellrote Kolloidlésung (c = 3,47 nmol / L) erhalten, die im
Klhlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=14,4+0,7 nm DLS: d,=18+4 nm
UV/Vis: Amax =528 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D20): d = 1,28 (quin, 2H, CH2); 1,47 (m, 2H, CH2-CH2-S);

1,55 (m, 2H, CH2-CH2S); 2,03 (t, 2H, CH,-CO); 2,54 (t, 2H, CH,-S); 2,88 (bs, 2H,
CH,-CH,-NH); 3,62 (g, 2H, CH,-NH); 6,73 (d, 2H, CHp,); 6,95 (d, 2H, CHp,); 7,78
(bs, 1H, NH) ppm.
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6.2.11.5.3Synthese von von MUDATyras-koordinierten Goldnanopartikeln durch
Ligandenaustauschreaktion (AuMUDATyras; @ = 14 nm)

AuTyras

Au S/\MJLN

H
9

Synthesevorschrift D: 30 mL (0,052 nmol Nanopartikel (1,72 nmol /L), 1Aq.) AuCitrat;
0,010¢g (1,7-10'5 mol, 3,3-10° Ag.) MUDATYyras; Millipore-Wasser

Nach der Dialyse betrug das Losungsmittelvolumen 33 mL. Dieses wurde auf 15 mL
eingeengt. Es wurde eine klare, hellrote Kolloidlésung (c = 3,47 nmol / L) erhalten, die im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde.

Charakterisierung:

TEM: d=14,4+0,7 nm DLS: dn=21+4nm
UV/Vis: Amax =530 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D20): § = 1,23-32(bm, 10H, CH,); 1,46 (m, 2H, CH,-(CH,),-

S); 1,56-1,62 (m, 4H; CH,-CH,-S, CH,-CH,-C0);2,03 (t, 2H, CH,-CO); 2,38 (t, 2H,
CH,-S); 2,67 (t, 2H, CH,-CH,-NH); 3,17 (q, 2H, CH,-NH); 6,65 (d, 2H, CHa,); 6,96
(m, 2H, CHa,); 7,25 (t, 1H, NH) ppm.

6.2.11.5.4 Synthese von DTC-Tyras-koordinierten Goldnanopartikeln (AuDTCTyras;

@ =14 nm)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Kailasa et al.[347])

AuDTCTyras
P
s N

Zunéachst wurden 6 pL (0,1 mmol, 3,8-10° Aq.) Kohlenstoffdisulfid mit 0,024 g (0,1 mmol,
3,8:10°Aq.) Tyras und 9 pL (0,06 mmol, 2,4-10° Ag.) NEt; in 1 mL Millipore-Wasser
gemischt und 10 min bei Raumtemperatur im Ultraschallbad behandelt. Im Anschluss

0505

daran wurde die Ligandlésung unter starkem Rihren zu einer 1,72 nmol AuCitrat-Losung
(15mL, 0,026 nmol, 1Aq.) gegeben und eine weitere Stunde bei Raumtemperatur
geriihrt, wobei diese langsam dunkler wurde. Danach wurde die Reaktionslésung mit
Ethanol gefallt und zentrifugiert (3500 rpm, 10 min). Der erhaltene Riickstand wurde in
5mL Millipore-Wasser resuspendiert und abschlieBend in einem weiterern
Reinigungsschritt gegen Millipore-Wasser dialysiert (MWCO: 3500-6000 Da, 400 mL
Millipore-Wasser, 3 h). Nach dem Dialyseschritt betrug das Losungsmittelvolumen 5,8 mL.
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Somit wurde eine klare, rote Kolloidlésung mit einer Konzentration von 4,48 nmol /L an
Nanopartikeln erhalten. Die Lésung wurde im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

Charakterisierung:

TEM: d=14,4+0,7 nm DLS: d,=24+6nnm
UV/Vis: Amax =529 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =2,75 (m, 2H, CH,-CH,-NH); 3,58 (m, 2H, CH,-NH);

7,50 (d, 4H, CHy,); 7,78 (g, 1H, NH) ppm.

Das S-CH Signal wird durch den Losungsmittelpeak tiberdeckt.

B3C-NMR (400 MHz, D,0): & = 38,96 (CH,), 46,41 (CH,-NH), 59,24 (CH), 122,53
(CHa); 123,26 (CH,), 125,56 (CHa,), 125,92 (CH,,), 127,68 (C-CHy,), 142,25 (C-
0S03’) ppm.

6.2.11.5.5 Synthese von DTCDPs-koordinierten Goldnanopartikeln (AuDTCDPs, @ = 14 nm)

(in Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Kailasa et a/.[347])

0S05
AuDTCDPs

Zunachst wurden 17 uL (0,28 mmol, 1,1-107 Ag.) Kohlenstoffdisulfid mit 0,098 g
(0,28 mmol, 1,1:10” Aq.) DPs und 24 pL (0,18 mmol, 6,9-10° Aq.) NEt; in 1 mL Millipore-
Wasser gemischt und 5 min bei Raumtemperatur im Ultraschallbad behandelt. Im

0S0,"

Anschluss daran wurde die Ligandlésung unter starkem Rihren zu einer 1,72 nmol
AuCitrat-Lésung (15 mL, 0,026 nmol, 1Aq.) gegeben und eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt, wobei diese langsam dunkler wurde. Danach wurde die
Reaktionslésung mit Ethanol gefdllt und zentrifugiert (3500 rpm, 10 min). Der erhaltene
Rickstand wurde in 5 mL Millipore-Wasser resuspendiert und abschlieend in einem
weiterern Reinigungsschritt gegen Millipore-Wasser dialysiert (MWCO: 3500-6000 Da,
400 mL Millipore-Wasser, 3 h). Nach dem Dialyseschritt betrug das Losungsmittelvolumen
6,3 mL. Somit wurde eine klare, rote Kolloidlésung mit einer Konzentration von
4,12 nmol /L an Nanopartikeln erhalten. Die Losung wurde im Kihlschrank bei 4 °C
gelagert.

