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1 Einleitung

Die Beschreibung des Magnetismus hat ihre Wurzelder chinesischen und europaischen
Kultur. Belege hierfir finden sich in der chinesisn Literatur bereits seit der zweiten Halfte
des ersten Jahrtausends vor Christus. Im Jahr 8hbeb Lung Heng einen magnetischen
Loffel, der frei drehbar auf einer Holzscheibe dmgeht war und sich nach Siden
ausrichtete. Dieser wurde in magischen Ritualewsrdet. Im 11. Jahrhundert verwendeten
die Chinesen eine schwimmende Nadel zur Navigatien Stidweiser genannt wurde. Uber
die Entdeckung und Namensgebung des Magnetismukerireuropadischen Kultur gibt es
verschiedene Auffassungen. Der Legende des Grieblieander von Kolophon aus dem
Jahre 150 vor Christus nach lehnt sich das Wortrndagmus an den griechischen Hirten
Magnes an. Dieser fand auf dem Berg Ida seltsamiacStdie seine Schuhnagel und seinen
Hirtenstab anzogen. Lucretius von Rom (96 — 53 @bristus) hingegen beschreibt als
Ursprung des Wortes Magnetismus die griechischét 8agnesia, in der Magnetit gefunden
wurde. Viele grof3e Philosophen der Antike, daruiiteales und Aristoteles, versuchten den
Magnetismus und dessen Kraftwirkung vergeblichrkléeen. Pierre de Maricourt beschreibt
im Jahr 1269 verotffentlichten “Epistola de Magnet®¥ersuche von Magnetit mit
Eisennadeln. Diese Eisennadeln richteten sich irchtBng zweier Punkte dieser
Magnetitkugeln aus, die Maricourt dann entsprechéeich Himmelsgewo6lbe in Nord- und
Sudpol benannte. Der englische Naturforscher urmd WAfilliam Gilbert veroffentlichte im
Jahre 1600 sein Buch “De Magnete“, in dem er sidh dem Magnetismus der Erde
beschaftigte. Diesen erklarte er durch ungleichm&Brteilte Eisenlager. Lange Zeit wurden
Magnetismus und Elektrizitat fur getrennte Phanengehalten. Erst im Jahre 1820
entdeckte der danische Physiker Hans Christian t€krden Zusammenhang zwischen
Magnetismus und Elektrizitat, als er die Ablenkweiger Kompassnadel in der Néhe eines
stromdurchflossenen Leiters bemerkte. Nur kurzé g#iter fand André Marie Ampére, dass
zwischen zwei parallelen Stromleitern wahrend eiftladung eine Kraft wirkt. Er
entdeckte, dass in elektrischen Leitern Strom fliefdd fihrte die Begriffe Spannung und
Strom in die Elektrizitatslehre ein. Molekile wendgeiner Meinung nach von kreisférmigen
elektrischen Stromen umgeben, ahnlich zum spéatechemmen Bohr’'schen Atommodel.
Michael Faraday fuhrte die Forschung fort und vierdfichte im Jahr 1831 die Entdeckung
der elektromagnetischen Induktion. James Clerk Mdix¥ormulierte schlieRlich die vier

Maxwellschen Gleichungen. Ein sich zeitlich dndesidnagnetisches Feld erzeugt ein
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elektrisches Wirbelfeld und ein sich zeitlich anuks elektrisches Feld erzeugt ein
magnetisches Wirbelfel&

In den letzten Jahrzehnten wurde viel Aufwand zyntlsese von Ferrofluiden betrieben.
Ferrofluide sind Dispersionen aus magnetischen iiddien, die bereits in vielfaltigen
Einsatzgebieten verwendet werden. Ferrofluide \dém zum Beispiel ihre Viskositat im
Magnetfeld, sie werden daher als Schwingungsdampfer StoRdampfern oder in
Lautsprechern verwendet. Weitere Anwendungen siagnetische Tinten, Schmiermittel
oder Wellendichtungerf!

Die Bedeutung magnetischer Nanopartikel steigt iedizinischen Bereich. Auf Grund ihrer
geringen GrolRe kdnnen Nanopartikel von Zellen andganen werden und sind zum Teil in
der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu u(berwinden. iGeete Polymere hierflr sind
beispielsweise Polyester oder Polybutylcyanoacyldt ¥ Magnetischen Nanopartikel
werden als als Kontrastmittel in der Magnetresot@nagraphie verwendet. Dort sind sie
durch ihre magnetischen Eigenschaften in der LageRelaxationszeiten der Protonen zu
verandern, um somit den Kontrast in den Abbildungenverbessern™ © Magnetische
Nanopartikel heizen sich in einem magnetischen \8&édld auf. Dies wird in der
Hyperthermie ausgenutzt, wo magnetische Nanopéitikeinen Tumor eingebracht werden
und diesen durch Warme schlieBlich zerstolefl. Als weitere Anwendung kénnen Zellen
mit magnetischen Nanopartikeln markiert und sonoib wicht markierten mit Hilfe eines
Magneten abgetrennt werdéh.

Ein groRer Nachteil von Chemotherapeutika ist ihiehtspezifitat. Einmal verabreicht
verteilen sie sich im ganzen Korper und schadigean gesunde Zellen. Magnetische Partikel
eignen sich als Transportsystem fur medizinischek$tbffe und konnen somit gezielt an den
gewiinschten Wirkort mit Hilfe eines externen Magdgldes gefiihrt werdef?: 1%

Bei der Herstellung von magnetischen oder funklisigaten Polymerpartikeln tritt haufig
das Problem auf, dass nur geringe Verkapselungmafien oder niedrige Eisenoxidgehalte
erreicht werden. Zusatzlich wird meistens deutlichehr Tensid als bei der
Miniemulsionstechnik benétigt. Die Miniemulsion igsine vielseitig verwendbare Technik.
Sie ermdglicht die Herstellung von Partikeln eitligiier Grof3e im Nanometerbereich.
Magnetische Polymerpartikel mit einer hohen Verkfypsgseffizienz und funktionalisierte
Partikel kbnnen uber diese Methode hergestellt arerd

Im 1. Teil der vorliegenden Dissertation wird dieyn§ese von bioabbaubaren,
funktionalisierten, fluoreszierenden und superpagmetischen Polymernanopartikeln auf

Poly(L-lactid)-Basis beschrieben. Hydrophobisierte, sp@emagnetische Eisenoxidpartikel
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unterschiedlicher Gro3e (25 oder 10 nm) werdenemm @ioabbaubaren und biokompatiblen
Polymer Poly(-lactid) zusammen mit dem Fluoreszenzfarbstoff PMN-(2,6-
Diisopropylphenyl)-perylen-3,4-dicarboximid) verlsaglt. Experimente mit mesenchymalen
Stammzellen werden von Frau Dr. Gerlinde Schmi@&brezenmeier durchgefiihrt und
dabei die Aufnahme und spatere Auswirkung auf dded untersucht. Die Eignung der
Partikel als Kontrastmittel fur die Magnetresonanzographie wird ebenso Uberpruft. Auf
Grund des verkapselten Fluoreszenzfarbstoffes kbdrese Partikel in Zellen nachgewiesen
werden. Der Farbstoff kdnnte in Zukunft auch duegten anderen 6lléslichen medizinischen
Wirkstoff ersetzt werden, wodurch die Partikel awds Transportsystem fur Medikamente
verwendet werden konnten.

Im 2. Teil der Arbeit wird die Synthese von Komppartikeln aus Polyflactid) und einem
carboxyl-, amino- oder polyethylenglycolfunktiorsdirtem Polystyrol beschrieben. Ziel ist
die Herstellung von Partikeln mit einer definiert&nzahl an funktionellen Gruppen auf der
Oberflache. Je nach verwendetem Monomer, Mononiedlters oder den
Herstellungsbedingungen lassen sich unterschietlich Morphologien und
Oberflachenfunktionalisierungen realisieren. Oldetienfunktionalisierungen verédndern die
Zellaufnahme von Partikeln und ermdglichen eindespdAnbindung von Aminosauren oder
Proteinen, wodurch die Partikel im idealen Fall non bestimmten Zellen aufgenommen
werden. Durch PEG-Funktionalisierung der Partiketfiaiche kann die Blutzirkulationszeit
der Teilchen erhéht werden, indem die Proteinamlaggverhindert wird.

Im 3. Teil wird eine Kombination der zwei vorhersieariebenen Abschnitte durchgefiihrt.
Magnetische Nanopartikel werden in carboxyl- odamafunktionalisiertem Polystyrol und
Poly(L-lactid) verkapselt. Somit entstehen Partikel, gieh auf Grund der magnetischen
Eigenschaften beispielsweise als KontrastmitteldierMRT eignen und durch die definierte
Oberflachenfunktionalsisierung eine Anbindung vonmiAosauren oder Proteinen

ermoglichen.



2  Theorie und Grundlagen

Im zweiten Kapitel werden die theoretischen Grugefa zum besseren Verstandnis der
Arbeit vorgestellt. Die Herstellung der Polymergat erfolgt mit Hilfe des
Miniemulsionsprozesses und der Miniemulsionspolysagion in Heterophase. Ebenso wird
auf Begriffe wie Biokompatibilitdt und Bioabbaubeark eingegangen. Die Grundlagen des
Magnetismus und die verschiedenen Herstellungsetfigliten von magnetischen,
strukturierten und funktionalisierten Teilchen wamddargestellt. Ein Uberblick tber die
Anwendung von Nanopartikeln in der Medizin komp&#n schliellich die theoretischen
Grundlagen.

2.1 Heterophasensysteme

Ein Heterophasensystem besteht aus zwei nichtandar mischbaren Komponenten. Eine
der Komponenten (dispergierte Phase) ist dabeeimradderen Komponente (kontinuierliche
Phase) verteilt. Die dispergierte und kontinuiéwic Phase konnen dabei in den
Aggregatszustanden fest, flissig oder gasformigliegen. Zur Stabilisierung werden

beispielsweise Tenside verwend#H.

2.1.1 Emulsionen

Emulsionen sind Heterophasensysteme die aus zetgi mischbaren Flissigkeiten bestehen.
Zur Erzeugung der Tropfchen werden Scherkréfte grdet, die beim Schuitteln, Rihren, bei
der Ultraschallbehandlung oder der Hochdruckhomisgaming auftreten. Durch den Zusatz
von Tensiden wird ein ZusammenflieRen der Tropfchvenhindert und die Emulsion
stabilisiert. Besteht die dispergierte Phase aneneiOl und die kontinuierliche Phase aus
Wasser, wird das Heterophasensystem als Ol-in-Wsssalsion (O/W-Emulsion)
bezeichnet. Bei einer wassrigen dispergierten Phaseeiner kontinuierlichen Phase aus
einem Ol handelt es sich um eine Wasser-in-Ol-Eimulé/V/O-Emulsion). In Abhangigkeit
von TropfchengrofRe, Thermodynamik und Herstelluegden Emulsionen weiter in Makro-,

Mikro- und Miniemulsionen unterteilt.
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Makroemulsionen entstehen nur, wenn dem Systemgkengr Form von Scherkraften (z. B.
durch Ruhren) zugefuhrt werden. Tenside lagern acden neu gebildeten Grenzflachen an
und stabilisieren das System kinetisch, aber riobtmodynamisch. Nach einiger Zeit tritt
Phasenseparation auf. Je nach Art der Homogenigjezatstehen Tropfchen im Bereich von
0,1 bis 10 pum mit meist polydisperser TropfchengriMérteilung. Zur Herstellung von
Makroemulsionen werden Tensidmengen im BereichkdBschen Mizellkonzentration oder

leicht dariiber verwendet.

Zur Herstellung von Mikroemulsionen werden deutidibhere Tensidmengen bendtigt. Mit
50 bis 200%, bezogen auf die dispergierte Phasindeé sich die Konzentration weit

oberhalb der kritischen Mizellkonzentration. Eint€uwsid, welches selber keine Mizellen
ausbilden kann, meist ein Alkohol mittlerer Ketéiamyje, wird dem System zugesetzt und
verringert die Grenzflachenspannung zwischen Wassend Olphase deutlich.

Mikroemulsionen bilden sich spontan aus und sirgriodynamisch stabil. Auf Grund der
geringen TropfchengréfRe von 5 bis 100 nm und denitd&inhergehenden geringen

Lichtstreuung erscheinen sie oft transparent.

Fur Miniemulsionen ist deutlich weniger Tensid ainend. Hierfir werden 0,1 bis 20%,
bezogen auf die dispergierte Phase, verwendet ienGrenzflachenspannung liegt oberhalb
der Grenzflachenspannung der kritischen Mizellkotvagion. Durch hohe Scherkrafte
mittels Ultraschall oder Hochdruckhomogenisierungrden je nach System Tropfchen im

Bereich von 30 bis 500 nm mit monodisperser Gré8gailung erhalteri*? !

2.1.2 Stabilisierung von Miniemulsionen

Um Miniemulsionen stabilisieren zu konnen misser divei Prozesse, die fur die
Destabilisierung verantwortlich sind, unterdriickerden. Hierbei handelt es sich um
Koaleszenz und Ostwaldreifung (siehe Abb. 1). Kemdaz beschreibt das ZusammenflieRen
zweier Tropfen durch Kollision auf Grund von Browhser Bewegung und kann durch
Verwendung von Tensiden verhindert werden. Dieggrla sich an der Grenzflache der
Tropfen an und verhindern eine Annéaherung der Bromurch elektrostatische und/oder

sterische Stabilisierung.
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SN D
/ : T~ N\ I /
N N/ ) A
\ A T /; ............... /
[ .
J
Abb. 1: Schematische Darstellung von Koaleszenz (obenDshdaldreifung (unten).

Unter Ostwaldreifung versteht man das Wachsen grofégfen und Verkleinern von kleinen
Tropfen auf Grund von Diffusion der dispergiertdmaBe durch das kontinuierliche Medium.
Damit dieser Prozess ablaufen kann, muss die djgper Phase zu einem gewissen Teil in
der kontinuierlichen Phase l6slich sein. Ursactefti ist der hohere Laplacedruck in den
kleineren Tropfchen, wodurch sie energetisch unigers als gréf3ere Tropfen sind. Mit
einem in der kontinuierlichen Phase unloslichen geea kann die Ostwaldreifung
unterdrickt werden, indem ein osmotischer Druckgab&ut wird, der dem Laplacedruck
entgegenwirkt (siehe Abb. 2). Fur O/W-Emulsionemrkdierflr ein ultrahydrophob wie

Hexadecan, fiir W/O-Emulsionen ein ultrahydroph8edz verwendet werdeli® 2

® ° R ® o
o0 o
[
Abb. 2: Schematische Darstellung der Unterdriickung der @kixgifung durch eine osmotische

Reagenz (mit schwarzen Punkten dargestellt). Dstrighelte Pfeil symbolisiert die Diffusion
der dispergierten Phase durch die kontinuierlicheape.

2.1.3 Einfluss des Tensides

Einfluss auf die Miniemulsionstropfchengrof3e hathhinur die Menge an verwendetem
Tensid, sondern auch dessen chemische Struktupfche@n, die mittels eines ionischen
Tensides stabilisiert werden, besitzen in der Rklgéhere Tropfchendurchmesser als die mit

nichtionischen Tensiden stabilisierten Pendantse Bierische Stabilisierung ist zur
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Unterdrickung der Koaleszenz bei gleicher TensidradiGewicht) weniger effektiv als die

ionische, was sich in groRBeren Tropfchendurchmadsemerkbar macht®

2.1.4 Miniemulsionspolymerisation

Die Miniemulsionspolymerisation eignet sich zur stellung von Polymerpartikeln im
Nanometerbereich. Das Monomer (Olphase) wird zurisgs durch Ultraschall in der
Wasserphase dispergiert. Nach einer gewissen t@dit sich ein Gleichgewichtszustand ein,
bei dem sich auch mit langerer UltraschalldauerTdigfchengréf3e nicht mehr &ndert. Das
Tensid verhindert das ZusammenflieRen der Tropfarchd Koaleszenz und mittels eines
osmotischen Reagenz wird die Ostwaldreifung unietdr Die Polymerisation (z.B. von
Styrol) findet in den Tropfchen statt, wobei digpichen als eine Art Nanoreaktor betrachtet
werden kénnen (siehe Abb. 3). Bei der Polymerisaiio einer Standard Miniemulsion

entstehen optimalerweise Latexpartikel, die genagsad sind wie die urspringlichen

Tropfen.
T N T
— Y —
~_ N~ ~_
o = . d
Lo 124 L
\ ' Ultraschall .@: Polymerisati .@
- e /' l raschal olymerisation
- -
+
w -~ -~
O Monomer + Initiator
O wasser e— Tensid
. Osmotische Reagenz O Polymer
Abb. 3: Schematische Darstellung einer Polymerisation inibulsion.

Der Verlauf einer Miniemulsionspolymerisation kamm drei Intervalle unterteilt werden

(sieche Abb. 4). Im Intervall | beginnt der Zerfales wasserloslichen Initiators, z. B.
Kaliumperoxodisulfat. Die dabei entstehenden Rddikaginnen die Polymerisation mit den
wenigen Monomermolekulen, die sich gelost in ders¥égphase befinden. Mit wachsender

Kettenlange werden die Oligoradikale zunehmend evas#dslich, diffundieren in die
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Monomertropfchen und setzten die Polymerisation fiot. Die Anzahl an Radikalen in der
Miniemulsion nimmt zu, womit sich auch die Polynsationsgeschwindigkeit erhoht.

Terminierung durch Radikalrekombination und diedBilg von neuen Radikalen befinden
sich im Intervall Ill im Gleichgewicht. Wegen delelnen Tropfchengréf3e kann sich nicht
mehr als 1 Radikal gleichzeitig in einem Tropfchefinden. Dringt ein zweites Radikal in
ein Monomertropfchen ein kommt es zum Abbruch. $dreiragt die durchschnittliche Zahl
der Radikale pro Partikel 0,5. Da bei der Miniermauispolymerisation keine grof3en
Monomertropfchen vorhanden sind (wie bei der Enoulspolymerisation), die durch
Diffusion Monomer an die aktiven Reaktionszentrechiiefern, verringert sich zu Beginn
der Phase Il die Monomerkonzentration in den Teopf und die

Polymerisationsgeschwindigkeit verringert sich engratiell. Ein Intervall Il mit konstanter

Monomerkonzentration und somit gleichbleibenderkReasgeschwindigkeit, wie es bei der

Emulsionspolymerisation auftritt (siehe Abb. 4b)rdahier nicht beobachtet.

Im Intervall IV ist ein sogenannter Gelpeak zu erken. Mit steigendem
Polymerisationsumsatz erhdht sich die Viskositadém Tropfchen, die Beweglichkeit der
wachsenden Radikalkette verringert sich, wodurche diGeschwindigkeit der
Radikalrekombination herabgesetzt wird. Die durbhgtiche Zahl an aktiven
Reaktionszentren  erhoht sich auf Werte (Ober 0,5 umdit ihr die

Polymerisationsgeschwindigkeit. Die Miniemulsionispeerisation ist nicht nur auf
wasserlosliche Initiatoren beschrankt, sondern kawth mit o6lléslichen Initiatoren
durchgefiihrt werdeit® 1!

I 1l v I Il I \%

0<n<0/5 n=05 n>05 0<n<0,5 n=05 n=0/5 n>0.5

t t

Abb. 4. Schematische Darstellung der kalorimetrischen Karveiner Polymerisation in  Mini-
emulsion (a) und Emulsion (b).
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2.2 Bioabbaubare Polymere

2.2.1 Biokompatibilitat

Materialien missen biokompatibel sein, wenn sieiiren lebenden Organismus eingebracht
werden und dort fur lAngere Zeit verbleiben. Polsgngind biokompatibel, wenn sie weder
toxisch noch cancerogen oder mutagen wirken. Sieiuch keine Allergien auslésen und
missen frei von Verunreinigungen wie Additiven, wigsmitteln und Syntheseriickstanden
(Katalysator, Monomer, etc.) sein. Hierbei mussniwur das Polymer sondern auch dessen
Abbauprodukte diesen Ansprichen genigen. Wird eiteNal in einen lebenden Organismus
eingebracht, kommt es an der Grenzflache zwischelynfer und Koérpergewebe zu
Wechselwirkungen. Diese werden nicht nur von ddrde&s Materials beeinflusst, sondern
auch von der Oberflachentopographie. Scharfe Eadaer Kanten haben hierbei einen
negativen Einfluss auf die Vertraglichkeit und dreb die Irritation des umliegenden

Gewebes!*®!

2.2.2 Polymere

Polymere, die in einen lebenden Organismus eingkbraerden, konnen entsprechend ihrem
Verhalten in biostabile und bioabbaubare Polymereerteilt werden. Biostabile Polymere
werden im Kérper nicht abgebaut und kommen zum d&mswvenn sie Uber Dekaden im
Kdrper verbleiben sollen. Polyethylen oder Polymgkttethacrylat werden beispielsweise als

Prothesenwerkstoff verwendet.

Bioabbaubare Polymere werden im Korper abgebautwerden fir Aufgaben benutzt, bei
denen das Polymer nur fur eine begrenzte Zeit inp&overbleiben soll. Sie werden zum
Beispiel als Nahtmaterial oder auch als Transpstesy fUr medizinische Wirkstoffe

verwendet.

Fur die Applikation von medizinischen Wirkstoffenewden vorzugsweise bioabbaubare
Materialien verwendet, da die anschlieRende Enifegndes Polymers entféllt. Obwohl es
eine Vielzahl an bioabbaubaren Polymeren gibt, witd eine begrenzte Anzahl fir den
medizinischen Wirkstofftransport verwendet. Abgesehvon Bioabbaubarkeit und

Biokompatibilitat werden auch Anspriche an das Maltéen Bezug auf Verarbeitbarkeit, der

Moglichkeit zur Sterilisierung oder die Lagerfahagkgestellt.
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Bioabbaubare Polymer kdnnen aus naturlichen Qustimmen oder synthetisch hergestellt
werden. Zur ersten Gruppe gehoren Polysaccharide. (RBextran, Cellulose, Chitin,
Chitosan) oder Proteine (z.B. Collagen, Fibrin, &ek, Albumin). Zur zweiten Gruppen
zahlen aliphatische Polyester (z.B. Polyglycolid,olyRactid, Polye-caprolacton,
Polyanhydride, aliphatische Polycarbonate, Polymster). Zur besseren Anpassung der
mechanischen oder physiochemischen Eigenschaftemarbestimmte Anwendung werden

auch Copolymere (z.B. Polyf -lactid-co-glycolid) oder Polymerblends verwendet.