Charakterisierung:

TEM: d=14,1+0,4 nm DLS: d,=19+5nm
UV/Vis: Amax =529 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8 =2,74 (t, 2H, CH,-CH,-NH); 3,18 (bs, 1H, CH-S);

3,44 (g, 2H, CH,-NH); 7,21-7,29 (m, 5H, NH, CHya,) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3307,7 cm™(s, V(NH)); 2924,1 cm™ (s, v(C-H)); 2854,6 cm™ (s, v(C-H)); 1636,2
Einfachreflexion): (s, v(C=0)), 1539,1cm™ (s, v(N-H)); 1506,1cm™; 1464,1cm™ (s, &(C-H));
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1418,7 cm™ (m, 8(C-H)); 1228,1cm™ (s, v(C-0)); 1105,5cm™ (m, v(C-0));
1050,1 cm™ (s, v(C-0)); 1017,3 cm™(s, v(C-0)); 873,8 cm™; 819,4 cm™.

6.2.11.6 Multivalente Prasentation der Clovamid inspirierten Liganden durch QDots

6.2.11.6.1 Tyrs-koordinierte CdTe/ZnS-QDots

CdTe/ZnS/MHA/Tyrs (n = 4)

> o O, -OH 0505
f
! s N

. H

CdTe/ZnS/MUDA/Tyrs (n = 9)

CdTe/ZnS/MHA/Tyrs (n = 4):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001g (0,006 mmol, 1000 Ag.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Ag.) sulfo-NHS; 0,009 g (3-10° mol, 5-10% Aq.) Tyrs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Tyrs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) gelb fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung MHA (n = 4):

TEM: d=3,5+0,3nm

UV/Vis: Amax =484 nm

ATR-IR  (Diamant- 3438,1 cm™(s, v(N-H)); 2924,6 cm™ (s, v(C-H)); 1568,2 cm™ (m, &(N-H)),
Einfachreflexion):  1109,3 cm™ (m, v(C-0)).

CdTe/ZnS/MUDA/Tyrs (n = 9):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Ag.) sulfo-NHS; 0,009 g (3-10° mol, 5-10% Aq.) Tyrs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Tyrs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellosung
(c=1,2umol /L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A=366nm) schwach grin
fluoreszierte. Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C.
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Charakterisierung MUDA (n = 9):

TEM: d=2,7+0,2 nm
UV/Vis: Amax =432 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 1,16-1,42(bm, 12H, CH,); 1,52 (quin, 4H, CH,-

CH,-S, CH,-CH,-C0);2,03 (t, 2H, CH,-CO); 2,54 (m, 2H, CH,-S); 3,05 (d, 2H,
CH,-CH-NH); 4,54 (m, 1H, CH-NH); 7,08-7,19 (bm, 4H, CHa,); 8,08 (bs, 1H, NH)
ppm.
ATR-IR (Diamant- 3346,2 cm™(s, V(N-H)); 1576,2 cm™ (ss, &(N.H)), 1385,2cm™ (m, &(C-H));
Einfachreflexion):  1351,0 cm™(w, §(C-H)); 1212,0 cm™ (m, v(C-0)); 1044,6 cm™.

6.2.11.6.2 DPs-koordinierte Quantum Dots

CdTe/ZnS/MPA/Tyrs (n = 1)
CdTe/ZnS/MHA/Tyrs (n = 4)
CdTe/ZnS/MUDA/Tyrs (n = 9)

CdTe/ZnS/MPA/DPs (n = 1):

Synthesevorschrift F [1:1000:2500 (CdTe:EDC: sulfo-NHS)]: 12,5mL (0,8 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MPA; 0,002 g (0,01 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,005 g
(0,025 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,025 g (7-10™ mol, 7-10* Aq.) DPs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die DPs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, hellgelbe Partikellésung
(c =2 umol /L) erhalten.

Charakterisierung MPA (n = 1):

TEM: d=3,8+0,3nm
UV/Vis: Amax =542 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 2,31 (t, 2H, CH,-CO); 2,53 (t, 2H, CH,-S); 2,64 (t,

2H, CH,-CH,-NH); 3,67 (g, 2H, CH,-NH); 7,23 (m, 3H, CHa,) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3320,8 cm™(s, v(N-H)); 2943,3cm™ (s, v(C-H)); 2865,2cm™ (s, V(C-H));
Einfachreflexion):  1637,4cm™ (s, v(C=0)); 1561,4 cm™ (ss, 8(N.H)), 1410,7 cm™ (m, §(C-H));
1337,2 cm™(w, §(C-H)); 1258,5cm™ (m, v(C-0)); 1153,5cm™ (s, v(C-0));
1099,1 cm™; 1038,9 cm™; 878,1 cm™.

CdTe/ZnS/MHA/DPs (n = 4)

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aqg.) EDC; 0,003 g
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(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,011 g (3-10™ mol, 5:10% Aq.) DPs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die DPs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) gelb fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung MHA (n = 4):

TEM: d=3,5+0,3nm
UV/Vis: Amax =489 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 = 2,36 (t, 2H, CH,-CO); 2,61 (t, 2H, CH,-S); 2,79 (t,

2H, CH,-CH,-NH); 3,64 (g, 2H, CHo-NH); 6,91 (m, 1H, CHa,), 7,01 (m, 2H, CHay);
7,79 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 3320,8 cm™(s, V(N-H)); 2943,3 cm™ (s, v(C-H)); 2865,2 cm™ (s, v(C-H)); 1771,9
Einfachreflexion):  cm™; 1590,9 cm™ (m, 8(N.H)), 1416,9 cm™ (s, 5(C-H)); 1105,3 cm™ (s, v(C-0));
876,0cm™; 614,8 cm™.

CdTe/ZnS/MUDA/DPs (n = 9):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,009 g (3-10” mol, 5-:10° Aq.) DPs; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die DPs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikelldsung
(c=1,2umol /L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A=366nm) schwach grin
fluoreszierte. Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung MUDA (n = 9):

TEM: d=2,6+0,3nm
UV/Vis: Amax =439 nm

6.2.11.6.3 Tyrols-koordinierte QDots

n

CdTe/ZnS/MPA/Tyrols (n = 1)
CdTe/ZnS/MHA/Tyrols (n = 4)
CdTe/ZnS/MUDA/Tyrols (n = 9)
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CdTe/ZnS/MPA/Tyrols (n = 1):

Synthesevorschrift F [1:1000: 2500 (CdTe:EDC: sulfo-NHS)]: 12,5mL (0,8 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MPA; 0,002 g (0,01 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,005 g
(0,025 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,026 g (7-10” mol, 7-10* Aq.) Tyrols; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Tyrols-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, hellgelbe Partikellésung
(c =2 umol / L) erhalten.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MPA/Tyrols (n = 1):

TEM: d=3,8+0,3nm
UV/Vis: Amax =542 nm
NMR: '"H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =2,02 (t, 2H, CH,-CO); 2,28 (t, 2H, CH,-S); 2,57

(dd, 2H, CH,-CH-NH); 3,99 (d, 2H, CH,-0S0s-); 4,18 (m, 1H, CH-NH); 6,55 (s,
2H, CHa,) 6,91 (s, 2H, CHa,); 7,71 (t, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 1563,2cm™ (m, v(CN-H)); 1426,8cm™ (s, 8(C-H)); 1255,6 cm™ (s, v(C-0));
Einfachreflexion):  1131,6 cm™ (s, v(C-0)); 1053,6 cm™ (s, v(C-0)); 874,8 cm™.

CdTe/ZnS/MHA/Tyrols (n = 4):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001g (0,006 mmol, 1000 Ag.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,011 g (3-10™ mol, 5-10° Aq.) Tyrols; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Tyrols-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) gelb fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kiihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MHA/Tyrols (n = 4):

TEM: d=3,5+0,2 nm
UV/Vis: Amax =492 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D,0): d = 1,29 (m, 2H, CH,); 1,53 (m, 4H, CH,); 1,82 (t, 2H,

CH,-CO); 2,44 (t, 2H, CH,-S); 2,86 (d, 2H, CH,-CH-NH); 3,88 (d, 2H, CH,-0505);
4,11 (m, 1H, CH-NH); 6,55 (s, 2H, CHa,) 6,89 (s, 2H, CHa,); 7,15 (bs, 1H, NH)
ppm.
ATR-IR (Diamant- 2943,0cm™ (s, v(C-H)); 2866,5cm™ (s, v(C-H)); 2824,6 cm™ (s, V(C-H);
Einfachreflexion):  1636,5cm™ (s,v (C=0)); 1561,1 cm™ (m, V(CN-H)); 1441,6 cm™ (s, 8(C-H));
1256,3 cm™ (s, v(C-0)); 1099,6 cm™ (s, v(C-0)); 875,4 cm™.
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CdTe/ZnS/MUDA/Tyrols (n = 9):

Synthesevorschrift F [1:10000 : 5000 (CdTe :EDC : sulfo-NHS)]: 4,2 mL (2,35 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,016 g (0,1 mmol, 10000 Aq.) EDC;
0,011 g (0,05 mmol, 5000 Aq.) sulfo-NHS; 0,038 g (1-10™ mol, 1-10* Aq.) Tyrols; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die Tyrols-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikell6sung (c =2 umol / L)
erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366nm) schwach grin fluoreszierten. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MUDA/Tyrols (n = 9):

TEM: d=2,5+0,2 nm
UV/Vis: Amax =432 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,29-1,48(m, 16H, CH,); 1,82 (t, 2H, CH,-CO);

2,40 (t, 2H, CH,-S); 2,56-2,67 (m, 2H, CH,-CH-NH); 3,11 (m, 1H, CH-NH); 3,68
(d, 2H, CH,-0S05); 6,92 (s, 2H, CHa,) 6,99 (s, 2H, CHa,); 7,15 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2925,5cm™ (s, v(C-H)); 2851,2cm™ (s, v(C-H)); 1645,0 cm™ (s,v (C=0));
Einfachreflexion):  1570,7cm™ (m, v(CN-H)); 1444,4cm™ (s, 8(C-H)); 1138,8cm™ (s, v(C-0));
836,9 cm™.

6.2.11.6.4 Octos-koordinierte QDots

050,
o] 3
&, Ay~ T
n H oso,

CdTe/ZnS/MPA/Octos (n = 1)
CdTe/ZnS/MHA/Octos (n = 4)
CdTe/ZnS/MUDA/Octos (n = 9)

CdTe/ZnS/MPA/Octos (n = 1):

Synthesevorschrift F [1:1000: 2500 (CdTe:EDC: sulfo-NHS)]: 12,5mL (0,8 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MPA; 0,002 g (0,01 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,005 g
(0,025 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,004 g (7-10” mol, 7-10* Ag.) Octos; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Octos-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, hellgelbe Partikell6sung
(c =2 umol /L) erhalten.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MPA/Octos (n = 1):

TEM: d=3,8+0,3nm
UV/Vis: Amax =542 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D,0): & = 2,48 (t, 2H, CH,-CO); 2,81 (t, 2H, CH,-S); 3,02 (t,
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2H, CH,-NH); 6,53 (m, 1H, CH-CH,-NH); 7,05 (d, 2H, CHa,) 7,17 (d, 2H, CHa,);
7,95 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 1572,9 cm™ (m, Vv(CN-H)); 1409,1cm™ (s, 8(C-H)); 1107,3 cm™ (s, v(C-0));
Einfachreflexion):  875,7 cm™.