Die am weitesten verbreitete Materialgruppe fir dedizinischen Wirkstofftransport sind
aliphatische Polyester wie Polyglycolid, PolylagtidPoly<-caprolacton und Poly-3-
hydroxybutyrat (sieche Abb. 5"

Ayt Ay

. /Wﬁ% ) W$

Abb. 5: Strukturformeln aliphatischer bioabbaubarer Pdier: a) Polyglycolid, b) Polylactid,
c) Poly<-caprolacton, d) Polyhydroxybutyrat.

Polyester werden durch Polykondensation, z.B. darb&xyl- und Alkoholgruppen oder
durch ring6ffnende Polymerisation (ROP) der cytlst Lactone synthetisiert. Die
ringoffnende Polymerisation wird heutzutage bevgtzda sie die Synthese von Polymeren
mit einem hohen Molekulargewicht ermdglicht und beideren Reaktionsbedingungen und

kiirzeren Reaktionszeiten durchgefiihrt werden KahR"

Die Synthese von Polyglycolid (PGA) erfolgt durcingdffnende Polymerisation des
cyclischen Diesters der Glykolsaure (Glycolid). P@Aein harter, kristalliner Feststoff mit
einer Glastemperatur von 36 °C und einer Schmefz¢eatur von 225 °C. Dieses Polymer
kann zu Fasern verarbeitet werden und 1970 wurde diasem Material das erste
bioabbaubare Nahtmaterial unter dem Handelsnamearié eingefiihrt.

Die Verwendung von Polylactid (PLA) in der Medizicht bis in das Jahr 1960 zurtick und
es wird seither beispielsweise als Nahtmaterial,rkgtofftransportsystem, Prothesen,
Knochenschrauben und als Platten zur temporareer&ing von Knochenbriichen verwendet.

Gute mechanische Eigenschaften und der Abbau ihttoigsche Produkte tragen zur
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Popularitat von PLA bei. Der Abbau von PLA erfoldtirch hydrolytische Spaltung der
Esterbindung, wodurch schliel3lich Milchsaure ehistdie tber den Tricarbonsaurezyklus zu
CO, abgebaut und Uber das Atmungssystem ausgeschiedeh Die zusatzliche
Methylgruppe von PLA verringert die Hydrophilie déxolymers wodurch der Abbau
langsamer als bei PGA verlauf®: #! Der Abbau von PLA kann auch durch Bakterien oder

mit Hilfe von Enzymen wie beispielsweise Proteinksarfolgen.** 2!

PLA wird durch ring6ffnende Polymerisation des ¢saihen Diesters der Milchsaure (Lactid)
hergestellt. Lactid besitzt zwei asymmetrische Kaoktoffatome, wodurch Polylactid in der
enantiomererp- oderL-Form oder der diastereomeren-Form vorliegen kann. Nattrlich
vorkommendes PolyfLactid) besitzt eine semikristalline Struktur aafund seiner hohen
Stereoregularitat, ist relativ hart, besitzt einlagBemperatur zwischen 60 und 67 °C und
einen Schmelzbereich zwischen 170 und 180 °C. kynkerisation einer racemischen
Mischung ausL,L-Lactid und D,D-Lactid oder des diastereomerenL-Lactides fuhrt zu
amorphen Polymeren mit einer niedrigeren Glasteatperzwischen 50 und 60 °C. Auf
Grund des hohen Monomerpreises war die Verwendibartie PLA bis Mitte der 90er Jahre
stark eingeschrankt. Die Synthese des Monomerfgeteutzutage deutlich wirtschaftlicher
durch bakterielle Fermentation von D-Glucose, wetchus Getreide gewonnen werden kann.
Durch den sinkenden Preis von PLA erhoht sich alashinteresse an diesem Polymer, wobei
es nicht mehr nur im biomedizinischen Bereich, sonchuch als Verpackungsmaterial oder
fur Wegwerfartikel verwendet wird. Copolymerisatioder Mischungen mit anderen
Polymeren erlauben eine weitere Anpassung der Eoipaften an die entsprechende
Anwendung. Insbesondere werden Copolymere aus Plalgiid) mit Polyp-lactid), Polyg-
caprolacton) oder Polyethylenglycol fiir Partikel neuTransport von medizinischen
Wirkstoffen verwendet. Mit Polyethylenglycolsegmemterhdht sich die Hydrophilie des
Copolymers, wodurch sich die Abbaugeschwindigkeitbt. Partikel aus Polylactid werden
als Wirkstofftransportsystem fur empfangnisverhdeeisteroide, narkotische Antagonisten,
Antimalariawirkstoffe, Entzindungshemmer oder Ardgbswirkstoffe verwendet. Neben
aliphatischen Polyestern gibt es auch weitere Iiaabare Polymere, die sich als
Transportsystem fur medizinische Wirkstoffe eigneR.olyanhydride, aliphatische
Polycarbonate oder Polyorthoester stehen fir dikdeder Anwendung ebenfalls zur
Verfugung. Beispiele dieser Substanzklassen sifbm 6 dargestellt*®
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Abb. 6: Strukturformeln bioabbaubarer Polymere: a) Polyadgaureanhydrid, b) Polytrimethylen-
carbonat, c) Alzamer (Polyorthoester).

2.2.3 Polymerabbau und Erosion

Polymerabbau bezeichnet die chemische Reaktion,déeidie Hauptkette des Polymers
gespalten wird und dadurch kirzere Oligomere, Magrenand/oder andere niedermolekulare
Abbauprodukte entstehefi¥ Kommt es auf Grund von Wechselwirkung des Polynmeits
der Umgebung zum Abbau, handelt es sich um einbbe#bares Polymer. Biokatalytische
Prozesse durch Bakterien, Pilze oder Enzyme odemidthe und radikalische Prozesse
(Hydrolyse, Oxidation, UV-Strahlung) sind fiir deblfau des Polymers verantwortliéi: !
Die Abbaugeschwindigkeit eines Polymers wird dudlah Art der chemischen Bindung, den
pH-Wert, der Zusammensetzung des Copolymers univdsseraufnahme bestimmt. Ebenso
hat die Umgebung (z.B. Temperatur), die GroRe, Goenund Porositat des Partikels
Einfluss auf die Geschwindigkeit des Polymerabb&es. Abbau eines Polymers kann durch
die Bestimmung des Molekulargewichtes verfolgt veerd Hydrolytischer Abbau von
Polymeren findet durch die Reaktion mit Wassert,stabdurch labile Bindungen gespalten
werden (z.B. Esterbindunger}® % Hierbei hat die Hydrophilie einen groRen Einfluzasf
die Abbaugeschwindigkeit des Polymers. Hydrophdé/fere absorbieren mehr Wasser und
degradieren deshalb schneller als hydrophobe MNdigari Der Polymerabbau fuhrt
letztendlich zu Erosion, das heil3t dem Verlust Material aus dem abzubauenden Korper.
Dringt Wasser in die Polymermatrix ein, diffundied in Richtung Partikelzentrum, wobei es
zu Spaltungen der Hauptkette kommt. Mit erreichemes ausreichend Kkleinen
Molekulargewichtes diffundieren die Abbauprodukielie kontinuierliche Phase und werden
aus der Polymermatrix entfernt. Entsprechend inddmaumechanismus konnen Polymere in
zwei verschiedene Klassen eingeteilt werden. “BHlosion“ oder auch als homogene
Erosion bezeichnet findet statt, wenn die Geschigk®it mit der das Wasser in die

Polymermatrix eindringt schneller ist als der Ablulas Polymers. Der Polymerabbau findet
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somit homogen im gesamten Partikelvolumen stat. ®iol3e des Partikels bleibt dabei die
ganze Zeit unveréandert, nur die Mikrostruktur &hderh, bis schlief3lich mit erreichen eines
kritischen Abbaugrades der Partikel kollabiert l{sieAbb. 7a). Ist die Geschwindigkeit mit
der Wasser in die Polymermatrix eindringt geringés die Abbaugeschwindigkeit, findet
Oberflachenerosion statt. Der Abbau beginnt somitdar Oberflache, wodurch sich die
GrolR3e des Partikels zunehmends verringert, derarBereich aber noch unverandert vorliegt
(siehe Abb. 7b). Die Oberflachenerosion wird fle direisetzung von Wirkstoffen aus
Partikeln bevorzugt, da sie eine kontrolliertereisetzung im Vergleich zur homogenen
Erosion ermdglicht. Die meisten Polymere sind abet hydrophob genug um ein schnelles
Eindringen von Wasser zu verhindern, weswegen hemogrosion stattfindet®

a)
b)
Abb. 7: Schematische Darstellung der Erosion eines Pasikela) “Bulk Erosion®,

b) Oberflachenerosion.

2.3 Magnetismus

Ein homogenes Magnetfeld wird durch die magnetiséhgssdichte oder magnetische
InduktionB beschrieben, dies entspricht der Anzahl an Feédiipro Einheitsflachenelement
oder durch die Magnetfeldstarke Zwischen diesen beiden Grol3en gilt im Vakuumdalde
Beziehung:

B = y,H (2.1)

Die magnetische Flussdich® wird in der Einheit Tesla (1 T = 1 V-s)mund die
MagnetfeldstarkeH in Ampere pro Meter (1 A/m) angegeben. Der Propoaiitatsfaktor
uo = 41-107 V-s/(A-m) wird hierbei als magnetische Feldkonstander Permeabilitat des
Vakuums bezeichnet.

Wird ein Korper in ein homogenes Magnetfeld gebtiakdnn zwischen zwei verschiedenen

Fallen unterschieden werden. Entweder verdichtdieeFeldlinien in seinem Inneren oder er
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drangt die Feldlinien auseinander. Im ersten Fafidelt es sich um einen paramagnetischen
Kdrper und im zweiten Fall um einen diamagnetisciizie Feldliniendichte im Inneren des
Korpers Binnen) €ntspricht jetzt nicht mehr der urspringlich&ufe), sondern hat sich um
den Betrad®” verandert:

B

=B, .. +B (2.2)

innen aulBen

B” kann dabei positiv sein (Feldliniendichte nimmf{ zaader negativ (Feldliniendichte ist
geringer). Die Anderung der Flussdichte kann augitid die zwei folgenden Gleichungen

beschrieben werden:

Binnen = ,Ur BauBen Oder B,: XV BauBen (23)

Dabei werden die Proportionalitdtskonstanign als relative magnetische Permeabilitat
(= Durchlassigkeit) ungh, als magnetische Suszeptibilitat (= Aufnahmefahikes Stoffes

bezeichnet. Zwischen den beiden dimensionslosestéoten gilt folgender Zusammenhang:
Xy =4 —1 (2.4)
Je nach Wert der Proportionalitatskonstanten kon@tife folgendermal3en klassifiziert
werden:
diamagnetische Stoffe v <0 bzw <1
Vakuum xv=0bzwy =1

paramagnetische Stoffe v >0 bzw.y > 1

Im materieerflillten Raum gilt folgende BeziehungsolienB undH:

B= HoH, H (25)

An Stelle der geanderten FlussdicBtewird in der Regel mit der MagnetisieruMy(in A/m)

gearbeitet:

B'= u,M (2.6)
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Hieraus folgt schlief3lich:

M :XVHauBen (27)

Hauzenentspricht der dulReren Magnetfeldstarke.

Flie3t Strom durch eine Drahtspule, entsteht eimgmétfeld. Auch Elektronen, die um den
Atomkern kreisen, erzeugen ein Magnetfeld und besitin magnetisches Moment, sofern
sie einen Bahndrehimpuls haben, was auf Elektrame@r, d- und f-Orbitalen aber nicht in s-
Orbitalen zutrifft. Auf Grund des Eigendrehimpulsg3pin) besitzen alle Elektronen ein
magnetisches Spinmoment. Bei Atomen, lonen und Kitkée koppeln die Bahn- und
Spindrehimpulse der einzelnen Elektronen zu einessa@tdrehimpuls, welcher wiederum
das magnetische Gesamtmoment bestimmt. MagnetiStdreente werden in Bohrschen
Magnetonenus (9,27 - 1G* Am? (= J/T)), dem elektronischen Elementarquantum des
Magnetismus, angegeben.

Materialien konnen entsprechend ihren magnetiscB#genschaften in Klassen wie
Diamagnetismus, Paramagnetismus, Ferromagnetisnfeerrimagnetismus  Antiferro-

magnetismus und Superparamagnetismus unterteiiewg?’ 2!

Diamagnetismus

Materialien sind diamagnetisch, wenn deren Atonoeeh oder Molekile abgeschlossene
Elektronenschalen besitzen. Die magnetischen Mamedeér einzelnen Elektronen
kompensieren sich, so dass sie kein magnetischean@@oment besitzen. Gibt man einen
diamagnetischen Stoff in ein Magnetfeld, so wergteden Elektronenbahnen Zusatzstrome
induziert. Diese erzeugen ein induziertes magries&Gesamtmoment, welches entsprechend
der Lenzschen Regel der Induktionsursache, alsodd#¥aren Magnetfeld, entgegen gerichtet
ist. Die Zahl der Feldlinien im Korper ist somitrgnger als im Vakuum. Der Diamagnetismus
ist unabhangig von der Magnetfeldstarke und der pezatur. Typische Vertreter dieser

Substanzklasse sind Edelgase oder lonen mit eielg&selektronenkonfiguration (z.B! K
c&’, cr, §). "2
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Paramagnetismus

lonen oder Molektile mit einer ungeraden Elektroadhzsind paramagnetisch, da sich die
magnetischen Einzelmomente der Elektronen nichtpasieren. Sie besitzen somit ein
permanentes magnetisches Gesamtmoment. Ohne eieredulagnetfeld sind diese
“Molekularmagnete” statistisch verteilt. Wird einagnetfeld angelegt, so richten sich die
“Molekularmagnete” entlang der Magnetfeldlinien als entsteht ein Magnetfeld, das dem
aulReren Magnetfeld gleichgerichtet ist. Die Zahl Eeldlinien im Kdrper ist grof3er als im
Vakuum. Die Temperaturabhangigkeit der paramagetetis Suszeptibilitgt kann mit Hilfe

des Curie-Weiss-Gesetzes ausgedrickt werden:

X=—— (2.8)

C ist die materialspezifische Curie-Konstanfedie Temperatur un® die Weiss-Konstante
oder paramagnetische Curie-Temperatur. Typisché&réter dieser Substanzklasse sind viele

lonen der Ubergangselemerité.®

Ferromagnetismus, Ferrimagnetismus und Antiferronegigmus

Ferromagnetismus, Antiferromagnetismus und Ferrmaagmus kommen dadurch zustande,
da Wechselwirkungen zwischen den Elektronenspimsetezelnen Stoffteilchen auftreten.

Diese konnen direkt benachbart sein oder Uber djaetesche Teilchen miteinander

wechselwirken. Bezeichnet wird dies als kooperatder kollektive Phanomene. In einem
ferromagnetischen Material richten sich die mageeéen Momente innerhalb einer kleinen
Domane, auch als Weiss scher Bereich bezeichnattesp parallel zueinander aus. Ohne ein
aulReres Magnetfeld sind die Richtungen der maghetisMomente der einzelnen Doméanen
statistisch verteilt und kompensieren sich. Dasa@#sioment des Materials ist null. Wird

von aul3en ein Magnetfeld angelegt, so findet einsridhtung der magnetischen Momente
der einzelnen Weiss'schen Bereiche parallel zumnietégld statt. Die Magnetisierung der

Probe steigt, bis ab einer bestimmten Magnetfelkistéls alle magnetischen Momente

ausgerichtet sind, die SattigungsmagnetisietMiggst somit erreicht (siehe Abb. 8a). Wird

die von aul3en angelegte Magnetfeldstarke auf Ozreduso sinkt die Magnetisierung im

Werkstoff nicht auf 0, sondern es verbleibt eineigese Magnetisierung im Material, die als
Remanenzmagnetisierunigr bezeichnet wird. Bei dem vorliegenden ferromagecéin

Material handelt es sich jetzt um einen Permanegeten. Ab einer gewissen von aul3en
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angelegten Feldstarke, in entgegengesetzter RigltunMagnetisierung im Werkstoff, geht
die Magnetisierung auf O zuriick. Diese Feldstarkd als Koerzitivfeldstarkél. bezeichnet.

Das Material erscheint nach aul3en jetzt wieder gmetssiert.

a) b)

Neukurve

Abb. 8: Schematische Darstellung der Hystereseschleifesédareomagnetischen Materials (a) und des
Kurvenverlaufes von superparamagnetischen Partigin

Oberhalb der Curie-Temperatur findet keine Spinkapg zwischen den paramagnetischen
Zentren mehr statt, das Material verhalt sich dameder paramagnetisch. Typische
ferromagnetische Materialien sind Eisen, Nickelrd€iebalt.

Ferrimagnetische Materialien besitzen zwei versidme paramagnetische Zentren. Bei
Magnetit sind das Fé und Fé&". Unterhalb der Curie-Temperatur (585 °C bei Maignet
richten sich die magnetischen Momente eines gleigea Zentrums parallel zueinander aus,
die anderen hingegen dazu antiparallel. Sind dietofen der beiden antiparallel orientierte
magnetische Momente unterschiedlich grof3, kompesige sich nicht und ein Weiss scher
Bereich kann ein beachtliches magnetisches Monmesitzen. Wie bei den ferromagnetischen
Materialien sind die magnetischen Vektoren unteestlither Weiss'scher Bereiche
statistisch verteilt und kompensieren sich, so ddss Werkstoff nach aul3en hin
unmagnetisiert erscheint. Zur Magnetisierung dedehltds ist ein von aul3en angelegtes
Magnetfeld notig. Ferrimagnetische Materialien sinon Beispiel Ferrite des Typs'®@ -
FeO; (mit M" z.B. Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mg, Cd). Der bekarsi¢eVertreter dieser
Gruppe ist Magnetit (R®,; = FeO - Fg)3). Magnetit ist ein inverses Spinell mit der Strukt
Fe'[Fe?*Fe’*)0,. Die O*-lonen bilden eine kubisch dichteste Packund; Befindet sich in
den oktaedrischen und die *donen befinden sich je zur Hélfte in oktaedrischemd
tetraedischen Lucken.

Antiferromagnetische Materialien besitzen wie d&rimagnetischen zwei verschiedene

paramagnetische Zentren. Unterhalb der Neél-Termperachten sich diese spontan
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antiparallel aus. Am absoluten Nullpunkt ist didigarallele Ausrichtung perfekt und die
magnetischen Momente kompensieren sich zu NullFdetstoff ist dann nur diamagnetisch.
Mit steigender Temperatur wird die antiparallelesAchtung durch die Warmebewegung
zunehmend gestort und das Material verhalt sich@mmehr wie ein Ferrimagnetikum.

Typische antiferromagnetische Materialien sind Beispiel MnO oden-Fe03. 27 28!

Superparamagnetismus

Der Magnetismus héngt stark vom Volumen und der gezatur des Materials ab, da diese
Eigenschaften durch kollektive Wechselwirkung votonaaren magnetischen Dipolen
entstehen. GroRRere ferro- oder ferrimagnetischeeédien bestehen aus vielen magnetischen
Domanen, die als Weiss'sche Bereiche bezeichnetlewmerBeim Unterschreiten einer
bestimmten Gro3e bestehen die Partikel nur nocleiaes einzelnen Doméane. Noch kleinere
Teilchen werden mit Erreichen einer kritischen @&&dperparamagnetisch. Die thermische
Energie reicht dann aus, um die Richtung des maghen Moments einer Doméne zu
andern. Nach Ausschalten eines von aul3en angeliigtgnetfeldes sinkt die Magnetisierung
der Probe auf Null, da sich die magnetischen Momeet einzelnen Partikel wieder zufallig
orientieren. Superparamagnetische Materialien nekgéne typische Hystereseschleife, denn
es wird keine Remanenz beobachtet (siehe Abb. BbJ. kritische Radius., bei der

superparamagnetisches Verhalten beginnt, kannolgerider Gleichung berechnet werden:

(2.9)

Hierbei istks die Boltzmann-Konstante (1,38 - $0J/K), T die Temperatur und, die
kristalline Magnetanisotropie. Je nach Materialrkder kritische Radius schon bei 3 — 4 nm
liegen oder sich auch jenseits von 20 nm befind®a. “Blocking” Temperatur beschreibt
einen Ubergangspunkt, bei der die thermische E@esyi groR wie die Energie zur
Reorientierung der magnetischen Momente der Périsite Unterhalb dieser Temperatur

verhalten sich die Teilchen wie ein ferro- bzwrifemgnetisches Materiaf’ %!
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2.4 Herstellung von magnetischen Eisenoxid-Nanopakeln

Magnetische Eisenoxid-Nanopartikel kbnnen Uber affedzahl an chemischen Prozessen
synthetisiert werden. Die am weitesten verbreitetd vermutlich auch einfachste Methode
ist die Cofallung von P& und F&" aus einer wéssrigen Losung durch Zugabe von
Ammoniak, wodurch Eisenoxide (in der Regel;®£ oder y-Fe,03) erhalten werden.
Nanopartikel mit etwa 10 nm Durchmesser, aber eselr breiten Grol3enverteilung, kdnnen
mit diesem Verfahren synthetisiert werdg&f.