CdTe/ZnS/MHA/Octos (n = 4):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001g (0,006 mmol, 1000 Aqg.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,011 g (3-10” mol, 5:10° Aqg.) Octos; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Octos-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellosung
(c=1,2umol /L) erhalten. Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im
Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MHA/Octos (n = 4):

TEM: d=3,5+0,2 nm
UV/Vis: Amax =493 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): d = 1,33 (m, 2H, CH,); 1,57 (m, 4H, CH,-CH,-S); 1,78

(t, 2H, CH,-CO); 2,44 (t, 2H, CH,-S); 3,65 (t, 2H, CH,-NH); 6,67 (t, 1H, CH-CH,-
NH); 7,15 (d, 2H, CHa,) 7,28 (d, 2H, CHa,); 7,74 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 1565,9 cm™ (m, v(CN-H)); 1435,1cm™ (s, 8(C-H)); 1109,4 cm™ (s, v(C-0));
Einfachreflexion):  969,9 cm™; 876,7 cm™.

CdTe/ZnS/MUDA/Octos (n = 9):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,018 g (3-10 mol, 5:10° Aqg.) Octos; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Octos-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikell6sung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A = 366 nm) schwach griin leuchtete.
Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

CdTe/ZnS/MUDA/Octos (n = 9):

TEM: d=2,5+0,3nm
UV/Vis: Amax =440 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,29-1,48 (m, 16H, CH,); 2,40 (t, 2H, CH,-S); 2,82
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(m, 2H, CH,-CH-NH); 3,00 (m, 1H, CH-NH); 5,03 (d, 2H, CH,-0S05); 6,99 (s,
2H, CHa,) 7,13 (m, 2H, CHa,) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2967,9 cm™ (s, v(C-H)); 2922,6 cm™ (s, v(C-H)); 2851,2 cm™ (s, v(C-H));
Einfachreflexion):  1647,9 cm™ (s,v (C=0)); 1565,9 cm™ (m, v(CN-H)); 1339,3 cm™ (s, 8(C-H));
1169,6 cm™ (s, v(C-0)); 836,9 cm™.

6.2.11.6.5 Tyras-koordinierte QDots

{ S%H
n.

CdTe/ZnS/MPA/Tyras (n = 1)
CdTe/ZnS/MHA/Tyras (n = 4)
CdTe/ZnS/MUDA/Tyras (n = 9)

CdTe/ZnS/MPA/Tyras (n = 1):

Synthesevorschrift F [1:1000:2500 (CdTe:EDC: sulfo-NHS)]: 12,5mL (0,8 umol /L,
10 nmol Nanopartikel, 1 Aqg.) CdTe/ZnS/MPA; 0,002 g (0,01 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,005 g
(0,025 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,017 g (7-10” mol, 7-10* Aq.) Tyras; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Tyras-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, hellgelbe Partikellésung
(c =2 umol /L) erhalten.

Charakterisierung CdTe/ZnS/MPA/Tyras (n = 1):

TEM: d=3,8+0,3nm
UV/Vis: Amax =562 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D,0): d = 2,33 (t, 2H, CH,-S); 2,57 (t, 2H, CH,-CO); 2,78

(bs, 2H, CH,-CH,-NH); 4,01 (g, 2H, CH,-NH); 6,86 (d, 2H, CH,,); 7,07 (d, 2H,
CHy,); 7,76 (bs, 1H, NH) ppm.

CdTe/ZnS/MHA/Tyras (n = 4):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,008 g (3-10” mol, 5-10° Aq.) Tyras; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Tyras-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikell6sung
(c=1,2umol /L) erhalten. Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im
Kuhlschrank bei 4 °C.
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Charakterisierung CdTe/ZnS/MHA/Tyras (n = 4):

TEM: d=3,5+£0,3nm
UV/Vis: Amax =489 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D,0): d = 1,32 (m, 2H, CH,); 1,56 (m, 4H, CH,-CH,-

S); 2,08 (t, 2H, CH-CO); 2,39 (t, 2H, CH-S); 3,02 (bs, 2H, CH,-CH,-NH);
3,88 (q, 2H, CH-NH); 7,23 (m, 4H, CHa,) ppm.
ATR-IR (Diamant- 1562,4 cm™ (m, v(CN-H)); 1409,4 cm™ (s, 8(C-H)); 1240,5cm™ (s, v(C-0));
Einfachreflexion): 11275 cm™ (s, v(C-0)).

CdTe/ZnS/MUDA/Tyras (n = 9):

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 3 mL (2,35 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1 Aq.) CdTe/ZnS/MUDA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,008 g (3-10” mol, 5-10° Aq.) Tyras; Millipore-Wasser;
1 M NaOH

Die Tyras-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2umol /L) erhalten. Die Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im
Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=2,5+0,3nm
UV/Vis: Amax =459 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1,16-1,57(bm, 16H, CH,);2,13 (m, 2H, CH,-CO);

2,62 (m, 2H, CH,-S); 2,84 (m, 2H, CH,-CH,-NH); 3,30 (m, 2H, CH,-NH); 7,18-
7,23 (bm, 4H, CHy,) ppm.
ATR-IR (Diamant- 2925,5 cm™ (s, v(C-H)); 2852,2 cm™ (s, v(C-H)); 1644,0 cm™ (m, v(C=0));
Einfachreflexion):  1570,7 cm™ (m, v(CN-H)); 1406,8 cm™ (s, 8(C-H)); 1357,6 cm™ (s, v(C-O));
835,0cm™.

6.2.11.6.6 L-DOPAs-koordinierte QDots (CdTe/ZnS/MHA/L-DOPAs; @ = 3,5 nm)
A‘/;‘:; H o
| [CdTe g N\/lk
ZnS \/HJO( : OH 050,
\@0503'
CdTe/ZnS/MHA/L-DOPAs

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
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(0,015 mmol, 2500 Ag.) sulfo-NHS; 0,012 g (3-10° mol, 5-10° Aq.) L-DOPAs; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die L-DOPAs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikellésung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) gelb fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=3,5+0,3nm
UV/Vis: Amax =489 nm
NMR: 1H-NMR (400 MHz, D,0): d = 1,31 (m, 2H, CH,); 1,57 (m, 4H, CH,-CH,-S); 1,71

(t, 2H, CH,-CO); 2,37 (t, 2H, CH,-S); 2,86 (d, 2H, CH,-CH-NH); 4,11 (g, 2H, CH-
NH); 6,55 (s, 1H, CHa,) 6,65 (s, 1H, CHa,); 7,10 (bs, 1H, NH) ppm.
ATR-IR (Diamant- 29283 cm™ (s, v(C-H)); 1599,5 cm™ (m, Vv(CN-H)); 1416,6 ecm™ (s, 8(C-H));
Einfachreflexion):  1260,3 cm™ (s, v(C-0)); 1107,8cm™ (s, v(C-0)); 1038,3cm™; 916,7 cm™;
876,3cm™

6.2.11.6.7 50H-DPs-koordinierte QDots (CdTe/ZnS/MHA/50HDPs; @ = 3,5 nm)

0SO;5’
( CdTe S/\‘\/P} N 0503-
ZnS H

CdTe/ZnS/MHA/50HDPs

Synthesevorschrift F [1 : 1000 : 2500 (CdTe : EDC : sulfo-NHS)]: 1 mL (5,79 umol / L, 6 nmol
Nanopartikel, 1Aq.) CdTe/ZnS/MHA; 0,001 g (0,006 mmol, 1000 Aq.) EDC; 0,003 g
(0,015 mmol, 2500 Aq.) sulfo-NHS; 0,014 g (3-10” mol, 5:10° Ag.) 50HDPs; Millipore-
Wasser; 1 M NaOH

Die 50HDPs-funktionalisierten CdTe/ZnS-QDots wurden nach dem Dialyseschritt in 5 mL
Millipore-Wasser aufgenommen. Es wurde eine klare, gelbe Partikell6sung
(c=1,2 umol / L) erhalten, die unter der UV-Lampe (A =366 nm) gelb fluoreszierte. Die
Aufbewahrung erfolgte unter Lichtausschluss im Kihlschrank bei 4 °C.

Charakterisierung:

TEM: d=3,5+0,3nm
UV/Vis: Amax =479 nm
NMR: 'H-NMR (400 MHz, D,0): d =1,35 (m, 2H, CH,); 1,57 (m, 4H, CH,-CH,-S); 1,69

(t, 2H, CH,-CO); 2,39 (t, 2H, CH,-S); 2,82 (m, 2H, CHp-CH,-NH); 3,15 (g, 2H,
CH,-NH); 6,65 (s, 1H, CHar) 7,23 (d, 2H, CHa,); 7,48 (d, 1H, NH) ppm.
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ATR-IR (Diamant- 2851,2cm™ (s, v(C-H)); 1599,1 cm™ (m, V(CN-H)); 1423,3cm™ (s, &(C-H));
Einfachreflexion);  1153,4 cm™ (s, v(C-0)); 910,5 cm™; 875,8 cm™.

6.2.11.7 Multivalente Prasentation Clovamid-inspirierter Liganden durch Immobilisation

auf Eisenoxidnanopartikel

6.2.11.7.1 Tyrs-koordinierte Eisenoxidnanopartikel (IONP-DMSA-Tyrs; @ = 7 nm)

s H
(0] 3 N
m 0S0,"
O L Og OH
" |ONP-DMSA-Tyrs

Synthesevorschrift: 1 nmol (1Aq.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-104Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g, 2,5-104Aq.) sulfo-NHS;
0,023 ¢ (8,0-10'5 mol, 8,0-10" Aq.) DPs; Millipore-Wasser

Es wurde eine braune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere Wochen
optisch nicht veranderte.

Charakterisierung 7 nm:

TEM: d=7,2+0,3nm DLS: -
ATR-IR  (Diamant- 2920,2 cm™ (s, v(C-H)); 1603,4 (m, v(C=0)); 1457,2 cm™ (s, 8(C-H)); 1226,6
Einfachreflexion): ~ cm™(m, 8(C-H)); 1068,7 cm™; 1016,7 cm™; 994,7 cm™.

6.2.11.7.2DPs-koordinierte Eisenoxidnanopartikel (IONP-DMSA-DPs)

; H
(0] 3 N
)\8\( 0s0,
> 5 0 050, a A
" IONP-DMSA-DPs

Synthesevorschrift: 1 nmol (1Aq.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-1O4Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g, 2,5-104Aq.) sulfo-NHS;
0,029 g (8,0-10" mol, 8,0-10* Ag.) DPs; Millipore-Wasser

Es wurde eine braune Kolloidlosung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere Wochen
optisch nicht veranderte.

Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=4,5+0,4nm DLS: dy=16+2 nm
ATR-IR (Diamant- 2987,6 cm™ (s, v(C-H)); 2922,6 cm™ (s, v(C-H)); 1683,7 (m, v(C=0)); 1607,1
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Einfachreflexion): (m, v(C=0)); 1557,8 (m, 8(N-H)); 1507,7 (m, 8(N-H)); 1409,0 cm™ (s, 8(C-H));
1471 cm™ (m, &(C-H)); 1392 cm™(w, §(C-H)); 1341 cm™ (m, &(C-H));
1251,9 cm™ (w, v(C-0)); 1066,1 cm™ (s, v(C-0)); 875,0 cm™; 612,3 cm™.