Magnetische Nanopartikel kénnen auch in synthegiscbder biologischen Nanoreaktoren
hergestellt werden, wofiir sich zum Beispiel Mizelgnen®* 2

Durch Pyrolyse von Eisenoleat in Gegenwart von @ksabei 300 °C koénnen
Eisenoxidpartikel unterschiedlicher GréRe synthmtiswerden.®¥! Auch die thermische
Zersetzung von Fe(C@gkignet sich zur Herstellung von Magnetitpartikelit einer engen
GroRenverteilund®”

Der Sol-Gel-Prozess ist eine weitere Syntheserouta, nanostrukturierte Eisenoxide
herzustellen. Dieser Prozess basiert auf der Hytlewng und Kondensation von geldsten
molekularen Vorstufen. Hierbei entsteht ein SoPanmtikeln im Nanometerbereich. Da diese
Synthesen bei Raumtemperatur durchgefihrt werdest e€ine anschlieRende
Warmebehandlung nétig, um den gewiinschten krisealiZustand zu erreicheff: 3!
Salazar-Alvarez et al. entwickelten eine FlieRitighlssynthese, um Magnetitpartikel
herzustellen. Die Methode beruht auf der kontirigzieen oder segmentierten Mischung der
Reaktanden in einem Kapillarreaktor unter laminareionss. Magnetitpartikel im Bereich
zwischen 2 und 7 nm kénnen mit dieser Syntheserdethergestellt werdeh®!
Eisenoxidpartikel lassen sich auch Uber elektrocbgme Methoden synthetisieren. Um
Maghemitpartikel mit einer GroRe zwischen 3 und @& terzustellen, wurde eine
Eisenelektrode in eine DMF/Wasserlésung mit einatiokischen Tensid eingetaucht. Durch
Anderung der Stromdichte kann dabei die GréRe destehenden Eisenoxidteilchen variiert
werden 2’

Spriuhpyrolyse ist eine weitere Methode, um magcetisEisenoxidpartikel herzustellen.
Kleine Tropfen einer Eisensalzldsung mit weiteresalRanden werden in eine Reihe von
Heiz6fen eingebracht, wodurch sich magnetischakeatilden. !

Mittels Laser Pyrolyse kann die Synthese von Eisglmanopartikeln aus
Eisenpentacarbonyl und Ethen in der Gasphase defiitmt werdent®!

Magnetitnanopartikel lassen sich auch mittels Sgw®lherstellen. Beim Kollabieren der

durch Ultraschall erzeugten Kavitaten entstehenallokehr hohe Temperaturen, die
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sogenannten “hot spots”. Aus einer wassrigen F&C&sung, welche zusatzlich das Tensid
SDS enthalt, kbnnen mit dieser Methode amorphe #partikel synthetisiert werdel{”

2.5 Herstellung von magnetischen Polymer Kompositpakeln

Magnetische Polymer Kompositpartikel kénnen entwedkirch Beschichtung von
magnetischen Nanopartikeln mit einer Polymerschiodier durch Verkapselung von
Eisenoxidpartikeln in einer Polymermatrix erhalteerden.

Magnetitpartikel kbnnen mit einem Polymer besclathwerden, indem zum Beispiel die
Polymerisation direkt an der Oberflache der Eisaitedchen gestartet wird. Durch
oberflacheninitiierte ring6ffnende Polymerisatiomnve-Caprolacton kdnnen Kern-Hulle-
Partikel mit einem Magnetitkern und einer Pelgaprolacton Hiille synthetisiert werdé&!
Arias et al. synthetisierten Magnetit-poly(ethytyanoacrylat) Nanopartikel mit einer
durchschnittlichen Grol3e von 145 nm durch Beschioipt von Magnetit mit einer
Polymerhiille mittels eines  Emulsionspolymerisatpngesses. Um hohe
Verkapselungseffizienzen zu erzielen, wurden in deergangenen Dekaden viele
unterschiedliche Syntheseansatze untersucht. ZuispiBewurden magnetische Paby(-
lactid-co-glycolid) (PLGA) oder Poly-caprolacton) (PCL) Nanopartikel zwischen 100 und
280 nm durch eine Emulgierung/Diffusionstechnikadten.*>®! Bej dieser Methode werden
das Polymer wund die Magnetitpartikel in einem orgemen Ldsungsmittel
gel6st/redispergiert und mit einer wassrigen Tddsuthg emulgiert. Durch weitere Zugabe
von Wasser verringert sich die Konzentration aranigchem Losungsmittel in der wassrigen
Phase, es diffundiert aus den Trépfchen in die Wfabsise, wodurch das Polymer in den
Tropfchen gefallt wird und magnetische Polymer Kosifpartikel entstehen.

Die Emulgierung/Losungsmittelverdampfungstechnikt igine ebenso weitverbreitete
Methode, um magnetische Kompositpartikel aus eimergefertigten Polymer herzustellen.
Im Allgemeinen wird eine organische SuspensionMignetit und ein Polymer enthalt, mit
einer wassrigen Tensidlosung emulgiert. Das orgheid 6sungsmittel wird anschliel3end
verdampft, das Polymer dadurch in den Tropfcherélljetind somit die magnetischen
Nanopartikel in der Polymermatrix eingeschlossenLGR-Partikel mit einer
durchschnittlichen TeilchengréfRe von 280 nm uncerirMagnetit/Maghemitgehalt bis zu
13,5 Gew.-% und PCL-Partikel mit 160 nm und einermagkktitgehalt zwischen 25 und 30

Gew.-% sowie eines Antikrebswirkstoffes wurden kgrfeich mit dieser Methode hergestellt.
[47-49]
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Die Doppelemulsionstechnik ist ein effektives Varen, um magnetische Polymerpartikel
herzustellen, die zuséatzlich mit einem hydrophiMfrkstoff beladen sind. Bei dieser
Methode wird im ersten Schritt eine wassrige Maiggispersion in einem organischen
Losungsmittel emulgiert, welches ein vorgefertigiReslymer enthalt. Diese Wasser-in-Ol
(W/O)-Emulsion wird in eine wassrige Tensidlosuregegben und emulgiert, wodurch eine
Wasser-in-Ol-in-Wasser  (W/O/W)-Doppelemulsion edval wird. Das organische

Lésungsmittel wird anschlieRend verdampft, das mely dadurch gefallt, wodurch Kern-
Hulle-Partikel mit einem wassrigen Kern und eineolyfmerhille gebildet werden.

Kompositpartikel mit einer Grol3e von 180 nm wurdaittels dieser Technik aus dem

vorgefertigten Polymer Poly(L-lactid) hergestellt.®

Partikelgro3en, die durch die
Doppelemulsionsmethode erhalten werden, reicherbigech von 100 nm bis 2 pm mit
einer breiten GrolRenverteilung. Die Aggregation ddagnetitteilchen erschwert die
Préaparation von einzelnen, polymerumhillten Mageigtheiten. Zudem ist die Polymerhille
gewohnlich heterogen oder das Magnetit ist nictistandig vom Polymer ummanteft”

Eine weitere Strategie zur Synthese von magnetiskloenpositpartikeln ist die Schicht-flr-
Schicht-Technik, die auf der Wechselwirkung dereayesgitzlichen Ladungen von Magnetit
und dem Polyelektrolyten basiert. Kern-Hulle-Paatilkmit einer Magnetit/Polyelektrolyt-
mehrfachschicht-Hulle und einem Polystyrolkern wamgefahr 600 nm im Durchmesser
konnten auf diese Weise hergestellt werden. Ein rdamgehalt von ungefahr 10 und 20
Gew.-% wurde erreicht, allerdings war die Magnetitgilung in der Hulle uneinheitlick™
Durch die Miniemulsionstechnik kdnnen magnetischyfer-Kompositpartikel sowohl mit
hydrophoben (beschichtet mit Olsdure) als auch mytrophilen Magnetitpartikeln
(stabilisiert in einem wassrigen Tensidmedium) betellt werden. Die Partikel bestehen aber
aus nicht abbaubarem PS oder PMMX>® Einen hohen Magnetitgehalt bei gleichzeitig
zufriedenstellender Verteilung an Eisenoxidpartikéh den Polystyrolteilchen wurde bei

Verwendung einer waéssrigen Magnetitdispersion entei

Im Vergleich zur
konventionellen Emulsion wird weniger Tensid begijtivas insbesondere von Vorteil ist,

wenn die Partikel spater in einen lebenden Orgamseingebracht werdef ¢!

2.6  Kompositpartikel mit unterschiedlicher Morphologie

Die Anderung der physikalischen und chemischenri&geaften von kolloidalen Partikeln ist
nicht nur Uber die Materialauswahl, sondern auclerithe Morphologie der Teilchen

maoglich. Strukturierte Partikel konnen dabei je mawerwendeten Materialien und
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Reaktionsbedingungen eine Vielzahl an Morphologarfweisen (siehe Abb. 9). Die
Morphologie der Partikel wird durch die Thermodyrlamund Kinetik bestimmt.
Thermodynamische Faktoren bestimmen die Gleichdesntorphologie der entstehenden
Partikel. Kinetische Faktoren sind die Ursache, wdre thermodynamisch stabilste Form
nicht ausgebildet wird. Beispielsweise konnen Vst#d, Temperatur oder die Initiatoren fur
die Ausbildung von kinetischen Morphologien veramtich sein. Die Polymerketten in den
Partikeln diffundieren und versuchen die Gleichgdatsmorphologie zu erreichen. Treibende
Kraft bei diesem Prozess ist die Minimierung debliSchen freien Energie. Diese andert sich
durch die Anderung der Grenzflachen, wol@i die Gibbsche freie Energiey die

Grenzflachenspannung zwischen den Phasen i udiAudie GroRe der Grenzflache ist:
G=3I)A (2.10)

Ziel des Systems ist die Ausbildung der Morpholagieder geringsten Grenzflachenenergie.
[57, 58]

Thermodynamische Morphologien Kinetische Morphologien

“Schneemann‘“-artig
Kern-Hiille O

Inverse .
Kern-Hille @ () Sandwich
Polymer 1 ; u
Hemisphéare — E Polzmerz 6 Mikrodoménen

e D / @ “Himbeer*-artig
Multischichten @ @ “Konfetti“-artig

Abb. 9: Schematische Darstellung von thermodynamisch undtigch kontrollierten Morphologien
von Kompositpartikeln.

-\

Die Grenzflachenspannung wird nicht nur von denveadeten Polymeren, sondern auch

vom Tensid beeinflusst. Sundberg et al. waren in ldege, allein durch Anderung des



2 Theorie und Grundlagen 23

Tensides, die Morphologie von Kern-Hiille zu hemésjgthen Partikeln zu andef” In
einer Emulsion kénnen auch mehrere Morphologiereneimander vorliegen. Hierbei handelt
es sich aber lediglich um unterschiedliche Stadien Phasenseparation und nicht um
thermodynamisch stabile  Gleichgewichtsmorphologi€ie thermodynamisch stabilen
Morphologien werden nicht immer erreicht. Bei Totrad Mason trat diese Problem nicht
auf, da sie nur niedermolekulare Verbindungen beent die schnell diffundieref#” Wird
beispielsweise eine der Komponenten durch ein hotdkulares Polymer ersetzt, wird die
verringerte Diffusion zunehmend zum Problem. Ninti@& Konzentration an Losungsmittel
in den Tropfen ab, steigt die Viskositat und vegert somit die Beweglichkeit der
Polymerketten in dem Tropfen. Am Ende des Expertsevird somit eventuell nicht die
thermodynamisch stabile Morphologie erreicht. Kiswtie Faktoren sind dann fur die
entstehende Struktur verantwortlich, und es bildgch metastabile (kinetisch stabile)

(9. 6L 84 verschiedene Faktoren haben Einfluss auf die

Morphologien aus.
Grenzflachenenergie und somit auf die entstehenaipihblogie. Werden in einer wassrigen
Emulsion zwei Polymere mit unterschiedlicher Hydmtip verwendet, entstehen Kern-Hille-
Partikel, bei denen das hydrophobere Polymer dem Ked das hydrophilere die Hulle
bildet. 3! Auch die Kompatibilitdt der verwendeten Polymest von entscheidender
Bedeutung fur die gebildete Partikelstruktur. Mieigender Inkompatibilitat wird die

Phasenseparation begiinstiff. Auch die Kettenbeweglichkeit der Polymere beeisgt die

entstehende Morphologie, welche wiederum vom Mdbeekewicht und vom Grad der

Vernetzung bestimmt wird. % ©

Die Partikelmorphologie wird ebenso vom
Volumenverhaltnis der Phasen beeinflus¥{. Zur Stabilisierung der Emulsionen werden
Tenside verwendet, die sich an die Grenzflachecheis Ol- und Wasserphase anlagern und
dadurch die Grenzflachenspannung verringern. Ad Menge des Tensides zeigen somit
auch einen Effekt auf die entstehende Partikelmuggiie.! ®® Jonsson et al. konnten allein
durch die Variation des Initiators die Morphologied die Oberflachenstruktur verande?H.

Art und Geschwindigkeit der Monomerzugabe sowie Riddymerisationstemperatur kdnnen

ebenfalls zur Modifikation der Partikelmorphologierangezogen werderf: % 7%

2.7 Herstellung von  Kompositpartikeln mit  unterschedlicher
Morphologie

In den letzten Jahren wurden kolloidalen Kompositkaln, die aus zwei verschiedenen
Polymeren bestehen, viel Aufmerksamkeit gewidmeaimidositsubmikrometerpartikel sind
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dabei von grofRem Interesse, da sich die katalgischlektrischen, optischen, magnetischen,
mechanischen oder thermische Eigenschaften desridMatean die spatere Anwendung
angepasst werden kanH?™®! Diese Partikel werden beispielsweise als Antirédias-,
Hartstoff-, oder Schutzbeschichtung, als Schaumdttémbran, als Material zur Geréausch-
und Vibrationsdampfung, als Anstrich, stoRresigtdftinststoffe, optoelektronische Gerate,
Displays, fur die Magnetresonanztomographie, alan3portsystem fir medizinische
Wirkstoffe und vieles mehr verwendE¢: 7678

Kompositpartikel mit einer Kern-Hulle-Morphologie 6knen mittels Dispersions-
polymerisation synthetisiert werden. Eine homogei®ung, bestehend aus einem Monomer,
einem polymeren Stabilisator oder der Vorstufe ®isabilisators, Initiator und einem
Losungsmittel wurden verwendet. Wahrend der Imtiaterfallt und Radikale gebildet
werden, entsteht der eigentliche Stabilisator diRehktion der Stabilisatorvorstufe mit dem
Monomer und auch das Monomer polymerisiert gleitlize Ab einer kritischen
Polymerkonzentration findet Nukleierung statt, wantu Mikrosphéren entstehen, die mit
dem verbleibenden Monomer gequollen sind. Die Pelygation wird dann in den Tropfen
fortgesetzt, und es entstehen Partikel im Bereah @5 bis 20 um. Polystyrolmikrospharen
mit Polyepichlorohydrin oder Methacrylsaure/Ethyldate als 1:1 statistisches Copolymer
(Eudragit) als sterische Stabilisatorvorstufe wardehon synthetisiert’” 8! Die Oberflache
der Partikel kann zusatzlich je nach pH-Wert degeimenden Mediums von hydrophil zu
hydrophob gewechselt werden, was die selektive Audiem von verschiedenen Enzymen

ermoglicht. B

Die Mikroemulsionspolymerisation ist eine weitetdoglichkeit, um
Kompositpartikel zwischen 20 und 200 nm und einerheim Molekulargewicht mit geringer
Molekulargewichtsverteilung herzustellen. Ein Nadhtlieser Methode ist aber die grof3e
Menge an benétigtem Tensid. Die Copolymerisatiom \&tyrol mit N-Vinylpyrrolidon
mittels eines Redoxinitiators fuhrt bei Liu et au Kern-Hulle-Partikeln mit einem
Polystyrolkern und einer Poly-N-vinylpyrrolidon-Hél ¥ Kompositpartikel kénnen auch
durch Aufpfropfen auf vorgefertigte Partikel erlealt werden. Polydivinylbenzol-
mikrospharen wurden durch Fallungspolymerisationrgéstellt. Auf Grund der
Doppelbindungen auf der Oberflache der Partikehkauf den Kern mittels RAFT (reversible
addition fragmentation chain transfer)-PolymermatiStyrol aufgepfropft werden. Kern-
Hulle-Partikel im Mikrometer bereich lieBen sichtmlieser Syntheseroute herstell&.
Janus-Partikel kdnnen aus zwei anorganischen, eamarganischen und einem organischen
und aus zwei organischen Materialien gebildet werdBlanopartikel bestehend aus

anorganischen Materialien konnen durch Reduktion @wm- und Pd-Salzen synthetisiert
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werden, wodurch Janus-Partikel aus Kobalt- und aBalmsulfiden entstehen!®¥
Anorganische/Organische Janus-Partikel aus Allyiiolpgbolycarbosilane und
Perfluoropolyether kénnen unter Verwendung einekrafiuidischen Systems synthetisiert
werden. Zwei verschiedene UV-polymerisierbare Qtigddsungen werden durch zwei
Mikrokanale gepumpt und eine SDS-L6sung durch zZ3atenkandle zugefuhrt. Nach der
Tropfchenbildung wird die Polymerisation mittels ihstrahlung durchgefiihrt!®!
Polystyrol und SiQ kdnnen im gleichen Miniemulsionstrépfchen syntiett werden. Auf
Grund der Hydrophobizitdt von Polystyrol und der drpphilie von SiQ tritt
Phasenseparation der beiden Materialien ein, wbdasymmetrische Partikel entsteh&f.
Organische Kompositpartikel kdnnen beispielsweisarchl gleichzeitig ablaufende
ringoffnende Metathese Polymerisation (ROMP) vorrféonen und durch “atom-transfer
radical polymerization® (ATRP) von Methylmethacrylaergestellt werden. Die Synthese
wurde unter Miniemulsionsbedingungen durchgefihmobei zwei inkompatible
Homopolymere entstehen, die eine janusartige Striditden.®”! Kompositpartikel, die aus
zwei verschiedenen Polymeren bestehen, koénnen alwich Phasenseparation von
Polymerblendnanopartikeln erhalten werden. Die zweigefertigten, nicht mischbaren
Polymere Polystyrol und Polypropylencarbonat bildatere Anwendung der Miniemulsions-
und Losungsmittelverdampfungstechnik Partikel mitee janusartigen Morphologid®®
Janus-Partikel kénnen auch durch einen elektroldyaramischen “Jetting“-Prozess
hergestellt werder£®!

Hybrid-Polymerpartikel bestehen aus zwei verschmede Polymeren, die kovalent
miteinander verbunden sind und kdnnen Uber Minismool oder Saat (“seeded”)-
Emulsionspolymerisation synthetisiert werden. Zist, die Eigenschaften von beiden
Polymeren zu kombinieren. Hybridpartikel aus Podylian/Polystyrol  (oder
Polybutylacrylat) kdnnen in Miniemulsion durch Padiglition mit anschlieRender
radikalischer Polymerisation hergestellt werdenb&ohomogene Partikel ohne sichtbare
Phasenseparation entsteH&h’?

Partikel mit einer gegenseitig durchdringenden mPenetzwerkstruktur  (IPN:
interpenetrating polymer network) koénnen (ber eimeehrstufige mikrofluidische
Polymerisation durchgefihrt werden, wobei die ber dadikalischen Polymerisation
freiwerdende Warme zur Initiierung der Polykondéiasagenutzt wird!"”!

Kompositpartikel mit verschiedenen Morphologien kén Uber eine zweistufige “seeded”
Emulsionspolymerisation hergestellt werdei” ¢! Im ersten Schritt werden durch

emulgatorfreie  Emulsionspolymerisation PMMA-Partikehergestellt. Im  zweiten
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Polymerisationsschritt wird das Styrol entweder tkanerlich zugegeben, was zur Bildung
von Kern-Hille-Partikeln fuhrt oder auf einmal zggben, wodurch PS-Mikrodomé&nen im
PMMA-Kern entsteherf®®!

Partikel mit unterschiedlichen Morphologien sind clau durch freie radikalische
Polymerisation in Miniemulsion zuganglich. Ein frugertes Monomer wird mit einem
hydrophoben oder hydrophilen Monomer copolymerisidomogene Partikel und Teilchen
mit unterschiedlichen Morphologien wie Kern-Hull®likrodomé&nen oder Hemispharen
werden je nach den gewahlten ReaktionsbedingungenMenge und Art des Initiators,
Menge an Tensid und Comonomer erhaltéfl. Partikel mit verschiedenen Morphologien
kénnen auch durch Copolymerisation in direkter umeerser Miniemulsion synthetisiert
werden, wenn eines der Monomere in der kontingieein Phase gel6st ist und sich das
andere in den Tropfchen befindet. Die Polymerisatt@nn dabei in den Tropfen, an der
Grenzflache oder in der kontinuierlichen Phaseiiénit werden, wodurch Partikel mit
unterschiedlichen Strukturen gebildet werd&h.

2.8 Herstellung von funktionalisierten, polylactidlasierten Partikeln

Nicht nur die Morphologie der Partikel ist fir dipatere Anwendung entscheidend, sondern
auch die Oberflachenfunktionalisierung. Art und Ahkzder funktionellen Gruppen auf der
Oberflache der Partikel zeigen zum Beispiel einesemtlichen Effekt bei der Zellaufnahme.
AulRerdem ermdglichen die funktionellen Gruppen eikevalente Anbindung von
Biomolekulen auf die Oberflache. Proteine (Antikérp oder deren Fragmente),
Nukleinsauren (Aptamere) oder Rezeptorligandent{@epvitamine, Kohlenhydrate) kdnnen
dabei an die Oberfliche von Partikeln gebunden everf® Diese Partikel finden
Verwendung im Wirkstofftransport, der gezielten Mednentenfreisetzung, im Immuntest
oder in der Immunodiagnostik®!