Charakterisierung 7 nm:

TEM: d=7,2+0,3nm DLS: dy=27 £6 nm

ATR-IR (Diamant- 3258,7 cm™ (s, V(N-H)); 2920,9 cm™ (s, v(C-H)); 1623,9 (m, v(C=0)); 1559,8

Einfachreflexion):  (m, &(N-H)); 1417,6 cm™ (s, 8(C-H)); 1259,5cm™ (w, v(C-0)); 1106,2 cm™
(s, v(C-0)); 874,3 cm™; 609,0 cm™.

6.2.11.7.3 Tyrols-koordinierte Eisenoxidnanopartikel (IONP-DMSA-Tyrols; @ = 5 nm)

050,~ 0505’

Synthesevorschrift: 1 nmol (1Aq.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-104Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g, 2,5-1O4Aq.) sulfo-NHS;
0,031 g (8,0-10" mol, 8,0-10* Aq.) Tyrols; Millipore-Wasser

Es wurde eine braune Kolloidlésung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere Wochen
optisch nicht veranderte.

Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=5,1+0,2 nm DLS: d,=15%2 nm

ATR-IR (Diamant- 2970,0 cm™ (s, v(C-H)); 2930,8 cm™ (s, v(C-H)); 1645,1 cm™ (s, v(C=0));

Einfachreflexion):  1564,2 cm™ (m, v(N-H)); 1434,1 cm™ (s, 8(C-H)); 1402,9 cm™ (m, §(C-H));
1305,4 cm™ (m, v(C-0)); 1237,4 cm™ (m, v(C-0)); 1132,9 cm™ (m, v(C-0));
718,3 (w, CH,-rocking).

6.2.11.7.4 Octos-koordinierte Eisenoxidnanopartikel (IONP-DMSA-Octos, @ = 5 nm)

IONP-DMSA-Octos
0SOy’

0 H
WNJ\@\
/S © 0SO0y’

Synthesevorschrift: 1 nmol (1Aq.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-10°Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005g, 2,5-10°Aq.) sulfo-NHS;
0,029 g (8,0-10° mol, 8,0-10* Aq.) Octos; Millipore-Wasser

Es wurde eine braune Kolloidlosung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere Wochen

optisch nicht veranderte.
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Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=51+0,2nm DLS: dy=13+3 nm
ATR-IR (Diamant- 3270,7 cm™ (s, v(O-H)); 1585,7 cm™ (m, v(N-H)); 1375,1 cm™ (s, &(C-H);
Einfachreflexion):  1010,7 cm™; 883,9 cm™.

6.2.11.7.5 Tyras-koordinierte Eisenoxidnanopartikel (IONP-DMSA-Tyras)
IONP-DMSA-Tyras

H
‘OWN L
S0 050" -

Synthesevorschrift: 1 nmol (1Aq.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-104Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005 g, 2,5-104Aq.) sulfo-NHS;
0,020 g (8,37-10'5 mol, 8,37-10* Aq.) Tyras; Millipore-Wasser

Es wurde eine braune Kolloidlosung (c = 0,5 umol / L) erhalten, die sich mehrere Wochen

optisch nicht veranderte.
Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=4,7+0,2 nm DLS: d,=12+3 nm

ATR-IR (Diamant- 2943,1cm™ (s, v(C-H)); 1637,9 (m, v(C=0)), 1598,6cm™ (m, Vv(N-H));

Einfachreflexion):  1488,4 cm™ (s, §(C-H)); 1393,1cm™(m, §(C-H)); 1127,6 cm™ (s, v(C-0));
1065,8 cm™ (s, v(C-0)).

Charakterisierung 10 nm:

TEM: d=10,2+0,5nm DLS: dh=23+3nm

ATR-IR (Diamant- 2970,1 cm™ (s, v(C-H)); 1631,2cm™ (s, v(C=0)); 1506,9 cm™ (m, v (N-H));

Einfachreflexion): ~ 1408,2 cm™ (s, 8(C-H)); 1356,1 cm™ (m, &(C-H)); 1255,8 cm™ (m, v (C-0));
1155,3 cm™ (m, v (C-0)); 1048,7 cm™ (m, v (C-0)); 1021,5 cm™.

Charakterisierung 12 nm:

TEM: d=12,1+0,4 nm DLS: dn=44+6nm

ATR-IR (Diamant- 3379,8 cm™ (s, v(O-H)); 1732,1 cm™ (m, v(C=0)); 1593,9 cm™ (m, v (N-H));

Einfachreflexion):  1488,2 cm™ (m, §(C-H)); 1395,7 cm™ (s, 8(C-H)); 1106,2 cm™ (s, v (C-O));
995,4 cm'l; 876,4 cm™.

6.2.11.7.6 L-DOPAs-koordinierte Eisenoxidnanopartikel (IONP-DMSA-L-DOPAs; @ = 5 nm)

S H
0 N
W NOSO? 4
(6] 5 0g OH B .|

050,
IONP-DMSA-L-DOPAs
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Synthesevorschrift: 1 nmol (1Aq.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,025 mmol (0,004 g, 2,5-10°Aq.) EDC, 0,025 mmol (0,005g, 2,5-10°Aq.) sulfo-NHS;
0,032 g (8,0-10° mol, 8,0-10" Aq.) L-DOPAs; Millipore-Wasser

Es wurde eine gelbbraune Kolloidlésung (c =0,5 umol /L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=4,7+0,2nm DLS: dn=33+6nm

ATR-IR (Diamant- 3372,5cm™ (s, v(O-H)); 2970,0cm™ (s, v(C-H)); 1579,2cm™ (s, Vv(N-H));

Einfachreflexion): ~ 1434,1cm™ (m, §(C-H)); 1237,5cm™ (s, v(C-0)); 1130,3cm™ (s, v(C-0));
1014,6 cm™.