Funktionalisierte polylactidbasierte Partikel konreuf verschiedene Arten erhalten werden.
PLA-Nanopartikel kénnen mit Mannose oberflachentiorialisiert werden, woflr ein
amphiphiles mannosiliertes Diblockcopolymer verwatndiurde. Die Partikel werden dabei
mittels Nanofallungs- und Verdampfungstechnik hstejét. °”) RNA-funktionalisierte
Partikel kbnnen durch Nanofallung dargestellt wardBafir wird im ersten Schritt ein
carboxylfunktionalisiertes Copolymer (PLGAPEG) synthetisiert und anschliel3end in
verschiedenen wassermischbaren organischen Losutejargelodst. Im zweiten Schritt wird

diese LOsung in Wasser gegeben, was fir das PolgmeNichtldsungsmittel darstellt.
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Hierdurch entstehen auf Grund von Nanofallung ReilrtiAn diese Partikel wurde das A10-
RNA-Aptamer kovalent gebunden, wodurch eine vedmssAufnahme in den Prostatatumor
im  Vergleich zu unspezifischen Partikeln beobachteurde. °® Durch die
Diafiltrationsmethode konnen PLA-Nanopartikel hestgt werden, die mit einem
kohlenhydrathaltigen Polymer beschichtet sind. fdrewerden beide Polymere in DMSO
geldst und Uber eine Membran das organische Losutigk gegen Wasser ausgetauscht,
wodurch Nanopartikel entstehéty!

Nanopartikel aus Polg(L-lactid) und einem Polyflysin)-graft-polysaccharid-Copolymer
konnen Uber die Losungsmittelverdampfungs- oder Miefiltrationstechnik hergestellt
werden. Durch Adsorption von DNA auf die Oberfladk@nnen die Teilchen zusatzlich
funktionalisiert werden.!*®? Mittels ringoffender Polymerisation kénnen Copobm
synthetisiert werden, die aus PLGA und PEG besteNamopartikel kbnnen aus diesem
Material durch die Ldsungsmittelverdampfungstecherkalten werden. Die endstandigen
Carboxylgruppen der PEGs dienen dabei zur kovalent&nbindung des
Mausimmunoglobulins an die PartikeloberflacH8Y Partikel mit Chelatgruppen auf der
Oberflache kdnnen zur radioaktiven Markierung verdet werden. Das Polymer mit den
Chelatgruppen (Chelomer) wurde durch ringoffnendasyrerisation hergestellt. Blend-
Mikrospharen wurden tber Doppelemulsion- und Losumgelverdampfungstechnik aus
dem Chelomer und PLLA prapariert. Diese Partikelrden anschlielend mit dem
radioaktiven®®™Tc markiert und fir SPECT (single photon emissiomputed tomography)

verwendet!%?

2.9 Anwendung fluoreszierender und/oder magnetischéanopartikel in
der Medizin

Fluoreszierende Nanopartikel in der Medizin

Nanopartikel, die in ein biologisches System eimgebht werden, werden gewd6hnlich mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, was deren lieftende Detektion ermdoglicht.
Fluoreszenzmarkierung wird bereits zur Zellmarkigrund in der Genetik verwendgf>%7]

Die Fluoreszenzmarkierung von Partikeln kann au$st@edene Arten durchgefihrt werden.
Fluoreszierende Moleklle kénnen zum Beispiel aef @berflache von Partikeln adsorbiert
werden. Nachteilig wirkt sich hier aber das Glemhght zwischen Ad- und Desorption aus,
welches zusatzlich von der Umgebung wie dem pH-Wddr der lonenstarke beeinflusst

wird. (208l
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Eine weitere Mdoglichkeit zur Fluoreszenzmarkierusgydie Copolymerisation mit einem
fluoreszierenden Monomer. Die Emulsionspolymergsaist hierfur aber nicht geeignet, da
das fluoreszierende Monomer schlecht wasserlosigth und somit nicht aus den
Monomertropfen zum Polymerisationsort in den Mizelldiffundieren kann. Fur diese Art
der Fluoreszenzmarkierung ist die Miniemulsionspayisation sehr gut geeignet, da hier die
Copolymerisation in Nanoreaktoren durchgefiihrt wirdd der Diffusionsschritt somit
entfallt. 1%

Der verwendete Farbstoff muss nicht notwendigemviisdie Polymerkette einpolymerisiert
werden. Auch nichtreaktive Fluoreszenzfarbstoffedea verwendet, die 0lldslich sind und

bei der Polymerisation in Miniemulsion in die Polgrmatrix eingekapselt werdéeff: *°

Magnetische Nanopartikel in der Medizin

Magnetische Nanopartikel werden bereits in einel2ahl an Applikationen in der Medizin
verwendet. Sie sind klein genug, um von Zellen anfgnmen zu werden und sind in der
Lage die Blut-Hirn-Schranke zu durchdring€h.

Magnetische Nanopartikel werden in der Magnetresoioanographie, in der Hyperthermie,
als Transportsystem fiir medizinische Wirkstofferddeder Zellseparation verwend&t.

Fur medizinische Anwendungen werden in der Regelpeuaramagnetische
Magnetitnanopartikel (R®,;) verwendet, da sie nach Ausschalten des Magnetéet@ine
Restmagnetisierung besitzen, was zur Aggregatibrefuwirde. Die Partikel kbnnen sowonhl
intravenos, als auch direkt in das Gewebe injiaagtden. Hierbei wird vorausgesetzt, dass
die Partikel nicht aggregieren, was ihre eigenebk&tung behindern oder sogar den
Blutfluss blockieren wirde. Eine stabile Dispersionr und wahrend der Applikation, ist

somit notwendig.

2.9.1 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie ist eine dreidimerésy bildgebende, nichtinvasive
medizinische in-vivo-Untersuchung und gehort hewtelen wichtigsten Diagnosemethoden.
Hierfir werden die NMR-Signale der Kerne von Waskdfatomen zur Bildgebung
ausgewertet. Der zu untersuchende Korper wird mstarkes MagnetfeldBf) gebracht,
wodurch sich ein Teil der Protonenspins in Richtulgg aul3en angelegten Magnetfeldes

ausrichtet und dadurch eine Langsmagnetisierudg entsteht. Eine transversale
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Radiofrequenz wird eingestrahlt wodurch, beispieis& bei einem 90° Puls, die
Magnetisierung aus dé& in die XY-Ebene ausgelenkt wirdllxy kreist nun in deXY-Ebene
und induziert dadurch in der Empfangsspule eine W&espannung: das MR-Signal. Die
Protonen versuchen anschlieend in ihren Gleichagsaustand zuriickzukehren, was als
Relaxation bezeichnet wird. Die Relaxation kann derem in unabhangige Prozesse
unterteilt werden. DieT;-Relaxation, auch als Spin-Gitter oder longituden&elaxation
bezeichnet, beschreibt die Ruckkehr der Magnetisgraus deiXY-Ebene in Richtung des
aulBeren angelegten Magnetfeldgs Hierbei wird Energie an das umliegende Gewebe
abgegeben. Did,-Relaxation, auch als Spin-Spin oder transversaktion bezeichnet,
beschreibt die Dephasierung der Spins. Direkt nigch Puls prazedieren die Spins synchron,
sie sind “in Phase". Durch diese Bewegung erzeadgr Spin ein magnetisches Wechselfeld.
Diese lokalen Magnetfeldanderungen fiihren dazis dasschen den einzelnen Protonen ein
Energieaustausch auf Grund von Wechselwirkung Bratet. Energie wird dabei aber nicht
an die Umgebung abgegeben. Die einzelnen Magne#idioren besitzen zunehmend
unterschiedliche Winkel innerhalb d&tY-Ebene und kompensieren sich. Die transversale
Magnetisierung, also der Gesamtvektor, wird daduroimer kleiner. Magnetische
Nanopartikel verursachen, im Gegensatz zu den gigiaanden Spins, eine zeitlich konstante
Inhomogenitat des &auflReren Magnetfeldes und bewirki@durch eine zusatzliche
Dephasierung. Das System relaxiert nicht mit sondern schneller mit der Zeitkonstanten
T,~. Dieser zusatzliche Phasenzerfall auf Grund vonitlidte konstanter
Magnetfeldinhomogenitat wird mitT,» charakterisiert. T:- und T,-Relaxation laufen
gleichzeitig ab und sind voneinander unabhangig. elligkeit eines Gewebes im MR-Bild
hangt von verschiedenen Faktoren wie der Protonbte]i das entspricht der Anzahl an
anregbaren Protonen pro Volumeneinheit und von deterschiedlichenT;- und To-

Relaxationszeiten af: 1*4

2.9.2 Hyperthermie

Die Hyperthermie beschreibt ein Verfahren, bei #eebszellen mit Hilfe von Warme
geschwacht oder zerstort werden. Hierbei wird alz@rischen Hyperthermie und
Thermoablation unterschieden. Bei der Hyperthenvird das behandelte Gewebe auf eine
Temperatur zwischen 41 — 46 °C erhitzt. Da es =meth Temperaturen in der Regel nur zu
einer reversiblen Schadigung der Zellen kommt, wiil Hyperthermie in Kombination mit

einer Bestrahlung oder Chemotherapie eingesetzt, deren Effizienz zu erhdhen.



30 2 Theorie und Grundlagen

Temperaturen bis 56 °C werden in der Thermoablaworeicht, was zur Nekrose,

Koagulation oder Karbonisierung der Tumorzellenrfiit?! Um eine Schadigung von

gesunden Zellen auf ein Minimum zu reduzieren, kdndie magnetischen Nanopartikel
direkt in den Tumor injiziert werden oder in eineteéie, die den Tumor versorgt. Nur das
Gewebe, das sich direkt um die erhitzten Nanoperbkfindet, wird dabei erwarmt.

Werden superparamagnetische Partikel einem maghetis Wechselfeld mit gentigend
gro3er Energie ausgesetzt, kommt es auf Grund wvexi werschiedenen Prozessen zur
Erwarmung. Die magnetischen Momente der superpayagtachen Partikel beginnen zu
rotieren und geben beim Ubergang in den Gleichdeszastand, was als Néel-Relaxation
bezeichnet wird, die Energie in Form von Warme as aimliegende Gewebe ab. Der zweite
Prozess ist die Brownsche Rotation, wobei das maghe Wechselfeld ein Drehmoment auf
das magnetische Moment der superparamagnetischiékePausibt. Der gesamte Partikel
beginnt daraufhin in der Dispersion zu rotieren.eigie wird hier in Form von

Reibungswarme fref® 12!

2.9.3 Wirkstofftransport und Zelltrennung mit magnetischen Partikeln

Der Hauptnachteil der meisten Chemotherapeutikéist Nichtspezifitat. Einmal appliziert
beginnen sie sich im gesamten Koérper zu verteigurch nicht nur der Tumor, sondern
auch die gesunden Zellen des Patienten geschaeigewn. Bereits Ende der 70er Jahre wurde
erkannt, dass sich magnetische Partikel eignenWirkstoffe gezielt an eine bestimmte
Stelle des Korpers zu leiteR™ ** Mit dieser Methode wird weniger Wirkstoff benétigt
wodurch auch die Nebenwirkungen reduziert werdear Bedizinische Wirkstoff kann
hierbei mit Hilfe einer chemischen Bindung an dibe@lache der magnetischen Partikel
gebunden sein oder sich im Inneren der Partikehtdeh. Nach Injektion der Dispersion in
die Blutbahn werden die Partikel mit Hilfe einesdviatfeldes an einer bestimmten Stelle des
Korpers konzentriert. Die Freisetzung des Wirk&teff welcher an die Oberflache des
Partikels gebunden ist, erfolgt durch enzymatisétigivitit oder durch Anderung der
physiologischen Bedingungen wie pH, OsmolalitatroBlemperatur’™ *® Bei Wirkstoffen,

die sich im Inneren der Partikel befinden, erfaligiren Freisetzung durch Diffusion oder
durch Abbau des Partikels. Verschiedene physikadiséaktoren wie Feldstarke und Gradient
des Magnetfeldes, Volumen der Probe und magnetideélyenschaften der Partikel
beeinflussen die Effektivitat dieser Methode. Dipphkation der magnetischen Partikel

erfolgt gewdhnlich durch Injektion in die Arterieder Vene. Somit spielen auch
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hydrodynamische Parameter wie Blutflussrate, Flnidonzentration, Infusionsroute und
Zirkulationszeit eine wichtige Rolle. PhysiologiscRarameter wie Gewebstiefe des Zielortes
(z.B. Abstand zur Magnetfeldquelle), Reversibilitéid Starke der Wirkstoff/Tragerbindung
oder auch das Tumorvolumen bestimmen die Effektivder Behandlung. Das magnetische
Material wird haufig von einem biokompatiblen PobBmumgeben. Dies schitzt das
magnetische Material vor der Umgebung und ermoégleisatzlich die Funktionalisierung
der Hille, was zur Anbindung eines medizinischerrkgloffes oder eines Antikorpers
ausgenutzt werden karifr->11°!

Magnetische Partikel kobnnen auch zur Zellseparatemvendet werden. Zellen werden mit
Hilfe der magnetischen Partikel markiert und ansffdnd durch einen Magneten von den

nichtmarkierten abgetrentt!
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Im Folgenden Abschnitt werden die fur die Arbelevanten Methoden zur Charakterisierung

der Latizes schematisch dargestellt.

3.1 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die dynamische Lichtstreuung (DLS: dynamic lighatsering) ist eine wichtige Methode zur
Bestimmung der TeilchengréRe von Partikeln, dieimem Losungsmittel suspendiert sind.
Der sinnvolle Bereich zur Bestimmung von Partikéftgn beginnt bei unter 5 nm und reicht
bis einige Mikrometer. Ein Laserstrahl durchlaufteedurchsichtige Kivette, in der sich die
dispergierten Partikel befinden. Alle Partikel, digbei vom Laserstrahl angestrahlt werden,
streuen das Licht in alle Richtungen. Auf Grund @&sownschen Bewegung andern die
Partikel in der Dispersion permanent ihre Positioie Phase des gestreuten Lichtes hangt
allerdings von der Position des Teilchens in devekie ab. Somit erreichen die Phasen des
gestreuten Lichtes der einzelnen Partikel den Deteik zufélliger Reihenfolge. Da die
Wellen interferieren, &ndert sich die gemessenenbitat am Detektor zuféllig Uber die Zeit.
Kleine Partikel bewegen sich im Losungsmittel s¢hmeodurch die gemessene Intensitat am
Detektor sich schnell Uber die Zeit andert. GroBdilkel hingegen bewegen sich langsamer,
wodurch sich die Intensitat am Detektor langsanmeteé&. Die Temperatur der Probe wird
konstant gehalten, da sich die Geschwindigkeit, duit sich die Partikel bewegen, von der
Temperatur beeinflusst wird. Je nach Teilchengrid@eden die Intensitdtsmessungen im
Mikro- bis Millisekundenbereich durchgefiihrt. Mitilfé der Autokorrelationsfunktion l&sst
sich aus diesen Daten der Translationsdiffusiorféizeent der Partikel berechnen, wodurch
mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung (3.1) degrdfodynamische Radius der Teilchen
bestimmt werden kanf*% 2!

kg [T

= S D (3.1)

Ry ist der hydrodynamische Radidg, die Boltzmann-Konstantel die Temperatury die
dynamische Viskositat undy der Translationsdiffusionskoeffizient.
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3.2 Elektronenmikroskopische Methoden

3.2.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die Rasterelektronenmikroskopie ist eine wichtigetibde zur Abbildung von Strukturen bis
in den Nanometerbereich. Die Vorteile dieser Methaind unter anderem die grolde
Scharfentiefe. Hierbei kann bei einer dicken Prelre weiter Tiefenbereich gleichzeitig
scharf eingestellt werden, was bei der Lichtmikqkaon diesem Umfang nicht moglich ist.
Weiter kann mit dem Rasterelektronenmikroskop eargvbRerungsbereich zwischen 10 x
und 100000 x abgedeckt werden. Somit kdnnen auemede Strukturen, die fir das
Lichtmikroskop nicht zuganglich sind, aufgelost dem. Ein weiterer Vorteil ist, dass im
Gegensatz zur TEM keine dunnen Schichten nétig simd somit auch dickere Proben
untersucht werden kdnnen. Eine Elektronenkanoneugtzeinen Elektronenstrahl, der auf
einen kleinen Punkt auf der Oberflache der Probeidsiert wird. Spulen erzeugen ein
Magnetfeld, wodurch der Elektronenstrahl in eineraster tber die Probe hin- und
zuruckgefuhrt wird. Hierdurch werden Elektronen ales Probe emittiert, die detektiert
werden und anschlieend in ein Bild umgerechnetl@rerTrifft der Elektronenstrahl auf die
Oberflache der Probe, kommt es zur Wechselwirkuitglem Atomkern und den Elektronen
der Probenatome. Dadurch werden Elektronen untedicther Energie, Rontgenstrahlen,
Warme und Licht emittiert (siehe Abb. 10). Der Wselwirkungsbereich wird als tropfen-
oder birnenférmig beschrieben und ist umso tigemhoher die Beschleunigungsspannung
und je geringer die mittlere Ordnungszahl der Pribe Die Wechselwirkungen mit den
auftreffenden Elektronen kénnen sowohl elastisshaalch inelastisch sein (siehe Abschnitt
3.2.2). Durch inelastische Wechselwirkung der Etaieén mit der Atomhille werden
Sekundarelektronen erzeugt. Diese entstehen duth®elwirkung des Elektronenstrahles
mit den Leitungsbandelektronen der Probenatomebesizen eine durchschnittliche Energie
von 3 bis 5 eV. Das Standardbild des Rasterele&tnorikroskopes entsteht hauptséachlich auf
Basis der Sekundarelektronen. Nur die Sekundareledm, die nahe an der Oberflache der
Probe erzeugt werden, kénne die Probe verlassen.r&tlichen Elektronen werden auf
Grund ihrer geringen Energie von der Probe absdrigt diesen Elektronen kann somit die
Oberflachentopographie der Probe detektiert werdenkleinen Erhebungen kénnen mehr
Sekundarelektronen austreten, das Bild erscheinsodechen Stellen heller als an flachen
Bereichen. Ruckgestreute Elektronen entstehenhdetastische Wechselwirkung des

Elektronenstrahles mit den Atomkernen der Probénéber die Ordnungszahl der Probe ist,
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umso mehr ruckgestreute Elektronen werden gebillatlurch werden Informationen tber
die Zusammensetzung der Probenoberflache erh&f@n.

Elektronen-
strahl

Auger-
elektronen

Sekundar-
elektronen

rickgestreute
! Elektronen !

Rontgen-
strahlung

Wechselwirkungsbereich
Pro be des Elektronenstrahles

Abb. 10: Schematische Darstellung der Wechselwirkung eihagrgnenstrahles mit der Probe bei der
Rasterelektronenmikroskopie.

3.2.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Das Transmissionselektronenmikroskop wird zur Adioilg von Strukturen im Mikro- und

Nanometerbereich verwendet, wobei das Prinzip daéei Lichtmikroskop sehr &hnlich ist

(siehe Abb. 11). Um Streuung des Elektronenstramiésien Molekulen in der Gasphase zu
verhindern, steht die komplette Apparatur unter hagkuum. Eine erhitzte

Wolframdrahtspitze emittiert Elektronen, die ang®énd mittels Hochspannung (z. B.
80 kV) beschleunigt werden. Im Gegensatz zu Linseie, sie in der Lichtmikroskopie

verwendet werden, kommen in der Transmissionsele&trmikroskopie Spulen zum Einsatz.
Verschiedene Wechselwirkungen des Elektronenssahi@t der Probe tragen zur

Bilderzeugung bei, darunter Absorption, Beugungsische und inelastische Streuung. Die
Absorption der Elektronen spielt bei den meistenbBn nur eine untergeordnete Rolle,
wohingegen bei der Lichtmikroskopie die Absorptibauptséachlich fir den Kontrast des
Bildes verantwortlich ist. Bei Wechselwirkung delelEronenstrahles mit den Atomkernen
der Probe tritt elastische Streuung auf, bei derElektronen keine Energie verlieren, aber
von ihrer ursprunglichen Ausbreitungsrichtung staigelenkt werden. Wechselwirkung des
Elektronenstrahles mit den Elektronen der Atommilter Probe fihrt zu unelastischer
Streuung. Hierbei verringert sich die Energie diekEonen, die Ausbreitungsrichtung andert
sich aber nur wenig. Die inelastische Streuundgéstonders bei Proben mit einer geringen

Ordnungszahl wichtig fur die Abbildung. Mit zunehmder Probendicke oder Ordnungszahl
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Transmissions-

Lichtmikroski ;
ichtmikroskop elektronenmikroskop

Lichtquelle Elektronenquelle

Kondensor D Ii] Kondensorspule
Objekt ] Objekt
A —_— A Kontrastblende
Obijektiv D C] Obiektivspule
Zwischenbild BE— Dy o — Zwischenbild
Okular D Q Projektionsspule
Endbild & &; Endbild
Auge, Kamera Fluoreszenzschirm
Abb. 11: Schematische Darstellung eines Licht- und Transarisselektronenmikroskopes.

erhoht sich die Streuung der Elektronen. Der uokeeslliche Kontrast auf dem Leuchtschirm
entsteht durch die Bereiche, wo der Elektronenkulah Probe ungehindert passieren kann
oder verschieden stark gestreut wird. Bei krigtali Proben tritt zusatzlich Beugung auf. Je
nach Orientierung des Kiristalls zur Ausbreitunddniaog des Elektronenstrahles und
Erfillung der Bragg'schen Gleichung (siehe Formdl) Zntstehen helle oder dunkle
Bereiche. Die Auflésung eines Lichtmikroskops bgtr&twa 0,54. Somit kénnen mit
sichtbarem Licht keine Strukturen unterhalb von @0 aufgelost werden. Die Wellenlange
eines Elektrons kann mit Hilfe der de Broglie Gleing berechnet werden:

a=2 (3.2)
my

A gibt die Wellenlange (z. B. des Elektrons) lamst das Plancksche Wirkungsquantumdie
Masse des Teilchens umdlie Geschwindigkeit des Teilchens. Anhand diedeicGung lasst
sich erkennen, dass die Wellenlange des Elektr@msngert werden kann, indem seine
Geschwindigkeit erhoht wird. Das Auflosungsvermoganes Mikroskops wird durch die
Abbesche Gleichung beschrieben:

A

g=061—
nsina

(3.3)

Hierbei gibt g das Auflosungsvermbgen an, die Wellenlange,a die Apertur (halber
Offnungswinkel der Linse, ca. 0,3° im TEM) umddie Brechzahl (entspricht etwa 1 im
Vakuum). Die Gleichungen von Abbe und de Brogliéggee, dass die Auflésung eines

Mikroskops von der Wellenlange des verwendetenteg@bhangt und dass die Auflosung
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eines Transmissionselektronenmikroskops durch Enmghder Beschleunigungsspannung
und somit der Geschwindigkeit der Elektronen erhébtden kann. Bei Verwendung einer
Beschleunigungsspannung von 80 kV kdnnen mit eifeamsmissionselektronenmikroskop

eine Auflésung von 0,2 nm erreicht werdgf!