6.2.11.7.7 50HDPS-koordinierte Eisenoxidnanopartikel (IONP-DMSA-50HDPS; @ = 5 nm)

w 050,
o § © 050, B
" |ONP-DMSA-50HDPs

Synthesevorschrift: 0,5 nmol (1 Aq.) DMSA-funktionalisierte Eisenoxidnanopartikel;
0,013 mmol (0,002 g, 1,3-10°Aq.) EDC, 0,013 mmol (0,003g, 1,3-10°Aq.) sulfo-NHS;
0,019 g (4,0-10" mol, 4,0-10* Aq.) SOHDPs; Millipore-Wasser
Es wurde eine gelbbraune Kolloidlésung (c = 0,25 pumol /L) erhalten, die sich mehrere
Wochen optisch nicht veranderte.

Charakterisierung 5 nm:

TEM: d=5,3+20,4 nm DLS: d,=14+3 nm

ATR-IR (Diamant- 3301,4cm™ (s, v(O-H)); 2931,6 cm™ (s, v(C-H)); 2862,9cm™ (s, v(C-H));

Einfachreflexion): 1566,7 cm™ (s, v(N-H)); 1402,1cm™ (m, &(C-H)); 1260,3 cm™ (s, v(C-0));
1064,3 cm™ (s, v(C-0)); 1022,3 cm™; 925,3 cm™; 878,5 cm™.
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8 Anhang

8.1 erganzende Spektren und TEM-Aufnahmen
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Anhang Abb. 1: Vergleich der normierten UV/Vis-Absorptionsspektren der in organischen Losungsmitteln
synthetisierten Goldnanopartikeln.
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Anhang Abb. 2: Vergleich der normierten UV/Vis-Absorptionsspektren der in wadssrigen Medium
synthetisierten Goldnanopartikel.
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Anhang Abb. 3: Ergebnisse der TGA-Messungen der synthetisierten Goldnanopartikel. Der Gewichtsverlust
betragt fur AuCitrat (14 nm) 13%; fur AUMUDA (10 nm) 6%; fur AuDT (7 nm) 15% und fir AUMUDHSE (7 nm)
10%.
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Anhang Abb. 4: UV/Vis-Absorptionsspektren der nach der "Hot-Injektion"-Methode synthetisierten
CdSe/ZnS-und CdTe/ZnS-QDots.
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Anhang Abb. 5: UV/Vis-Absorptionsspektren von TGA-koord. CdTe-QDots, bei denen TMAH bzw. NaOH als
Base fiir die Einstellung des pH-Wertes verwendet wurden. So verschiebt sich das Absorptionsmaximum von
506 nm (NaOH 1h) auf 544 nm (TMAH 1 h) [bzw. 538 nm (NaOH 3 h) zu 566 nm (TMAH 3 h)] hin zu langeren
Wellenlangen durch die Verwendung von TMAH.
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Anhang Abb. 6: TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen von MUDA-koordinierten CDTe-QDots nach einer
Reaktionsdauer von 5 h (A) bzw. 22 h (B), die durch die konventionelle Synthese hergestellt wurden.
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Anhang Abb. 7: TEM-Aufnahmen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Mercaptocarbonsdure-koord.
CdX/ZnS-QDots; A: MPA-koord CdSe/ZnS-QDots (d =5,2+0,6 nm); B: MUDA-koord. CdTe/ZnS-QDots

(d=2,6+0,2nm); C: MHA-koord. CdTe/ZnS-QDots (d=3,5+0,2 nm); D: MSA-koord. CdTe/ZnS-Qdots

(d=3,6+0,4nm); E: MPA-koord. CdTe/ZnS-QDots (d=3,8+0,3nm); F: TGA-koord. CdTe/ZnS-QDots
(d =5,0+£0,2 nm).
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Anhang Abb. 8: TEM-Aufnahme und UV/Vis-Absorptionsspektren von DHLA-koordinierten CdTe/ZnS-QDots
mit einem mittleren Partikeldurchmesser von d=3,5%0,3nm und einem Absorptionsmaximum von
Amax = 568 nm (gestrichelte Linie, DHLA-koordinierte CdTe-QDots Amax = 565 nm).
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Anhang Abb. 9: Ergebnisse der TGA-Messungen von ausgewadhlten QDots und IONP.
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Anhang Abb.
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Anhang Abb. 11: HSQC-Spektrum der GP-01-koordinierten Goldnanopartikel; rot = gebundener Ligand;
schwarz = freier Ligand. Die Anbindung wird durch die neu entstandene Amidbindung (Zuordnung des
Quartettsignals bei 3,173 ppm und des Triplettsignals bei 3,381 ppm mit den CH,-Gruppen bei 38,3 ppm

bzw. 69,1 ppm) deutlich.
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Anhang Abb. 12: COSY-DQF Spektrum der GP-01-koordinierten Goldnanopartikel; rot = gebundener Ligand;
schwarz = freier Ligand.
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Anhang Abb. 13: normierte Absorpionsspektren der Glycopeptid-koordinierten Goldnanopartikeln und den
entsprechenden Goldkolloiden vor der Immobilisierung.
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Anhang Abb. 14: TEM-Aufnahmen von AuAda d=4,4+0,2nm (d,=6%1nm)

d=7,3+0,2nm (d,=8+2nm) [B].
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Anhang Abb. 15: normierte Absorptionsspektren von AuAda.
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Anhang Abb. 16: TEM-Aufnahmen und DLS-Messungen der Aminooxepan-koordinierten Goldnanopartikel
vor dem Sulfatierungsschritt [AUAO-1 (A); AuAO-2 (B); AuAO-3 (C)].