3.3 Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)

Die Gel-Permeations-Chromatographie ist eine dehtigsten Methoden zur Bestimmung

des Molekulargewichtes und deren Verteilung vonymeren. Im Vergleich zu anderen

chromatographischen Verfahren wie DUnnschicht-s$itit oder Gaschromatographie beruht
die Trennung der unterschiedlichen Molekulargevéatitht auf der Wechselwirkung mit der

stationdren Phase.

Als stationdre Phase wird beispielsweise pordosess @der ein gequollenes, vernetztes
Polymer mit Porengréf3en zwischen 5 und 500 nm vadlete Das geloste Polymer wird auf

den Trager aufgebracht und anschlieBend mit eingémsurgsmittelstrom eluiert (siehe

Abb. 12).
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® « Polymere mit unterschiedlichem Molekulargewicht

@b poroser Partikel der stationdren Phase

Abb. 12: Schematische Darstellung der Trennung von PolymerieRlilfe einer GPC-Séule.

Unter der Annahme, dass die Polymere in knauetartigugelformiger Gestalt vorliegen,
dringen sie je nach Grof3e unterschiedlich tiefiemRbren der Trennphase ein. Eine Trennung
der Makromolekuile erfolgt nach ihrem in der Léswiggenommenen hydrodynamischen
Volumen. Das effektive Volumen, das das Polymer Lidsungsmittel im solvatisierten

Zustand einnimmt, bezeichnet man als hydrodynarasdfolumen. Das hydrodynamische
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Volumen wird vom Molekulargewicht bestimmt. KleiR®lymere dringen tiefer in die Poren
ein und verweilen somit langer in der stationaremade als groRere Polymere. Die
Makromolekiille werden somit in der Reihefolge abnehder Molmasse aus der Saule
eluiert. Das hydrodynamische Volumen der Polymstr@rioportional zum Molekulargewicht.
Somit kann mit Hilfe der GPC das Molekulargewicimdudie Verteilung eines Polymers
bestimmt werden. Zur Detektion wird beispielswedse Anderung des Brechungsindex oder

die UV-Absorption verwendet:>*!

3.4 Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gkoppeltem Plasma
(ICP-OES)

ICP-OES (Inductively-Coupled Plasma Optical Emissi®&pectrometry) ist eine der
wichtigsten Methoden zur Elementanalytik. Hierminken ca. 70 Elemente in einer Vielzahl
von Matrices bestimmt werden.

Ein elektrisches Hochfrequenzfeld wird an die IGRH8 angelegt, wodurch ein magnetisches
Wechselfeld erzeugt wird. Mit Hilfe eines Zundfunke(Tesla-Funken) werden
Argonkationen und Elektronen erzeugt. Das magrietis&echselfeld erzeugt wiederum ein
elektrisches Feld, in dem die Ladungstrager besaide werden, das Plasma bildet sich. Die
Argonkationen und die Elektronen bewegen sich dgegenlaufig. In dieses Plasma wird die
zu untersuchende Substanz eingebracht. Auf Grundhaleen Temperatur von ca. 5000 bis
10000 K werden die chemischen Bindungen gespaltdrdie Atome und lonen zur Emission
von Licht angeregt. Das emittierte Licht befindeths hierbei im UV und sichtbaren
Spektralbereich. Die emittierten Linien sind chaealktisch fur ein Element und aus der
Intensitat kann schlie3lich die Konzentration bbret werden. Da die Verbindungen auf
Grund der hohen Temperatur im Plasma in ihre atem8estandteile zerlegt werden, wird
die Analyse eines Elementes in der Regel nicht demn eingesetzten Bindungsform
beeinflusst. Ein weiterer Vorteil von ICP-OES ige chohe Arbeitsgeschwindigkeit. Alle
Elemente der Probe werden im Plasma gleichzeitigemission angeregt und kénnen somit
in einer Messung bestimmt werden. In der Regel arerit dieser Methode fliissige Proben
analysiert, zusatzlich kdbnnen aber auch Feststoffé Gase gemessen werden. Je nach
Element umfasst der Arbeitsbereich bis zu sech&&rérdnungen, was eine Analyse im sub-

Hg/L- bis zum g/L-Bereich ermdglicht?*!
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3.5 Partikelladungsdetektion (PCD)

Zur Bestimmung der Oberflachenladung von Teilcheind wder Partikelladungsdetektor
(PCD: particle charge detector) verwendet. Die Agpa besteht aus einem zylindrischen
Probengefal3, in der sich ein Kolben auf und ab gewfwvischen Probengefal? und Kolben
besteht ein Spalt von ca. 0,1 mm (siehe Abb. 13).

<«—— Kolben

Titrator

Probe L, Elektrode
I Schreiber
Probengefal —; Elektrode
Abb. 13: Schematischer Aufbau eines Partikelladungsdetektors

Durch die Auf- und Abbewegung des Kolbens wird eliektrische Doppelschicht, die sich
um die geladenen Partikel bildet, abgeschert. Mretd entsteht ein lonenfluss, der in Form
eines Wechselstromes mit den beiden in der Messaglfebrachten Elektroden gemessen
wird. Die Titration erfolgt durch einen Polyelekyten mit entgegengesetztem Vorzeichen
zur Oberflachenladung der Partikel und kompengsiet Oberflachenladung der Teilchen.
Beim Nulldurchgang des Messsignales wird die Tidragestoppt und aus dem Verbrauch an
Titrierlésung die Oberflachenladung der Partikelrelobnet. Als Polyelektrolyt kann
beispielsweise eine wassrige Losung aus Poly(dathethylammonium)chlorid (Poly-
DADMAC) oder Natriumpolyethylensulfonat (PES-Na) rwendet werden. Die
Strukturformeln dieser beiden Polyelektrolyte simé\bb. 14 dargestellt'!
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a) b)

@
Ny g
- - n

Abb. 14: Strukturformeln der zur Titration verwendeten Rbdktrolyten: a) Poly-DADMAC, b) PES-
Na.

Die Anzahl der funktionellen Gruppen pro Partike€) konnen tber die Formel 3.4 berechnet.

werden:

4
VTitrator DM Titrator |:NA E’é DTEPgartikeI Partikel
X = (3.4)

mPartikeI

Hierbei ist Vrirator das Volumen der verwendeten Titratorl0SuNGirar die Molaritat der

LadungenNa die Avogadro-Konstante (6,02 -*2@/mol), rparikel der Partikelradiusp pariel

die Dichte der Partikel untie ke die Masse an titrierten Partikeln.
Die Anzahl an funktionellen Gruppen pro h®berflaiche kann schlieRlich daraus durch
Berechnung der Partikeloberflache bestimmt werdésn Naherung wird angenommen, dass

die Teilchen kugelférmig sind und eine plane Oldetile besitzen.

3.6 Praparative Ultrazentrifugation

Die praparative Ultrazentrifugation ermdglicht di&eparation kolloidaler Partikel
entsprechend ihrer Dichte. Zur Erzeugung eines tBgradienten werden unterschiedlich
konzentrierte Zuckerldsungen Ubereinander gesdaticfgiehe Abb. 15). Beispielsweise
wurden konzentrierte Zuckerlésung € 1,34 g/cm), halbkonzentrierte Zuckerldsung €
1,17 glcn), viertelkonzentrierte Zuckerldsung € 1,09 g/crm) und Wassers(= 1,00 g/cr)
verwendet. Die Probe wird auf die oberste Schidhfgetragen und anschlieRend bei
288000 x g und 4 °C im Vakuum zentrifugiert. Besitadie Partikel eine hohere Dichte als
das umgebende Medium, sedimentieren sie auf GrendehtrifugalkraftF,. Die Teilchen
bewegen sich so lange nach unten, bis sie einecl8chireichen, in der die Dichte der

Partikel so grof ist wie die Dichte der umgeberdeckerlosung!?®!
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p [g/cm?]
1,00
1,09

1,17

1,34

Abb. 15: Schematische Darstellung eines Ultrazentrifugerobians mit Dichtegradienten.

3.7 Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD)

Die Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD: x-ray diftrtdon) wird zur Analyse von kristallinen
Verbindungen verwendet, wobei ausgenutzt wird, dass ROntgendiffraktogramm
charakteristisch fur jede Substanz ist. Die Probd yulverisiert, wodurch die Kristallite in
alle Richtungen orientiert sind. Durchdringt demjinstrahl das Pulver, ist eine ausreichend
grof3e Anzahl an Partikeln richtig orientiert, ssslaie Braggsche Gleichung (siehe Formel

3.5) zur Reflexion an den Netzebenen erflillt ist:

nA =2dsiné (3.5)

Hierbei ist n eine naturliche Zahli die Wellenlange der Rdntgenstrahlund, der
Netzebenenabstand] der Reflexionswinkel und2é der Gangunterschied. Konstruktive
Interferenz tritt auf, wenn der Gangunterschied 8tahlen 3, ein ganzzahliges vielfaches
der Wellenlangé, entspricht (siehe Abb. 16). Das Roéntgendiffrakéogm wird mittels einer
monochromatischen Strahlung, beispielsweise mitkdekinie von Kupfer, aufgenommen
und die Intensitat gegen den Winkél @&ufgetragen. Zur Bestimmung der Verbindung werden
die Linienpositionen und Intensitaten mit einer @udtank verglicher!*?® Die KristallitgroRe

kann mit Hilfe der Scherrer-Gleichung berechnetdear

_ KA573
B, cost

D ist die KristallitgroReK der Formfaktor (entspricht 0,89 bei spharischertilegdn), 4 die

(3.6)

Wellenlange der Roéntgenstrahluipg, die Linienbreite in Héhe der halben Maximalinted@sit

undé entspricht dem Reflexionswinkel&”!
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o o o o o

Abb. 16: Streuung der Rontgenstrahlung an einem Kristall.

3.8 Vibrationsmagnetometrie (VSM)

Das Vibrationsmagnetometer (VSM: vibrating sampleagnetometer) wird zur

Charakterisierung der magnetischen EigenschaftenRroben verwendet. Hierbei wird die
Magnetisierung der Probe in Abhé&ngigkeit von eineom aul3en angelegten Magnetfeld
gemessen. Die Probe wird dazu in ein homogenes ti@igh gebracht, welches von einem
Elektromagneten erzeugt wird und in Vibration veasdsiehe Abb. 17). Auf Grund der

periodischen Bewegung der Probe andert sich denatiaghe Fluss, wodurch in einer Spule
eine Wechselspannung induziert wird. Die induzi&mannung ist dabei proportional zur
Magnetisierung der Probe und zur verwendeten Swoibstenge. Diese Messmethode
ermoglicht die Bestimmung der Sattigungsmagnetisigreiner Probe und die Aufnahme von

Hystereseschleifeff®

Motor

Probe

O

\/
\ o]

Elektromagnet

Abb. 17: Schematische Darstellung eines Vibrationsmagneem@¢sM).



42

4  Experimenteller Teill

In diesem Abschnitt wird die Herstellung der bioabbaren, funktionalisierten,

fluoreszierenden und superparamagnetischen Polamepartikel beschrieben.

4.1 Herstellung von magnetischen, fluoreszierendd?oly(L-lactid)-
Nanopartikeln

4.1.1 Synthese von 25 nm Eisenoxid-Nanopartikeln

Die Synthese von hydrophobisierten und magnetischNamopartikeln mit 25 nm
Durchmesser wurde entsprechend der Literatur vera & al. durchgefuhrf®® Hierfir
wurden 2,4 g NaOH in 200 mL Methanol gelést unceine Lésung bestehend aus 5,4 g
FeCk - 6 HO, 17 mL Olsaure und 100 mL Methanol getropft. Rehaltene braune
Niederschlag wurde funf Mal mit Methanol gewaschamd unter Vakuum bei 40 °C
getrocknet. AnschlieRend wurde der braune Festatoff00 mL 1-Octadecen bei 70 °C
geldst. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurdenAfyaivalente Olsédure zugegeben und
die Losung unter einer Argonatmosphére auf 300rh@z¢ und 30 min bei dieser Temperatur
gehalten. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurdenEtsenoxidpartikel durch Zugabe
von Aceton/Methanol im Verhaltnis 1:1 gefallt undttels Zentrifugation von der Lésung
abgetrennt. Der Riuckstand wurde in n-Octan redgsper durch erneute Zugabe von
Aceton/Methanol geféllt und durch Zentrifugationnvder Losung abgetrennt. Der erhaltene

schwarze Niederschlag wurde anschliel3end unteriakaei 40 °C getrocknet.

4.1.2 Synthese von 10 nm Magnetit-Nanopartikeln

Die Synthese von hydrophobisiertem Magnetit mitnb® Durchmesser wurde entsprechend
der Vorschrift von Yu et. al. durchgefuht?® 3,56 g FeO(OH) wurde mit 100 g 1-Octadecen
und 45,2 g Olsaure versetzt, unter Argon auf 320effitzt und eine Stunde bei dieser
Temperatur gehalten. Nach Abkihlen auf Raumtemperatirde die schwarze Dispersion
mit Aceton versetzt und die Eisenoxidpartikel dugantrifugation abgetrennt. Der erhaltene
schwarze Feststoff wurde in n-Octan redispergemschlielend mit Aceton gefallt, durch

Zentrifugation abgetrennt und Uber Nacht unter Wakupei 40 °C getrocknet.
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4.1.3 Herstellung von magnetischen, fluoresziereed Poly( -lactid)-Nanopartikeln

4.1.3.1 Verkapselung von 25 nm EisenoxidpartikelmiPLLA

300 mg PLLA und 0,23 mg PMI wurden in 10 g Chlorafio welches verschiedene Mengen
an redispergierten Eisenoxidpartikeln enthielt,48C geldst (siehe Tab. 1). Die organische
Phase wurde mit einer Losung bestehend aus 72 nsguBD 24 g Wasser versetzt und eine
Stunde unter kraftigem mechanischem Ruhren praeenullittels Ultraschall (3 - 10 min
Ultraschalldauer mit 30 s Puls, 10 s Pause und &nreollspitze) unter Eiskihlung wurde die
Probe in eine Miniemulsion Uberfuhrt und durch Exm auf 40 °C Uber Nacht unter
mechanischem Ruhren das Chloroform verdampft. higt an Wasser wurde kompensiert

und die Probe anschlieRend filtriert.

Tab. 1: Verwendete Menge an hydrophobisiertem Eisenoxidultreschalldauer zur Herstellung der
magnetischen PLLA-Partikel.

Proben- hydrophobisiertes Eisenoxid Ultraschalldauer
bezeichnung [mg] [Gew.-%)] © [min]
MU111-1 0 0 3
MU119-0 20 6,7 3
MU119-1 3
MU119-2 60 20 6
MU119-3 10
MU119-5 150 50 3
MU119-6 300 100 3

[a] Bezogen auf die Menge an verwendetem PLLA.

Um, sofern vorhanden, nicht verkapseltes Eisenaxid grof3ere Aggregate abzutrennen,
wurde die Probe bei 420 x g fur 20 min zentrifugiend der Ruckstand verworfen. Zur

Bestimmung der Menge an verkapseltem PMI wurdeRi@be bei 20800 x g fir 20 min

zentrifugiert und der Uberstand, welcher nicht e@deltes PMI stabilisiert mit SDS enthalt,
verworfen. Der Ruckstand wurde gefriergetrockned anschlielend in Chloroform gelést
(5,6 mg Feststoff pro 1 g Chloroform). Um die E@ednanopartikel zu zersetzen, wurde die
organische Phase mit Salzsdure (37%ig) versetzt ansthlielRend dreimal mit Wasser
ausgeschiittelt. Die Chloroformphase wurde im Vakuoen 40 °C getrocknet und der

Feststoff anschlieend in der urspringlichen Cifidonomenge geldst.

Um nicht verkapselte Eisenoxidpartikel abzutrennemwrde die Probe mittels einer

GrolRenausschlussmembran (100000 MWCO) bei 69(0exvgils fur 30min dialysiert, bis
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das Waschwasser eine Leitfahigkeit von unter 9 m@fafwies. Die Bestimmung der Menge
an verkapseltem Eisenoxid wurde anschlielend mit®P-OES durchgefuhrt.

Die Homogenitat der Eisenoxidpartikelverkapselumgszhen den Polymerpartikeln wurde
mit Hilfe der préaparativen Ultrazentrifugation imdbtegradienten untersucht. Hierzu wurden
vier verschieden konzentrierte Zuckerlosungen nnitexschiedlicher Dichte Ubereinander
geschichtet. Von oben nach unten: 50%ige=(1,17 g/cm), 65%ige f = 1,22 glcr),
85%ige p = 1,29 g/cm) und konzentrierte Zuckerldsung (= 1,34 g/crm). Die
Ultrazentrifugation wurde zwei Stunden lang bei X g und 4 °C im Vakuum

durchgefuhrt.

4.1.3.2 Verkapselung von 10 nm Magnetitpartikeln irPLLA

Die Verkapselung von 10 nm hydrophobisierten Maigpeattikeln wurde analog zu Abschnitt
4.1.3.1 durchgefiuhrt. Eine Ultraschallzeit von 3 imurde fur alle Proben verwendet. In Tab.
2 sind die verwendeten Mengen an hydrophobisieMagnetit aufgefuhrt.

Tab. 2; Verwendete Menge an hydrophobisiertem MagnetitHarstellung der magnetischen PLLA-
Partikel.
Proben- hydrophobisiertes Magnetit
bezeichnung [mg] [Gew.-%]

MU139-0 20 6,7
MU139-1 60 20
MU139-2 150 50
MU139-3 300 100
MU139-4 450 150

[a] Bezogen auf die Menge an verwendetem PLLA.

Um nicht verkapseltes Magnetit und PMI abzutrenngmurde die Probe in einen
Dialysierschlauch mit einer GrolRenausschlussmemigi®®000 MWCO) gegeben. Die
Dialyse wurde unter Ruhren fur 2 Tage durchgefiotyei innerhalb 24 h das Waschwasser
zweimal ersetzt wurde.

Die Zersetzung des Eisenoxides und die Bestimmend/eénge an verkapseltem PMI wurde
analog zu Abschnitt 4.1.3.1 durchgeflhrt.
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4.2 Carboxyl-, amino und PEG-funktionalisierte PLLA-basierte Nano-
partikel

4.2.1 Herstellung von carboxylfunktionalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-Komposit-
partikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion

300 mg PLLA und 0,23 mg PMI wurden in 10 g Chlorofiogeldst und mit verschiedenen
Mengen an MAA, Styrol und V70 versetzt (siehe Tap. In die organische Phase wurde
anschlieBend eine LOosung, bestehend aus 72 mg 89241 g Wasser, zugegeben. Nach
einer Stunde Ruhren wurde die Miniemulsion mittélsaschall (3 min Ultraschalldauer mit
30 s Puls, 10 s Pause und einer %-Zollspitze) wigkihlung hergestellt. Die Miniemulsion
wurde in einen 50 mL Einhalskolben tberfuhrt, niteen Glasstopfen verschlossen und 20 h
auf 45 °C erhitzt, um die Copolymerisation von MA#d Styrol durchzuflihren. Der
Glasstopfen wurde anschlieRend entfernt und Chdamof24h lang bei 40 °C verdampft. Der

Verlust an Wasser wurde kompensiert und die Dispe@nschliel3end filtriert.

Tab. 3: Eingesetzte Menge an Monomer und Initiator zur kditeng der carboxylfunktionalisierten
Kompositpartikel.
MAA Styrol »

Proben- Initiator

bezeichnung [mg] [Gew.-%] [mg] [Gew.-%] @ [mg]
MU115-1 100 10 900 90
MU115-2 50 5 950 95 25
MU115-3 0 0 1000 100
MU116-1 100 10 900 90
MU116-2 50 5 950 95 50
MU116-3 0 0 1000 100
MU111-1" 0 0 0 0 0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
[b] Reine PLLA-Partikel.

Um grél3ere Aggregate abzutrennen, wurde die Prebé20 x g fir 20 min zentrifugiert und
der Ruckstand verworfen. Die Probe wurde jeweils 30 min bei 690 x g uber eine
GrolRenausschlussmembran (100000 MWCO) zentrifygieis das Waschwasser eine
Leitfahigkeit von unter 9 puS/cm aufwies. Hierbei rder der Uberschuss an SDS und

wasserlosliche Oligomere entfernt.
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4.2.2 Herstellung von carboxylfunktionalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-Komposit-
partikeln aus zwei vorgefertigten Polymeren

A) Synthese von P(MAA-co-St) durch Lésungscopoigatiiem in Chloroform

Verschiedene Mengen an MAA und Styrol wurden in Ghgoroform gelost, welches 25 mg
V70 enthielt (siehe Tab. 4). Die freie radikalisedepolymerisation wurde bei 45 °C fiur 20 h
durchgefuhrt. Nach der Copolymerisation wurde disung auf Raumtemperatur abgekuhit
und mit 300 mg PLLA und 0,23 mg PMI, geldst in &gloroform, versetzt. Die Praparation
der Miniemulsion, das Verdampfen von Chloroform winel Dialyse wurden wie in Abschnitt
4.2.1 beschrieben durchgefuhrt.

Tab. 4: Eingesetzte Menge an Monomer zur Herstellung debaglfunktionalisierten Komposit-
partikel.
Proben- MAA Styrol
bezeichnung [mg] | [Gew.-%] @ [mg] | [Gew.-%] @
mit 300 mg PLLA
MU122-1 50 5 950 95
MU122-2 0 0 1000 100
ohne PLLA
MU126-1 50 5 950 95
MU126-2 0 0 1000 100

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

B) Synthese von P(MAA-co-St) durch Copolymerisatidviiniemulsion

250 mg Hexadecan und 100 mg V59 wurden in versehiga Mengen an MAA und Styrol
geldst und mit einer Lésung, bestehend aus 72 m§ &Ml 24 g Wasser, versetzt (siehe
Tab. 5). Nach einer Stunde Ruhren wurde die Minision durch Ultraschall fur 2 min bei
90% Amplitude, unter Verwendung einer %-Zollspiteed Kihlung im Eisbad, hergestellt.
Die Polymerisation wurde bei 72 °C tUber Nacht dgeftihrt. Nach der Synthese wurden die
Partikel 100 min bei 20800 x g zentrifugiert, in ¥8ar redispergiert, dies ein weiteres Mal
wiederholt, um SDS anteilig zu entfernen und ansBeind gefriergetrocknet. 300 mg der
getrockneten Polymerpartikel, 300 mg PLLA und 0n2$ PMI wurden in 10 g Chloroform
geldst und mit einer wassrigen Lésung, bestehead’aung SDS und 24 g Wasser, versetzt.
Die Praparation der Miniemulsion, das Verdampfen @hloroform und die Dialyse wurden

wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben durchgefuhrt.
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Tab. 5: Eingesetzte Menge an Monomer zur Herstellung desi@mers.
Proben- MAA Styrol
bezeichnung [mg] [Gew.-%)] [mg] [Gew.-%] @
MU161-1 300 5 5700 95
MU162-2 0 0 6000 100

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(6

4.2.3 Herstellung von aminofunktionalisierten PLLAP(AEMH- co-St)-Komposit-
partikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion

300 mg PLLA und 0,23 mg PMI wurden in 10 g Chlorofogeldst und mit verschiedenen
Mengen an Styrol und 25 mg V70 versetzt (siehe BabAnschlieend wurde eine wassrige
Losung, bestehend aus 125 mg CTMA-CI, verschiedevlengen an AEMH und 24 g

Wasser, zugegeben. Die Praparation und Aufreinigdeqg Dispersion wurde analog zu
Abschnitt 4.2.1 durchgefihrt.

Tab. 6: Eingesetzte Menge an Monomer zur Herstellung demammktionalisierten Komposit-
partikel.

Proben- AEMH Styrol

bezeichnung [mg] [Gew.-%] [mg] [Gew.-%] ™
MU136-2 100 10 900 90
MU136-3 50 5 950 95

MU136-4 0 0 1000 100
MU137-1" 0 0 0 0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
[b] Reine PLLA-Partikel.

4.2.4 Herstellung von aminofunktionalisierten
partikeln aus zwei vorgefertigten Polymeren

PLLAP(AEMH- co-St)-Komposit-

250 mg Hexadecan und 100 mg V59 wurden in versehieal Mengen Styrol geldst und mit
einer LOsung, bestehend aus 125 mg CTMA-CI, veesidrien Mengen AEMH und 24 ¢
Wasser, versetzt (siehe Tab. 7). Nach einer Stiideen wurde die Miniemulsion durch
Ultraschall fur 2 min bei 90% Amplitude, unter Veamdung einer Y2-Zollspitze und

EiskUhlung, hergestellt. Die Polymerisation wurae B2 °C Uber Nacht durchgefuhrt. Nach
der Synthese wurden die Partikel 200 min bei 208Q&entrifugiert, in Wasser redispergiert,
dies ein weiteres Mal wiederholt, um CTMA-CI antgizu entfernen und anschliel3end
gefriergetrocknet. 300 mg der getrockneten Polyargigel, 300 mg PLLA und 0,23 mg PMI
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wurden in 10 g Chloroform geldst und mit einer wiggs Losung, bestehend aus 72 mg SDS
und 24 g Wasser versetzt. Die Praparation der Mhnision, das Verdampfen von

Chloroform und die Dialyse wurden wie in Abschdit2.1 beschrieben durchgefihrt.

Tab. 7 Eingesetzte Menge an Monomer zur Herstellung desi@mers.
Proben- AEMH Styrol
bezeichnung [mg] [Gew.-%)] [mg] [Gew.-%] @
MU146-1 300 5 5700 95
MU146-2 0 0 6000 100

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(6

4.2.5 Herstellung von polyethylenglycolfunktionaligerten  PLLA/P(PEG-co-St)-
Kompositpartikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion

300 mg PLLA und 0,23 mg PMI wurden in 10 g Chlorafogelost und mit verschiedenen
Mengen an Styrol und 25 mg V70 versetzt (siehe T&h. (Polyethylenglycol)-
methylethermethacrylat (PEG) wurde in unterschada@in Mengen und Molekulargewichten
entweder in der Chloroformphase (MU155, MU156) oderder Wasserphase (MU157,
MU158) gel6st. Letztere bestand aus 72 mg SDS uhdy 2Vasser. Die anschlieRende
Praparation der Partikel und Aufreinigung der Dismpm wurde analog zu Abschnitt 4.2.1
durchgefuhrt. Das PEG-Monomer mit einem Molekularight von 2080 g/mol ist
wasserloslich, mit 300 g/mol ist es 0lloslich uras PEG-Monomer mit 1100 g/mol kann
sowohl in Wasser als auch in Chloroform gelost ward

Tab. 8: Eingesetzte Menge an Monomer zur Herstellung désRinktionalisierten Kompositpartikel.
Proben- PEG M, PEG Styrol Bemerkun
bezeichnung | [g/mol] [mg] [Gew.-%] @ [mg] [Gew.-%] @ 9

MU155-1 2080 300 30 700 70

MU155-2 100 10 900 90 PEG in Wasser-

MU156-1 300 30 700 70 phase geldst

MU156-2 1100 100 10 900 90

MU157-1 300 30 700 70 )

MU157-2 100 10 900 90 PEG in

MU158-1 300 30 700 70 Chioroform-
300 phase geldst

MU158-2 100 10 900 90

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
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4.3 Magnetische carboxyl- und aminofunktionalisiere PLLA-basierte-
Nanopartikel

4.3.1 Herstellung von magnetischen, carboxylfunktimalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-
Kompositpartikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion mit
Verkapselung von 25 nm Eisenoxidpartikeln

Die Synthese und Aufreinigung der Partikel wurdaleg zu Abschnitt 4.2.1 durchgefihrt.
Mit Ausnahme, dass 60 mg an hydrophobisiertem Bdn(25 nm) in der Chloroformphase
redispergiert und fur die gesamte Pr&paration eathanischer Ruhrer verwendet wurde
(siehe Tab. 9).

Tab. 9 Eingesetzte Menge an Monomer und Initiator zur Hditeng der magnetischen carboxyl-
funktionalisierten Kompositpartikel.

o piopnet
bezeichnung [mg] [Gew.-%)] @ [mg] [Gew.-%] @ ma]

MU125-1 100 10 900 90

MU125-2 50 5 950 95 60

MU125-3 0 0 1000 100

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

4.3.2 Herstellung von magnetischen, carboxylfunktioalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-
Kompositpartikeln aus zwei vorgefertigten Polymerenmit Verkapselung von
25 nm Eisenoxidpartikeln

Die Praparation der magnetischen, funktionalisterkompositpartikel wurde analog zu
Abschnitt 4.2.2.A durchgefihrt, allerdings mit darsnahme, dass verschiedene Mengen an
hydrophobisiertem Eisenoxid (25 nm) in der orgamesc Phase redispergiert und fur die
gesamte Praparation ein mechanischer Ruhrer veevendde (siehe Tab. 10).

Tab. 10: Eingesetzte Menge an Monomer und Eisenoxid zurtélenrsg der magnetischen carboxyl-
funktionalisierten Kompositpartikel.

T Lt
bezeichnung [mg] [Gew.-%] [mg] [Gew.-%] @ (ma]

MU127-1 50 5 950 95 60

MU127-2 0 0 1000 100

MU127-3 50 5 950 95 150

MU127-4 0 0 1000 100

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
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4.3.3 Herstellung von magnetischen, carboxylfunktioalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-
Kompositpartikeln aus zwei vorgefertigten Polymerenmit Verkapselung von
10 nm Magnetitpartikeln

Die Praparation wurde analog zu Abschnitt 4.3.Zkigefihrt. Die 10 nm Magnetitpartikel
wurden nach der Polymerisation in der Chlorofornggheedispergiert (siehe Tab. 11). Zur

Aufreinigung nach der Praparation wurde wie in Atrstt 4.1.3.2 verfahren.

Tab. 11: Eingesetzte Menge an Monomer und Magnetit zur Eikusg der magnetischen carboxyl-
funktionalisierten Kompositpartikel.
MAA Styrol

: ot

bezeichnung [mg] [Gew.-%] [mg] [Gew.-%] ™ [r?]g]
MU140-1 50 5 950 95 60
MU140-2 0 0 1000 100
MU140-3 50 5 950 95 150
MU140-4 0 0 1000 100

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

4.3.4 Herstellung von magnetischen, aminofunktionaierten PLLA/P(AEMH- co-St)-
Kompositpartikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion mit
Verkapselung von 10 nm Magnetitpartikeln

Die Praparation wurde analog zu Abschnitt 4.2.Xkigefuhrt, mit Ausnahme, dass 60 mg
hydrophobisiertes Magnetit mit 10 nm Durchmesseden organischen Phase redispergiert
wurde und ein mechanische Ruhrer verwendet wuidbgsrab. 12). Die Aufreinigung der

Dispersion erfolgte wie in Abschnitt 4.1.3.2.

Tab. 12; Eingesetzte Menge an Monomer zur Herstellung degnetischen, aminofunktionalisierten
Kompositpartikel.
AEMH Styrol
Proben-
bezeichnung [mg] [Gew.-%] [mg] [Gew.-%]

MU144-2 100 10 900 90
MU144-3 50 5 950 95
MU144-4 0 0 1000 100

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
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5  Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden Herstellung, Charaktemnisig und Ergebnisse der bioabbaubaren,
funktionalisierten, fluoreszierenden und superpagmetischen Polymernanopartikel
beschrieben.

Als Polymer wurde das bioabbaubare und biokompattaly( -lactid) (PLLA) verwendet, in
welchem hydrophobisierte Eisenoxidpartikel mit 28010 nm im Durchmesser und der
Fluoreszenzfarbstoff PMI verkapselt wurden. Um oaglh, amino- oder PEG-
funktionalisierte Kompositpartikel herzustellen, nde Styrol mit den entsprechend
funktionalisierten ~ Monomeren  Methacrylsaure  (MAA),2-Aminoethylmethacrylat-
hydrochlorid (AEMH) beziehungsweise (Polyethylermglymethylethermethacrylat (PEG)

copolymerisiert.

5.1 Herstellung von magnetischen, fluoreszierendd?oly(L-lactid)-
Nanopartikeln

Durch Verkapselung von magnetischen Nanopartikabh dem Fluoreszenzfarbstoff PMI in
PLLA werden magnetische, fluoreszierende, bioabhaulond biokompatible Nanopartikel
erhalten. Nanopartikel mit superparamagnetischeerteixiden kénnen als Kontrastmittel fur
die Magnetresonanztomographie (MRT), fur Hypertherrals Wirkstofftransportsystem oder
auch zur Zelltrennung verwendet werden. Der Flummesfarbstoff im Inneren der Partikel
ermoglicht den spateren Nachweis der Partikel iledemittels konfokaler Laser-Raster-
Mikroskopie (confocal laser scanning microscopy,SM). Die Strukturformel des

Fluoreszenzfarbstoffes PMI (N-(2,6-DiisopropylphBperylen-3,4-dicarboximid) ist in

Abb. 17 dargestellt.
(=< 4 -
OO

Abb. 17: Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffes N-(Zj§epropylphenyl)-perylen-3,4-dicarboximid
(PMI).

Die Synthesen der magnetischen Eisenoxidpartikeldenu auf zwei verschiedene Arten
durchgefuhrt. Hydrophobisierte Eisenoxidpartiket giner Gré3e von 25 nm wurden mittels
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eines zweistufigen Prozesses entsprechend derhfiftson Jana et al. hergestelft! In der

1. Stufe wurde Eisenoleat aus einer Losung ausske@l Olsaure durch Zugabe von NaOH
gefallt. Durch Pyrolyse dieses Eisenoleates in Geget von Olsaure wurden in der 2. Stufe
hydrophobisierte Eisenoxidpartikel mit 25 nm im Blumesser erhalten (siehe Abb. 18).
Magnetitpartikel mit 10 nm im Durchmesser wurdecmader Literatur von Yu et al. durch
Erhitzen von FeO(OH) in Gegenwart von Olsaure hetegie 2% Die Beschichtung der
Eisenoxidpartikel mit Olsaure ermdglicht deren &fis@ende Redispergierung in einem
hydrophoben organischen Losungsmittel. Die hydroierten Eisenoxidpartikel und PMI
wurden in der Polymermatrix verkapselt, woflr elkembination aus Miniemulsion und
Losungsmittelverdampfungstechnik angewendet wubdezu wurden PLLA, PMI und die
hydrophobisierten Eisenoxidpartikel in Chloroforrald@st/redispergiert. Nach Zugabe einer
wassrigen SDS-Lésung wurde mittels Ultraschall eMmiemulsion hergestellt. Durch
Erhitzen wurde das Chloroform verdampft, wodurcls &@alymer in den Tropfchen gefallt
und somit die Eisenoxidpartikel und PMI verkapsedrden. Eine schematische Darstellung

dieses Prozesses ist in Abb. 19 zu sehen.

a) FeCl; + Olsaure NaOH__ Fe(oleat); (")Is%rure,__ hydrophobisiertes Eisenoxid (25 nm)
b) FeO(OH) %—— hydrophobisiertes Magnetit (10 nm)
Abb. 18: a) Synthese von hydrophobisierten EisenoxidpartikgP5 nm), b) Synthese von

hydrophobisierten Magnetitpartikeln (10 nm).
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N N
v Wasser — L
L/ /l./ Verdampf
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() N
@ ™~ Chloroform ~ ~
@ Eisenoxid e— SDS

A% Poly(L-lactid) <4 P

Abb. 19: Verkapselung von hydrophobisiertem Eisenoxid undl iRN?LLA-Partikeln.
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5.1.1 Synthese von 25 nm Eisenoxid-Nanopartikeln

Ziel der Synthese ist die Bildung von superpararatigchen Eisenoxidpartikeln mit einer
GroRRe von 25 nm und enger GrolRenverteilung. Zusktdollen die Partikel eine hohe
Sattigungsmagnetisierung aufweisen, damit sie zemspsel fir Anwendungen in der MRT
geeignet sind. Durch Hydrophobisierung der Oben#gamit Olsaure kénnen die Partikel in
einem organischen Losungsmittel redispergiert umahitsin der PLLA-Matrix verkapselt
werden.

TEM-Aufnahmen (siehe Abb. 20) zeigen, dass dieilk&rteine enge GroélRenverteilung
aufweisen, spharisch sind und eine Teilchengro®e2smonm besitzen. Abbildung 20b zeigt
einen Eisenoxidpartikel in Hochauflésung. Hierb&gnken am Rand des Teilchens die
Gitterebenen erkannt werden. Auf Grund des grof3erciibnessers erscheinen die inneren
Bereiche schwarz, was die Beobachtung der Gittemberschwert. Eine Aussage, ob der
Partikel vollstandig kristallin ist, lasst sich niiteser Aufnahme nicht treffen. Mit Hilfe der
thermogravimetrischen Analyse (TGA) wurde ein Otegehalt von 8 Gew.-% bestimmt. Die

Olsaurebeschichtung ermaglicht die RedispergiedergEisenoxidpartikel in Chloroform.

- f——
' 100 nm

Abb. 20: TEM-Aufnahmen der hydrophobisierten Eisenoxidpattiknit einer durchschnittlichen
TeilchengréfRe von 25 nm (a) und in Hochauflosung (b

In Abb. 21 ist ein XRD-Diffraktogramm der hydrophsierten Eisenoxidpartikel zu sehen.
Die erhaltenen Peaks stimmen am besten mit W&s®) tberein.
Mit Hilfe der Scherrer-Gleichung (siehe Abschnitt7)3 wurde die KristallitgréfRe der

Eisenoxidpartikel berechnet. Sie betragt 19 nmishgdomit etwas kleiner, als von den TEM-
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Aufnahmen aus Abbildung 20 her erwartet. Dies bexteaber nicht zwangsweise, dass die
Partikel nicht monokristallin sind oder amorphe d&ehe enthalten. Gitterverzerrungen
fuhren auch zur Peakverbreiterung, wodurch audBdezchnung der Kristallitgrol3e kleinere
GroRen als aus den elektronenmikroskopischen Bilderalten werdert:?”!

Die magnetischen Eigenschaften der hydrophobisierigsenoxidpartikel werden in
Abschnitt 5.1.3.1 abgehandelt.
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Abb. 21: XRD-Diffraktogramm der hydrophobisierten Eisenoxidiikel.

5.1.2 Synthese von 10 nm Magnetit-Nanopartikeln

Ziel der Synthese ist die Herstellung von monodispe superparamagnetischen
Magnetitpartikeln mit 10 nm Durchmesser, die sioh @rund ihrer Olsdurebeschichtung in
einem organischen Losungsmittel redispergierenetass/on allen Eisenoxiden zeigt
Magnetit die hdchste Sattigungsmagnetisierung,avas fur die spatere Anwendung wichtig
ist.

In Abb. 22 sind TEM-Aufnahmen der hydrophobisiertelagnetitpartikel zu sehen. Die
TeilchengroRe betrdgt 10 nm bei monodisperser @n@dteilung. Abb. 5c zeigt die
Magnetitpartikel in Hochauflosung. Die durch diertika&l durchlaufenden Gitterebenen
zeigen, dass es sich hierbei um monokristallindkehhandelt.

In Abb. 23 ist das Rontgendiffraktogramm zu sehBei dem synthetisierten Eisenoxid
handelt es sich um Magnetit, allerdings kann nazldgeschlossen werden, dass es sich auch
um Maghemit handelt, da sich die Peaks dieser Bigginoxide im Rontgendiffraktogramm
nur minimal unterscheiden.
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Abb. 22: Hydrophobisierte Magnetitpartikel mit 10 nm Duroksser bei unterschiedlichen
VergréRerungen (a+b) und Hochauflésung (c).

Die Kristallitgrof3e der Magnetitpartikel wurde duoralie Scherrer-Gleichung berechnet
(siehe Abschnitt 3.7). Sie betragt 10 nm und stinmiit den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen Uberein. Zusammen mit der hochauflésed@-Aufnahme bestatigt dies, dass
es sich um monokristalline Teilchen handelt. Die gnetischen Eigenschaften der
Magnetitpartikel werden in Abschnitt 5.1.3.2 diskut
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Abb. 23: Réntgendiffraktogramm der hydrophobisierten Magpattikel.

5.1.3 Herstellung von magnetischen, fluoreszierendd?oly(L-lactid)-Nanopartikeln

5.1.3.1 Verkapselung von 25 nm Eisenoxidpartikel iPLLA

Verschiedene Mengen an hydrophobisierten Eisenaxigeln und PMI wurden mit Hilfe
der Miniemulsion und LosungsmittelverdampfungstécimPLLA verkapselt.

Der Einfluss unterschiedlicher Ultraschallzeiteri die Homogenitat der Verkapslung sowie
auf die TeilchengroRe und Verkapselungseffizienzdeuuntersucht. Hierfir wurden die
Miniemulsionen mit 3, 6 und 10 min Ultraschall hestgllt, wobei die Menge an Eisenoxid
konstant gehalten wurde. Die Daten der Charakésgtisg sind in Tab. 13 zusammengefasst.
Eine langere Ultraschalldauer flihrt zu geringfugigineren Kompositpartikeln, allerdings
mit breiterer Teilchengré3enverteilung.

PLLA-Partikel, die mit 3 min Ultraschalldauer hesgglt wurden, besitzen eine
durchschnittliche TeilchengrofRe von ungefahr 120 Die PartikelgroRe wird von der Menge
an verkapseltem Eisenoxid nicht beeinflusst. Miteen Polydispersitatsindex (PDI) von etwa
0,1 besitzen die Partikel eine enge Teilchengro@geNung. Nur Probe MU119-6, welche
mit 300 mg an Eisenoxid hergestellt wurde, zeigMergleich zu den restlichen Proben eine
breitere TeilchengroéfZenverteilung.
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Tab.13: Charakterisierung der PLLA-Partikel mit verkapsett&isenoxid.
eingesetztes | Ultra- . Verkapselungs-
Proben- hygrophob schall- Teilchen- b Menge an effizFi)enz ag
bezeichnung Eisenoxid. dauer grbBeb PDI” PMI hydrophob. Eisenoxid
; [nm] o [MQ/g Feststoft ][C] yarop . [d]
[Gew.-%]™ | [min] [Gew.-%]
MU111-1 0 3 121 0,11 0,49 -
MU119-0 6,7 3 120 0,10 0,45 56,5
MU119-1 3 118 0,11 0,30 74,8
MU119-2 20 6 115 0,13 0,25 82,6
MU119-3 10 107 0,14 0,41 76,0
MU119-5 50 3 121 0,11 0,28 84,2
MU119-6 100 3 121 0,15 0,23 83,4

[a] Bezogen auf die Menge an verwendetem PLLA. idki119-6 wurde somit zu gleichen Teilen aus PLLA
und hydrophobisiertem Eisenoxid hergestellt.

[b] Die TeilchengroéRe und deren Verteilung wurdahDiS-Messungen bestimmt.

[c] Die Menge an verkapseltem PMI wurde mit UV/\kiessungen bestimmt.

[d] Die Verkapselungseffizienz an Eisenoxid wurdigtefs ICP-OES bestimmt.