8.2 erginzende Ergebnisse der Biokompatibilitatstests
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Au, Ag, CdTe,
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Anhang Abb. 17: HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den
Nanopartikeln (100, 50, 10, 5 und 1 nmol/L) inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfirben
mit SYTOX" Green Dead Cell Stain erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben
(Mittelwert und Standardabweichung der % Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie)
und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)). Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05
(verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der
Kontrolle) angegeben.
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Anhang Abb. 18: Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der mit unterschiedlichen
Epitopen funktionalisierten CdTe/Zns-QDots; A: Verschiedene Konzentrationen (100, 50 und 10 nmol/L) und
Linkerlange MHA; B: Konzentration 100 nmol/L und Linkerlinge MHA; C: verschiedene Konzentrationen
(100, 50 und 10 nmol/L) und Linkerlainge MPA. HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor
wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch
Anfarben mit SYTOX® Green Dead Cell Stain erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe
angegeben (Mittelwert und Standardabweichung der %-Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze
durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)). Signifikante
Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05
(verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Anhang Abb. 19: Vergleich der Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der mit Tyras-
funktionalisierten in dieser Arbeit verwendeten unterschiedlichen Nanopartikelarten. HUVECs wurden 24 h
nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (100, 50, 10, 5 und
1 nmol/L) inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfiarben mit SYTOX  Green Dead Cell Stain
erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben (Mittelwert und
Standardabweichung der % Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen
der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)). Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit
lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Anhang Abb. 20: Ergebnis der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der 12nm grofRen
Eisenoxidnanopartikeln mit unterschiedlichen Ligandentypen (Polymere, DMSA, Kohlenhydratmimetika,
azyklische Amine, Tyramine); HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs
48 h mit den Nanopartikeln (100, 50, 10, 5 und 1 nmol/L) inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch
Anfirben mit SYTOX  Green Dead Cell Stain erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe
angegeben  (Mittelwert und Standardabweichung der % Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze
durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)). Signifikante
Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05
(verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Anhang Abb. 21: Ergebnis der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der funktionalisierten
Silbernanopartikel mit verschiedenen sulfatierten Epitopen; HUVECs wurden 24 h nach der Aussaat
gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (100, 50, 10, 5 und 1 nmol/L) inkubiert.
Proliferation und Toxizitit wurden durch Anfirben mit SYTOX Green Dead Cell Stain erhalten. Ergebnisse
sind als % von der unbehandelten Probe angegeben (Mittelwert und Standardabweichung der %
Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze
gestrichelte Linie)). Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der
Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Anhang Abb. 22: Vergleich der Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der mit
unterschiedlichen Epitopen-funktionalisierten Goldnanopartikel (& = 14 nm). HUVECs wurden 24 h nach der
Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (1; 0,5; 0,1; 0,05 und 0,01 nmol/L)
inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfdrben mit SYTOX® Green Dead Cell Stain erhalten.
Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben (Mittelwert und Standardabweichung der %
Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen der Kontrolle (schwarze
gestrichelte Linie)). Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit lebenden Zellen in der
Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Anhang Abb. 23: Vergleich der Ergebnisse der Zytotoxizitdts- und Zellproliferationstests der mit
unterschiedlichen Epitopen-funktionalisierten CdTe/ZnS/MUDA Quantum Dots (& =2,5nm). HUVECs
wurden 24 h nach der Aussaat gemessen. Zuvor wurden die HUVECs 48 h mit den Nanopartikeln (100; 50;
10; 1 nmol/L) inkubiert. Proliferation und Toxizitdt wurden durch Anfirben mit SYTOX® Green Dead Cell
Stain erhalten. Ergebnisse sind als % von der unbehandelten Probe angegeben (Mittelwert und
Standardabweichung der % Gesamtzellzahl der Kontrolle (schwarze durchgezogene Linie) und % toter Zellen
der Kontrolle (schwarze gestrichelte Linie)). Signifikante Abweichungen sind als *p < 0,05 (verglichen mit
lebenden Zellen in der Kontrolle) oder #*p < 0,05 (verglichen mit toten Zellen in der Kontrolle) angegeben.
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Anhang Abb. 24: Mikroskopische Aufnahmen der mit 7 nm grofRen AuSyn3s inkubierten MSCs.
Inkubationsdauer: 7 Tage; Konzentrationen 0 pmol / L (A); 30 pmol / L (B); 300 pmol / L (C); 3 nmol / L (D).
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9. Anhang

Anhang Abb. 25: Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit unterschiedlichen Konzentrationen von
CdTe/ZnS/TGA/EAs inkubierten MSCs nach 24 h; MaRstab: 100 um.
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9. Anhang

8.3 Uberblick der Bindungsaffinititen der funktionalisierten Nanopartikel an L-

Selektin

Tabelle 22: Ubersicht der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse der Bindungsaffinitaten

funktionalisierte Nanopartikel TEM DS UV/Vis Irﬁ;msiﬁ:zl:zl:g
(d/nm) | (dn/nm)  (Amax/ nM)
(ICs0)
AuAPO1s 7 16+3 522 600 pM
AuAPO02s 7 21+5 526 1900 pM
AuAPO4s 7 22+4 525 1600 pM
IONP/DMSA/Sers 5 14+3 - 25 nM
IONP/DMSA/Sers 7 23+4 - 467 nM
IONP/DMSA/Sers 12 47 £ 10 - 478 nM
CdTe/ZnS/MPA/Sers 4 - 565 4,6 nM
CdTe/ZnS/MSA/Sers 3,5 - 515 7,1 nM
CdTe/ZnS/DHLA/Sers 3,5 - 567 4,4 nM
CdTe/ZnS/MHA/Sers 3,5 - 487 46 nM
CdTe/ZnS/MUDA/Sers 2,5 - 439 84 nM
CdTe/ZnS/MPA 4 6+1 562 80 nM
CdTe/ZnS/MHA 3,5 5+1 485 637 nM
CdTe/ZnS/MUDA 2,5 4+1 433 790 nM
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