Die Reduktion des Molekulargewichtes von PLLA durthtraschall wurde mittels
Gelpermeationschromatographie untersucht. Hierfurden Dispersionen analog zu den
Proben MU119-1 bis 3 ohne Eisenoxid und PMI herdiésund anschlielend das
Molekulargewicht mittels GPC in Chloroform bestim(stehe Abb. 24). Zu Beginn (0 min
Ultraschall) besitzt PLLA ein Molekulargewichi{,) von 145000 g/mol welches sich nach
10 min Ultraschall und Erhitzen tber Nacht bei 4D &uf 89100 g/mol verringerivi,
verringert sich von 66500 g/mol auf 26900 g/mol kBante bereits gezeigt werden, dass sich
durch Ultraschallbehandlung das Molekulargewicht WiLA reduziert.**! Eine langere
Ultraschalldauer verringert das Molekulargewichh \RLLA, wodurch sich die Viskositat der
organischen Phase verringert, nach dem Schalleit &emere Tropfchen und schlielich

nach dem Verdampfen von Chloroform kleinere Pdrgkiealten werden.
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Abb. 24: Anderung des Molekulargewichtes von PLLA nach satgedlichen Ultraschallzeiten.
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Der Gehalt an magnetischen Partikeln in der PLLA¥Mavurde nach Abtrennung des nicht
verkapselten Eisenoxides mit Hilfe von ICP-OES ipasit. MU119-0 mit der geringsten
Menge an eingesetztem Eisenoxid (6,7 Gew.-%) zmigica. 57 Gew.-% (bezogen auf die
eingesetzte Menge an Eisenoxid) die geringste \pesangseffizienz. Bei den restlichen
Proben, auch bei Probe MU119-6 bei der PLLA unciiogid im Verhaltnis 1:1 verwendet
wurde, konnten etwa 80 Gew.-% des eingesetztenn&igdes in der Polymermatrix
verkapselt werden.

Die Menge an verkapseltem Fluoreszenzfarbstoffdn Rlolymerhuille wurde aus UV/Vis-
Messungen berechnet. Hierfur wurde zuerst das netkbpselte PMI abgetrennt, die Partikel
getrocknet, das Eisenoxid zersetzt und abgetremut anschlieBend das Polymer in
Chloroform geldst. (Details siehe experimentelleil TAbschnitt 4.1.2)) Die Menge an PMI
in den Partikeln betragt zwischen 0,49 und 0,23gmglos Mit steigender Menge an
verkapseltem Eisenoxid verringert sich die Mengd&H (mg/geststo) IN den magnetischen
Polymerpartikeln, da die Menge an PMI und Polymendtant gehalten wurde und nur die
Menge an eingesetztem Eisenoxid variiert wurdee&anet man daraus die Verkapselungs-
effizienz, werden Werte zwischen 48 und 81 Gew.rféieht.

Die Homogenitat der Eisenoxidpartikelverkapselumgszhen den Polymerpartikeln wurde
mit Hilfe der praparativen Ultrazentrifugation imiddtegradienten untersucht (siehe Abb.
25). Hierzu wurden vier verschieden konzentrierteckérlésungen mit unterschiedlicher
Dichte (ibereinander geschichtet. Von oben nacmus@ige 6 = 1,17 g/cr), 65%ige f =
1,22 g/cm), 85%ige f = 1,29 g/crm) und konzentrierte Zuckerlésung £ 1,34 g/crm). Im 1.
Rohrchen befinden sich PLLA-Partikel ohne EisenoitU111-1, Dichte 1,25 g/ci Sie
zeigen nach der Zentrifugation eine dinne Schighschen den Zuckerldsungen mit einer
Dichte von 1,22 und 1,29 g/éndie auf Grund des verkapselten Farbstoffes PMib ge
erscheint. Im 2. Rohrchen wurde Probe MU119-0 dtdgen, hergestellt mit 20 mg an
hydrophobisiertem Eisenoxid (6.7 Gew.-% bezogenRiufA). Eine etwas breitere braune
Schicht zwischen den Zuckerlésungen mit einer Richon 1,22 und 1,29 g/cnist zu
erkennen, welche sich aber leicht unterhalb derc&tkion reinen PLLA-Partikel befindet, da
sich durch die Verkapselung von hydrophobisierteseioxid die Dichte der Partikel erhéht.
Die Réhrchen 3, 4 und 5 beinhalten die magnetigitieA-Partikel MU119-1 bis -3, die mit
unterschiedlichen  Ultraschallzeiten hergestellt dem;, wobei die Menge an
hydrophobisiertem Eisenoxid konstant bei 60 mg d@mtht 20 Gew.-% bezogen auf die
eingesetzte Menge an PLLA) gehalten wurde. Die &than der Grenzflache zwischen den

Zuckerldsungen mit 1,22 und 1,29 gftmist dunkler als bei der Probe mit
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geringeremEisenoxidgehalt (MU119-0), und die Palti&ind zusatzlich in der gesamten
Zuckerphase mit einer Dichte von 1,29 glararteilt. Mit steigender Menge an verkapseltem
Eisenoxid erhoht sich die Dichte der Kompositp&itiEine langere Ultraschalldauer zeigt
aber keinen Einfluss auf die Homogenitat der Vesk#yng. In den Rohrchen 6 und 7
befinden sich die PLLA-Partikel hergestellt mit 15@d 300 mg an hydrophobisiertem
Eisenoxid (50 und 100 Gew.-% bezogen auf die Meamgeingesetztem PLLA). In beiden
Proben ist die Schicht an der Grenzflache der Zili@&engen mit einer Dichte von 1,22 und
1,29 g/cni weniger intensiv ausgepragt als bei den vorherRyemen. Die Zuckerlésung mit
einer Dichte von 1,29 g/ciist dunkler. Eine weitere Schicht mit magnetischin_A-
Partikeln kann an der Grenzflache zwischen den @ili@&ungen mit einer Dicht von 1,29
und 1,34 g/crhbeobachtet werden, und die magnetischen PLLAdtiefinden sich in der
Zuckerldsung mit 1,34 g/cinZusatzlich kann am Boden der zwei Réhrchen Nimdgag
beobachtet werden, der vermutlich durch magnetigdieA-Partikel mit einer Dichte tber
1,34 glcni verursacht wird. Eine langere Ultraschalldauer keinen Einfluss auf die
Verteilung an Eisenoxid zwischen den PLLA-PartikehufRerdem kann beobachtet werden,
dass mit steigender Menge an eingesetztem hydragpldbm Eisenoxid, die Dichte der
Kompositpartikel erh6ht wird und die Verteilung deagnetischen Partikeln zwischen den

Polymerteilchen heterogener wird.
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Abb. 25: Praparative Ultrazentrifugation im Zucker Dichteglianten von PLLA-Partikeln mit
verkapselten hydrophobisierten EisenoxidnanopdrtikeGew.-% Angaben geben die
eingesetzten Mengen an hydrophobisierten Eisenatiélpln im Verhaltnis zu PLLA an.
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Die Verteilung der magnetischen Partikel innerhddéio Polymermatrix wurde mittels TEM
untersucht. PLLA-Partikel mit unterschiedlichen Men an verkapseltem Eisenoxid sind in
Abb. 26 zu sehen. Je mehr Eisenoxidpartikel fiir Rligparation der magnetischen PLLA-

Partikel verwendet wurde, desto hoher ist auchBdiadung der Teilchen. Bei den Proben
MU119-0 (6.7 Gew.-%) und MU119-6 (100 Gew.-%) bdéh sich das Eisenoxid
hauptsachlich am Rand der Partikel, wahrend esléreiProben MU119-1 (20 Gew.-%) und
MU119-5 (50 Gew.-%) besser in der Polymermatrixeitrist.

Abb. 26: TEM-Aufnahmen von PLLA-Partikeln mit unterschiddin Mengen an verkapselten
Eisenoxidpartikeln. Gew.-% Angaben geben die ewmigeen Mengen an hydrophobisierten
Eisenoxidpartikeln im Verhéltnis zu PLLA an: a) M1910 (6.7 Gew.-%), b) MU119-1
(20 Gew.-%), ¢) MU119-5 (50 Gew.-%), d) MU119-6Q1Rew.-%).
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In Abb. 27 sind REM-Aufnahmen von Probe MU119-5sehen, wobei erkannt werden kann,
dass sich das Eisenoxid auch am Rand der Pargfeldet. Die Eisenoxidnanopartikel sind
mit Olsaure hydrophobisiert und sollten somit keifebkraft in Richtung Wasserphase
zeigen. Bei Poly(-lactid) handelt es sich um ein bioabbaubares Peldyivei dem der Abbau

durch Hydrolyse der Esterbindung statt findet. \Beeeits in Abb. 24 zu sehen ist, verringert
sich das Molekulargewicht von PLLA unter Einwirkurgn Ultraschall. Die Spaltung der

Polymerketten findet vermutlich an den Esterbindumgstatt, wodurch Carboxylgruppen
entstehen. Die Carboxylgruppen von PLLA haben @eedenz, sich an der Grenzflache zu
Wasser aufzuhalten und konnen eventuell die Catboxypen der Olsaure auf der
Oberflache der Eisenoxidpartikel verdrangen, waklaen wirde, warum sich die

hydrophobisierten Eisenoxidpartikel am Rand deymerpartikel befinden.

LI A B I L T O I A A O B B B |

MU119-5 x60.0k SE 500nm MU119-5 x200k SE 200nm
b)
Abb. 27: REM-Aufnahmen von PLLA-Partikeln mit verkapseltemsefoxidpartikeln. MU119-5

(50 Gew.-% an hydrophobisiertem Eisenoxid bezogéia eingesetzte Menge an PLLA.

Die magnetischen Eigenschaften der Eisenoxidparsksvie der magnetischen PLLA-
Partikel, hergestellt unter Verwendung unterscicedr Ultraschallzeiten, wurde mit Hilfe
von VSM bei Raumtemperatur charakterisiert (siehbb.A28). Alle Proben zeigen
superparamagnetisches Verhalten, weder RemanehzHysterese werden beobachtet. Die
magnetischen Partikel besitzen somit keine Mageetisg ohne ein aul3eres angelegtes
Magnetfeld. Die Sattigungsmagnetisierung der Eigelpartikel betragt 26 emuf/gs. Durch

die Verkapselung in eine Polymerhille oder untaesiifthe Ultraschallzeiten verringert sich
die Sattigungsmagnetisierung der Eisenoxidpartik@l minimal. Eine Verringerung der
Sattigungsmagnetisierung um ca. 50%, wie sie bei \@erkapselung von Magnetit in
Polystyrol durch Polymerisation von Styrol auftritvird durch Verwendung der

Lésungsmittelverdampfungstechnik nicht beobactit&tHochstwahrscheinlich wird bei der



62 5 Ergebnisse und Diskussion

Verkapselung in Polystyrol die Sattigungsmagnetisig durch die freien Radikale, die beim
Zerfall des Initiators entstehen, verringeH*® Die magnetischen Eigenschaften der
Eisenoxidpartikel im verkapselten Zustand @ndech sicht, was zeigt, dass sie auch in der
PLLA-Matrix nicht agglomerieren und durch die Olegschicht auf der Oberflache weiterhin

getrennt voneinander vorliegen.
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Abb. 28: VSM-Messungen der Eisenoxidpartikel und der masgtetn PLLA-Proben MU119-1 bis -3,
hergestellt unter Verwendung unterschiedlicher Emgltraschalldauer.

Biomedizinische Applikation der magnetischen PLIaAtHRel

Zellversuche mit mesenchymalen Stammzellen (MSC)d urfexperimente im
Magnetresonanztomographen wurden von Frau GerliSdbmidtke-Schrezenmeier im
Rahmen ihrer Dissertation durchgefuhH®! Ziel dabei ist die Untersuchung der
Zellaufnahme und der Einfluss der Partikel auf \diabilitdt und Differenzierungsfahigkeit
der MSCs. Des weiteren wird untersucht, ob sichHPaigikel als MRT-Kontrastmittel eignen.
Verwendet wurde hierfur die Probe MU119-5. DurchsBlengen im FACS (fluorescence
activated cell sorter) kann die Aufnahme der flsarerenden, magnetischen PLLA-Partikel
in die MSCs quantitativ nachgewiesen werden. DidnAlnme in die MSCs erfolgt sehr
schnell. Von den Partikeln, die innerhalb von 2d4ufigenommen werden, werden innerhalb
der ersten 2 h bereits 70% aufgenommen (siehe Al). Eine Sattigung der
Partikelaufnahme in den Zellen konnte auch mitgsteiler Partikelmenge nicht festgestellt

werden.
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FACS-Messungen von MSCs, die mit Probe MU119-5 istarwurden: a) Normalisierte

relative Fluoreszenzintensitat der MSCs (IKT14 p&h 2, 4, 6, 18 und 24 h Inkubationszeit.
b) Normalisierte relative Fluoreszenzintensitat ddSCs (Sark02 p8) nach jeweils 24 h
Inkubationszeit mit steigender Partikelmenge. Dienkentrationsangabe erfolgt in ug Fe

pro mL Medium.

Die erfolgreiche Zellaufnahme der PLLA-Partikel kaauch mittels cLSM nachgewiesen
werden (siehe Abb. 30a). Die Zellmembran der MSCsrde mit dem Farbstoff
CellMaskOrange eingefarbt und erscheint rot, die PLLA-Rettfluoreszieren auf Grund

des Fluoreszenzfarbstoffes PMI grin. Es ist dduthe erkennen, dass sich die Partikel im

Inneren der Zellen befinden und sich nicht nur en@berflache der Zellen anlagern. Abb.
30b zeigt eine TEM-Aufnahme der PLLA-Partikel ime&i MSC. PLLA erscheint hell,

wahrend die Eisenoxidpartikel als dunkle Punkteennen sind.

Abb. 30:

a) cLSM-Aufnahme von mesenchymalen Stammzelldn Rextikelaufnahme von MU119-5
b) TEM-Aufnahme der magnetischen PLLA-Partikdl {i19-5) in einer MSC.
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Dass die aufgenommenen magnetischen PLLA-Partikelkeiner Beeintrachtigung der
Viabilitat der MSCs fuhren, konnte direkt nach digkubation und 144 h danach mittels 7-
AAD Kontrastierung nachgewiesen werden. SowohlRiféerenzierungsfahigkeit der MSCs
als auch der Phanotyp werden durch die Partikeddunfre nicht verandert.

In den MRT-Experimenten werden die magnetischerrSghaften der Eisenoxidpartikel in
der PLLA-Matrix ausgenutzt (siehe Abb. 31). MSCsarkmert mit den magnetischen PLLA-
Partikeln, zeigen eine Anderung des MR-Signaleserbi¢i konnen, auch 96 h nach
Partikelentfernung, 200000 und 50000 Zellen/mL imem Agarosephantom mithilfe eines
3T MRT-Scanners deutlich von den Negativkontroliketerschieden werden. Die markierten
MSCs koénnen auch in vivo in einer Ratte detekueztden. Sie sind in Abb. 31d als dunkler

Bereich (im roten Ring) zu erkennen.

a d
Agarose 2x10%cells 5x10'cells | 2x10°cells 5x 10%cells
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5x 10*cells and negative controls
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Negative control i 2_" 10 09_”5 high density
2x 10%ells high density Row 3: Oh directly
after particle removal

and negative controls

| Neqative control 5x 10° cells

2 x 10° cells high density seeded ‘

2x 10° cells low density seeded ’

Abb. 31: MRT-Aufnahmen von MSCs markiert mit magnetischerLARRartikeln (MU119-5):
a) Anordnung der Proben im Agarosephantom, p) Auflésung 0,25 mm, c),-RAuflésung
0,5 mm, d) implantiert in eine Ratte.

Die hydrophobisierten Eisenoxidpartikel mit 25 nnm i Durchmesser und der
Fluoreszenzfarbstoff PMI  kénnen erfolgreich mit  deMiniemulsion- und
Losungsmittelverdampfungstechnik in PLLA verkapse#rden. Zusatzlich konnte mit in

vitro und in vivo Experimenten gezeigt werden, dsist die Partikel als Kontrastmittel fur
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die MRT eignen. Die Sattigungsmagnetisierung deeloxidpartikel erreicht aber noch nicht
das Niveau, welches mit Magnetitpartikeln moglichrev Im nachsten Abschnitt wird daher
die Verkapselung von 10 nm Magnetit mit besseregneaschen Eigenschaften in PLLA

beschrieben.

5.1.3.2 Verkapselung von 10 nm Magnetitpartikel irPLLA

Hydrophobisierte Magnetitpartikel (10 nm) und déudfeszenzfarbstoff PMI wurden mit
Hilfe der Miniemulsion und Losungsmittelverdampfstechnik mit PLLA verkapselt. Die
Daten der Charakterisierung sind in Tab. 14 zusamgefasst. Bei Verwendung von
6,7 Gew.-% an Magnetit betragt die TeilchengroR& bdgn. Mit steigender Menge an
eingesetztem Magnetit werden die Teilchen grol3er,sbhliel3lich bei Verwendung von
150 Gew.-% an Magnetit Partikel mit 181 nm erhaltearden. Die Partikelgrof3enverteilung
erhoht sich mit zunehmender Menge an verkapseltemgnktit ebenfalls von 0,08 auf 0,17.
Die Verwendung von mehr Magnetitpartikeln erhéhe diskositat der organischen Phase,
wodurch nach dem Schallen gré3ere Tropfchen und dam Verdampfen von Chloroform
schlie3lich grofRere Partikel erhalten werden. Duliehsteigende Viskositat der organischen
Phase mit zunehmender Menge an Magnetit reicht wiiolh der Energieeintrag des
Ultraschallstabes nicht mehr aus, um Trépfchen emer einheitlichen Gréfl3enverteilung

herzustellen, wodurch sich der Polydispersitatst@®l) erhoht.

Tab. 14: Charakterisierung der PLLA-Partikel mit verkapseitdlagnetit.
eingesetztes . Verkapselungs-
Teilchen- Menge an o

Prpben— hydropho_b. groRe pp® PMI effizienz an _

bezeichnung Magnetit [nm] © [mg/ e hydrophob. Magnetit

[Gew.-%] [al 0/9 Feststoff [Gew.-%] I

MU139-0 6,7 131 0,08 0,62 >99
MU139-1 20 137 0,12 0,54 85,7
MU139-2 50 142 0,09 0,42 82,1
MU139-3 100 155 0,16 0,29 90,6
MU139-4 150 181 0,17 0,22 87,0

[a] Bezogen auf die Menge an verwendetem PLLA. Eidkl139-3 wurde somit zu gleichen Teilen aus PLLA
und hydrophobisiertem Magnetit hergestellt.

[b] Die TeilchengréRe und deren Verteilung wurdahDiS-Messungen bestimmt.

[c] Die Menge an verkapseltem PMI wurde mit UV/\kiessungen bestimmt.

[d] Die Verkapselungseffizienz an Magnetit wurdetels ICP-OES bestimmt.
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Die Verkapselungseffizienz der hydrophobisiertenghktitpartikel in der Polymermatrix
wurde mittels ICP-OES bestimmt. Bei Probe MU139-@t oer geringsten Menge an
eingesetztem Magnetit konnten nahezu alle Eisepaxidkel verkapselt werden. Die
restlichen Proben zeigen, unabhangig von der edtgien Menge an Magnetit, eine
Verkapselungseffizienz zwischen 82 und 91 Gew.-%.

Die Menge an verkapseltem Fluoreszenzfarbstoff PMler Polymermatrix wurde mit Hilfe
der UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. Sie betragt zwen 0,62 und 0,22 M@Gistor
Berechnet man daraus die VerkapselungseffizienmjemeWerte zwischen 74 und 89 Gew.-
% erhalten, wobei sich die Verkapselungseffiziemz RMI mit steigender Menge an
eingesetztem Magnetit leicht verringert.

In Abb. 32 sind TEM-Aufnahmen der magnetischen PiR#tikel zu sehen. Je mehr
Magnetitpartikel eingesetzt wurden, desto hoheauush die Beladung der Polymerteilchen.
Wie auch schon bei der Verkapselung von 25 nm Bigdpartikeln beobachtet werden
konnte, befinden sich die Magnetitteilchen Gbenerejam Rand der Polymermatrix.
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)

Abb. 32: TEM-Aufnahmen von PLLA-Partikeln mit unterschiduic Mengen an verkapselten Magnetit.
Gew.-% Angaben geben die eingesetzten Mengen aophabisierten Magnetitpartikeln im
Verhdltnis zu PLLA an: a) MU139-0 (6,7 Gew.-%),M139-1 ( 20 Gew.-%), c) MU139-2
(50 Gew.-%), d) MU139-3 (100 Gew.-%), e) MU139-80(Gew.-%).

In Abb. 33 sind REM-Aufnahmen der Proben MU139-1d uMU139-4 zu sehen. Die
Magnetitpartikel befinden sich auch am Rand deymelteilchen, was auch schon bei der
Verkapselung von Eisenoxidpartikeln mit 25 nm Dumnelsser beobachtet werden konnte.
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I 1
HO0087-09 0.7kV 1.4mm x100k SE(U) 11/19/2000 17:44 ' '500nm

H00084-11 3.0kV 1.7mm x100k SE(U) 11/19/2009 16:00 ' '500nm
a) b)
Abb. 33: REM-Aufnahmen von PLLA-Partikeln mit verkapselteagivktit. Die Gew.-% Angaben geben

die eingesetzten Mengen an hydrophobisierten Mi#gadtkeln im Verhaltnis zu PLLA an:
a) MU139-1 (20 Gew.-%), b) MU139-4 (150 Gew.-%).

Die magnetischen Eigenschaften der Magnetitpartigelie der magnetischen PLLA-Partikel
wurde mit Hilfe von VSM bei Raumtemperatur bestimmAlle Proben zeigen
superparamagnetisches Verhalten, sie besitzen sohme &aulReres Magnetfeld keine

Magnetisierung (siehe Abb. 34).

60 —— MU131-18 304 |—— MU139-0

——— MU139-1 ///
/
|

404 204

204 10 4

M [emu/g,, .1
°
N
M[emu/g, ..l
°

-204 -10

-40 20

-60 -30

HIT] HIT]

a) b)

Abb. 34: VSM-Messungen: a) hydrophobisierte Magnetitpartiké) PLLA-Partikel mit unter-
schiedlichen Mengen an verkapseltem Magnetit.

Die Sattigungsmagnetisierung der Magnetitpartikel B T betragt 60 emuwg@gnett und
befindet sich somit unterhalb des Literaturwertés Bulk-Magnetit, welcher 89 emu/g
betragt.”® Bei der Verkapselung der dlsaurebeschichteten ®titgartikel in Poly(-lactid)
treten keine Anderungen der magnetischen Eigenschabhuf, im Gegensatz zur
Verkapselung von Magnetit in Polystyrol durch radigche Polymerisation von Styrol.

Hierbei konnte eine Verringerung der Sattigungsmeéigierung um ca. 50% beobachtet
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werden.®* Die Bildung von freien Radikalen beim Zerfall d&soinitiators ist vermutlich
fiir die Reduktion der Sattigungsmagnetisierungnevartlich. %

Auch die 10 nm Magnetitpartikel kdnnen erfolgremoit einer hohen Verkapselungseffizienz
in PLLA verkapselt werden. Sie sind superparamasgiet und zeigen eine hohere

Sattigungsmagnetisierung als die 25 nm Eisenoxiitiear
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5.2 Carboxyl-, amino- und PEG-funktionalisierte PLLA-basierte Nano-
partikel

Ziel ist die Synthese von PLLA-basierten Nanopaittik die eine definierte Anzahl an
funktionellen Gruppen auf der Oberflache besitzammktionalisiertes PLLA lasst sich nur
unter hohem Aufwand herstellen, weswegen ein andgyatheseansatz verfolgt wird. Ein
carboxy-, amino- oder PEG-funktionalisiertes Monom&d mit Styrol copolymerisiert und
dieses Polymer wird zusammen mit PLLA zur Prapanatier Partikel verwendet. Entweder
erfolgt die Synthese des Copolymers in GegenwartRId_A in den Miniemulsionstropfchen
oder es wird ein zuvor separat hergestelltes Copedywerwendet.

Kompositpartikel, bestehend aus PoHdctid) (PLLA) und Poly(methacrylsduis-styrol)
(P(MAA-co-St)), PLLA und Poly(2-aminoethylmethacryled-styrol) (P(AEMH<o-St)) oder
PLLA und Poly((polyethylenglycol)methylethermethget-co-styrol) (P(PEGeo-St))
wurden Uber eine Kombination aus freier radikakscBopolymerisation und Losungsmittel-
verdampfungstechnik in Miniemulsion hergestellt. eiwerschiedene Praparationsrouten
wurden angewandt um die Partikel beziglich Gro3egrpkiologie und Anzahl der
funktionellen Gruppen zu vergleichen. In der erdRaute wurde die Copolymerisation von
Styrol und dem funktionalisierten Monomer in Geganw von PLLA in den
Miniemulsionschloroformtropfchen durchgefiihrt. Irerd zweiten Route wurden beim
emulgierenden Schritt bereits zwei vorgefertigtdyPere verwendet, z. B. PLLA und ein
zuvor separat synthetisiertes P(MAA-St). Bei beiden Pré&parationsrouten wurde das
organische Lésungsmittel durch Erhitzen aus denévtinlsionstropfchen verdampft, wobei
die Polymere in den Tropfchen gefallt werden unth Sompositpartikel bilden. Art und
Anzahl an funktionellen Gruppen auf der Oberflachen Partikeln verdndern die
Zellaufnahme. Zusatzlich ermdglichen sie eine spatAnbindung von Aminosauren,
Proteinen etc., wodurch eine selektive Aufnahme bestimmten Zelltypen erreicht werden
kann. Durch PEG-Gruppen auf der Oberflache deikéaitann die Adsorption von Proteinen
verhindert werden. Dadurch umgehen die Partikel El&ennung durch die Makrophagen,

womit die Verweildauer im Blutkreislauf erhdéht wird
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5.2.1 Herstellung von carboxylfunktionalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-Komposit-
partikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion

Die carboxylfunktionalisierten Kompositpartikel vden unter Verwendung einer
Kombination aus Miniemulsion, freier radikalisch@opolymerisation und Losungsmittel-
verdampfungstechnik synthetisiert. Eine schemagidahrstellung des Herstellungsprozesses
ist in Abb. 35 zu sehen.

Zur Erzeugung der freien Radikale in den Miniemanstropfchen wurde der 6llGsliche
Initiator V70 verwendet. Auf Grund seiner Fahigksith schon bei geringen Temperaturen
Zu zersetzenty, bei 45 °C = 70 min), ist es moglich die Copolyrsation bei geringen

Temperaturen durchzufiihren, um ein (Ubermaliges avigoten von Chloroform zu

vermeiden.
N Yy Yy Yy
S sy S
/ / \ // .@- .@q Verdampfen
\o e o von “
. . /S Ultraschall Polymerisation Chloroform
L/ 40T
SR - = =
4% Poly(L-lactid) e— SDS + PMI
A Poly(MAA-co-St) @© Chloroform/MAA/Styrol Y Initiator
O wasser (O Chloroform
Abb. 35: Schematische Darstellung der Synthese der Komposkel durch radikalische

Copolymerisation in Miniemulsion und anschlieRebhdsungsmittelverdampfung.

Die erhaltenen Kompositpartikel besitzen eine dsebhittliche Grol3e von 130 nm mit einem
Polydispersitatsindex (PDI) von 0,1, was als engiilkelgrol3enverteilung angesehen werden
kann (siehe Tab. 15). Die Menge an verwendetematoit zeigt keinen Effekt auf die
erhaltene PartikelgroRe. Partikel, synthetisiert @5 mg V70, besitzen eine engere
TeilchengroRenverteilung (PDI ~ 0,09) als die Pmlake mit 50 mg V70 hergestellt wurden
(PDI ~ 0,12). Partikel, die mit MAA hergestellt vden besitzen einen geringfligig grél3eren
Durchmesser, als die Proben, die ohne MAA syntieetisvurden. Die Verwendung von
MAA konnte zur Bildung einer haarigen Struktur @ef Oberflache der Partikel fihren, was
den Durchmesser erhoft® Der Monomerumsatz der Proben mit 25 mg V70 befisitsh

bei etwa 24 Gew.-%. Bei Verwendung der doppeltenndée an Initiator konnte der

Monomerumsatz lediglich auf etwa 28 Gew.-% erhodtden.
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Tab. 15: PartikelgroRe und Monomerumsatz der Kompositpdrtike
Proben- MAA Styrol Initiator Teilchen- [b] Monomer-
bezeichnung | [Gew.-%]™ | [Gew.-%]™ [mg] grofsﬁ.-)] PDI umsatz.
[nm] [Gew.-%)]
MU115-1 10 90 132 0,09 24,3
MU115-2 5 95 25 133 0,10 21,8
MU115-3 0 100 124 0,09 27,0
MU116-1 10 90 132 0,13 27,7
MU116-2 5 95 50 131 0,12 26,2
MU116-3 0 100 126 0,12 27,9
MU111-1" 0 0 0 121 0,11 -

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

[b] Die TeilchengrofRe und deren Verteilung wurdehhS-Messungen bestimmt.
[c] Der Monomerumsatz wurde gravimetrisch bestimmt.

[d] Reine PLLA-Partikel.

Das Molekulargewicht von P(MAA&e-St) und ist in Tab. 16 zu sehen. Bei Verwendung vo
25 mg V70 besitzt das Monomerverhaltnis kaum eli@fluss auf das Molekulargewicht des
(Co)polymers, allerdings erhéht sich die Polydisfét etwas mit steigender MAA Menge.
Bei Verwendung der doppelten Menge an Initiatoriwgert sich das Molekulargewicht und
auch die Verteilung ist breiter. Mit zunehmender nge an MAA verringert sich das

Molekulargewicht. Chloroform ist ein Kettenuberteig wodurch im Vergleich zur

Standardminiemulsionspolymerisation ein geringéfiesekulargewicht erhalten wird (siehe
Abschnitt 5.2.2.B).

Tab. 16: Molekulargewicht und Zusammensetzung des Copolymers
MAA Styrol o MAA
bezpéicc):%?\tn [Gew.- | [Gew.- |n[|2]at;) ' [ /mMO"'] Bl | | /rlr\]/lgj] o | D" [Gew.-%]

g %] [a] %] [a] g g g Icl Id]
MU115-1 10 90 5400 32600 6,01 14,6 15,4
MU115-2 5 95 25 6300 28700 4,58 5,9 6,2
MU115-3 0 100 6800 30400 4,49 0 0
MU116-1 10 90 1700 17700 | 10,36 12,6
MU116-2 5 95 50 2000 21700 | 10,60 4,1 -
MU116-3 0 100 2900 31000 | 10,74 0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

[b] Aus GPC-Messungen in THF bestimmt.

[c] Der Anteil an MAA im Copolymer wurde mittels fmmtiometrischer Titration bestimmt.
[d] Der Anteil an MAA im Copolymer wurde mittefsi-NMR-Messungen bestimmt.

Die Zusammensetzung des Copolymers wurde mitteisngometrischer Titration und aus
'H-NMR-Messungen bestimmt. Durch Integration destd?® der Carboxylgruppe zwischen
11,7 und 12,3 ppm konnen die Werte mit dem Aronmaezich von Polystyrol zwischen 6,2
und 8,2 ppm verglichen werden (siehe Abb. 36). 8&kkthoden liefern in etwa die gleichen
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Ergebnisse. Die Proben MU115-1 und MU116-1 besim#&rl5 beziehungsweise 13 Gew.-%
MAA im Copolymer einen etwas hoheren MAA-Anteil a¢sngesetzt. Bei den Proben
MU115-2 und MU116-2 entspricht die Copolymerzusamse¢zung ungefahr dem

ursprunglich eingesetzten Monomerverhaltnis.

a) J

-
b) w./:_ N
Tl
<)
W6 oL o 1 o s R
Abb. 36: Ausschnitt aus defH-NMR-Spektren von a) MU115-1, b) MU115-2 und c) IMIE-3. Die

Kompositpartikel wurden in DMSQsdbei 300 MHz in Heterophase gemessgiippm] =
11,7-12,3 (s, 1H, Proton der Carboxylgruppe von MAA2-8,2 (m, 5H, Aromatenprotonen
von PS).

Eine TEM-Aufnahme der carboxylfunktionalisiertenlPA-Partikel ist in Abb. 37 gezeigt. PS
und PLLA besitzen einen unterschiedlichen Kontrast TEM und konnen dadurch
voneinander unterschieden werden. Polystyrol Hesitech den aromatischen Ring eine
hohere Elektronendichte und erscheint im TEM dunkelhrend PLLA als hellerer Bereich
zu erkennen ist. Das Monomerverhdltnis oder digesatzte Menge an Initiator zeigen
keinen Effekt auf die Partikelmorphologie und datikel erscheinen relativ homogen.

Die Homogenitat der Zusammensetzung der Partikaldevum Dichtegradienten mittels
praparativer Ultrazentrifugation untersucht. Polgait und PLLA besitzen eine Dichte von
1,05 g/cni beziehungsweise 1,25 g/@émKompositpartikel, die aus beiden Polymeren
bestehen, sollten eine Dichte zwischen diesen Wéntsitzen. Wasser (1,00 gfrand drei
unterschiedlich konzentrierte Zuckerlésungen m@9ig/cni 1,17 g/cni und 1,34 g/crh

wurden Ubereinander geschichtet. Das Ergebnis digramtiven Ultrazentrifugation ist in
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rrrem——]

Abb. 37: TEM-Aufnahme der Kompositpartikel synthetisiert afur Copolymerisation in den
Miniemulsionstropfen MU116-1(10 Gew.-% MAA, 90 G&wsStyrol, 50 mg V70).

Abb. 38 zu sehen. Im ersten Réhrchen befinden raicte PLLA-Partikel, hergestellt ohne
Verwendung eines weiteren (Co)polymers. Diese IRdrbilden eine dinne Schicht an der
Grenzflache zwischen den Zuckerlésungen mit eirient® von 1,17 und 1,34 g/éraus. Im
zweiten Rohrchen befinden sich reine Polystyrolkalt die an der Grenzflache zwischen
Wasser und der Zuckerlésung mit einer Dichte vof91g/cni gefunden werden.
Kompositpartikel befinden sich in den Roéhrchen 8 8i In keinem dieser R6hrchen sind
reine Polystyrolpartikel zu sehen. Die unterstei@thist immer etwas Uber der von reinen
PLLA-Partikeln, was beweist, dass keine reinen PiRa#tikel in den Dispersionen
vorhanden sind. Die erhaltenen Partikel bestehemtsonmer aus beiden Polymeren. Die
beiden Polymere sind aber heterogen zwischen derkdétaverteilt, was zu einer breiten
Dichteverteilung und daher zu mehreren verschigd&uohichten in den Rohrchen fuhrt. Die
verschiedenen Schichten sind zwischen den Pfegemdn Rohrchen 3 bis 8 zu sehen. Mit
steigender Menge an eingesetztem MAA erhéht siehOichte der Kompositpartikel, was
zeigt, dass mehr MAA-Einheiten in der Polymerkettegebaut sind™*? Die Menge an
verwendetem Initiator zeigt keinen wesentlichen ekff auf die Dichteverteilung der
Kompositpartikel.

Die Anzahl an Carboxylgruppen auf der Oberflacher deartikel wurde mittels
Polyelektrolyttitration gemessen. Die Proben wurblenpH 2,5 und 9 titriert. PMAA besitzt
einen pks-Wert von 4,6 Bei pH 2,5 sind die Carboxylgruppen protoniert wsderfolgt
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Abb. 38: Praparative Ultrazentrifugation der Kompositpartiken Zuckerdichtegradienten, synthetisiert
durch Copolymerisation in Miniemulsion. Die Parfilstnd an oder zwischen den Pfeilen zu
sehen.

lediglich die Detektion der SDS-Sulfatgruppen, veidd bei pH 9 sowohl die deprotonierten
Carboxyl-, als auch die Sulfatgruppen titriert waardAus der Differenz der Werte bei pH 9
und 2,5 lasst sich die Anzahl der Carboxylgruppgrdar Oberflache der Partikel bestimmen.
Wie erwartet, steigt die Anzahl der Carboxylgrupper der Oberflache mit zunehmendem
Methacrylsduregehalt (siehe Tab. 17). Bei Verwegduon 10 Gew.-% MAA und 25 mg
V70 konnten 4,99 Carboxylgruppen pro hgemessen werden. Die Proben MU116-(1-3)
wurden mit der doppelten Initiatormenge hergesteldr Polymerisationsumsatz ist hoher,
aber die Anzahl an Carboxylgruppen ist geringfliggjner im Vergleich zu MU115-(1-3).
PLLA ist ein bioabbaubarer Polyester, wahrend derstéllung der Partikel durch Ultraschall
und Erhitzen, degradiert das Polymer, wodurch Cailgouppen entstehef?® ** Dadurch
besitzen auch Partikel, die nur aus PLLA beste@amboxylgruppen auf der Oberflache. Die
Anzahl an Carboxylgruppen auf der Oberflache detikgh von MU115-3 und MU116-3 ist
geringer als bei MU111-1, da sie aus PLLA und nfahktionalisiertem Polystyrol bestehen.
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Tab. 17: Anzahl der Carboxylgruppen der funktionalisierterLR-Partikel, synthetisiert durch
Copolymerisation in Miniemulsion.

Proben- MAA Styrol Initiator Anzahl der Carboxylgruppen
bezeichnung [Gew.-%] @ [Gew.-%] @ [mg] pro Partikel [1/nm 7]
MU115-1 10 90 285000 4,99
MU115-2 5 95 25 145000 2,51
MU115-3 0 100 71100 1,45
MU116-1 10 90 248000 4,39
MU116-2 5 95 50 135000 2,45
MU116-3 0 100 75400 1,46
MuU111-1" 0 0 0 92900 1,86

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
[b] Reine PLLA-Partikel.

5.2.2 Herstellung von carboxylfunktionalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-Komposit-
partikeln aus zwei vorgefertigten Polymeren

vdan

Kombination aus Miniemulsion- und Lésungsmittehaargpfungstechnik hergestellt (siehe

Die carboxylfunktionalisierten Kompositpartikel unter Verwendung einer
Abb. 38) Fur den Emulgierungsschritt wurden beraisi vorgefertigte Polymere verwendet,
die entweder zuvor mittels Losungspolymerisation @hloroform (A) oder durch
Miniemulsionspolymerisation (B) synthetisiert wonderaren. Eine schematische Darstellung

der Praparation der Partikel ist in Abb. 39 zu sehe

N Y N
/\ m
N M~ A
o — —
v
/ / \. < Verdampfen
\ < von
— . /l Ultraschall Chloroform
— @ l
s @_ o
v .
c@ Poly(L-lactid) — SDS
@ Poly(MAA-co-St) O Chloroform
O wasser + PMI
Abb. 39: Schematische Darstellung der Praparation carboxykfionalisierter Kompositpartikel unter

Verwendung zweier vorgefertigter Polymere.
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A) Synthese von P(MAA-co-St) durch Losungspolyateaisin Chloroform

Im ersten Schritt wurde P(MAA&e-St) durch Ldsungspolymerisation in Chloroform
hergestellt und anschlieRend wurden beide Polyn{B®(@®AA-co-St) und PLLA) zur
Praparation der Kompositpartikel verwendet.

Die Kompositpartikel (Proben MU122) besitzen eingctischnittliche Groé3e von ungefahr
150 nm und sind etwas grof3er als die Partikelddireh Copolymerisation in Miniemulsion
in Gegenwart von PLLA (Proben MU115 und MU116) $wtisiert wurden (siehe Tab. 18).
Wahrend der Bildung der Tropfen durch Ultraschatidsbereits beide Polymere in der
organischen Phase vorhanden, wodurch sich die ¥isika@rhoht. Nach dem Schallen werden
somit groRere Tropfchen und nach dem Verdampfen @bloroform schliefl3lich grol3ere
Partikel erhalten. Die Partikel besitzen mit eine®@Dl von 0,1 eine einheitliche
GroRRenverteilung. Der Polymerisationsumsatz voiG2a.-% ist vergleichbar mit dem Wert
der Copolymerisation in Miniemulsion. Die Proben MR6 wurden analog hergestellt,
allerdings ohne PLLA. Sie besitzen eine durchsdiotie Gré3e von 70 nm und werden als
Referenz zur Bestimmung der Oberflachenfunktiorealisig verwendet.

Das Molekulargewicht NI, 4000 g/mol,M,, 10000 g/mol) von P(MAAco-St) und PS,
hergestellt durch Ldsungspolymerisation in Chlonofp ist geringer als bei der
Polymerisation in den Chloroformtropfchen der Mmidsion (siehe Abschnitt 5.2.1). Das
Monomerverhaltnis zeigt nur wenig Einfluss auf d&olekulargewicht oder deren
Verteilung. Die Zusammensetzung des Copolymers evundittels potentiometrischer
Titration und aus einéH-NMR-Messung, wie in Abschnitt 5.2.1 beschriebesstimmt. Der
mittels Titration bestimmte Anteil an MAA im Copaher betragt 13,4 Gew.-%, wahrend
11,0 Gew.-% aus der NMR-Messung erhalten werdesh¢sAbb. 40). Betrachtet man das
urspringlich eingesetzte Monomerverhéltnis von W& MAA und 95 Gew.-% Styrol
erscheinen die erhaltenen Messergebnisse zuehstirech. Bei der Copolymerisation in den
Miniemulsionstrépfchen, mit und ohne Chloroform,raviein geringerer MAA-Anteil mit
Copolymer erhalten. MAA ist nicht nur in Chloroforpeziehungsweise Styrol, sondern auch
in der Wasserphase |6slich, wodurch sich das cgthmktionalisierte Monomer in beiden
Phasen befindet. Da die kontinuierliche Phase euntlidh groR3eres Volumen als die
dispergierte Phase aufweist und die Polymerisatimrch den 6lléslichen Radikalstarter in
den Tropfchen initiiert wird, wird dadurch der Embder in der Wasserphase gelosten MAA-
Einheiten in die Polymerkette erschwert. Bei desuigspolymerisation in Chloroform tritt

dieses Problem nicht auf, da der Initiator undlskelen Monomere sich immer in der einzig
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vorhandenen Chloroformphase befinden. Es wird kellstdndiger Monomerumsatz erreicht
und der Einbau von MAA gegenuber Styrol in die lrodykette findet somit bevorzugt statt.

Tab. 18: PartikelgréRe und Monomerumsatz der Kompositpdrtikel Molekulargewicht von P(MAA-
co-St) und PS.
MAA | Styrol | Teilchen- Monomer- MAA
bezpéi%?]?]r:mg [Gew.- | [Gew.- | groBe PDI® | umsatz alla /mN(I)']] [d] [glnl:/l(;'j] @ | DY [Gew.-
%] %] [nm] [Gew.-%)] %]
mit 300 mg PLLA
MU122-1 5 95 154 0,10 18,0 4300 10700 |2,48 | 13,4
MU122-2 0 100 146 0,10 21,6 4600 9900 2,16 0
ohne PLLA
MU126-1 5 95 73 0,14 26,4 2800 11100 | 3,97 | 13,2
MU126-2 0 100 70 0,15 23,5 3100 10500 | 3,44 0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

[b] Die TeilchengrofRe und deren Verteilung wurdehDhS-Messungen bestimmt.

[c] Der Monomerumsatz wurde gravimetrisch bestimmt.

[d] Aus GPC-Messungen in THF bestimmt.

[e] Der Anteil an MAA im Copolymer wurde mittels fmtiometrischer Titration bestimmt.

F [ppm]

Abb. 40: Ausschnitt aus detH-NMR-Spektren von a) MU122-1 und b) MU122-2. Dieriositpartikel
wurden in DMSO-¢g bei 300 MHz in Heterophase gemessefppm] = 11,7-12,3 (s, 1H,
Proton der Carboxylgruppe von MAA); 6,2-8,2 (m, Btfpmatenprotonen von PS).

TEM-Aufnahmen der Kompositpartikel sind in Abb. 4l sehen. Bei Verwendung von
5 Gew.-% MAA fir die Copolymerisation entstehen rggharische Partikel, wohingegen bei
Verwendung von Styrol als einzigem Monomer Janusieh gebildet werden. Die

Verwendung von MAA andert die Hydrophobizitat degpGlymers, womit sich auch die

Morphologie der Kompositpartikel andert. Die Bilduwon janusartigen Strukturen zeigt,
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dass die Wechselwirkungen der beiden Polymere enitMhsserphase beinahe identisch sind,
was auch durch die Tensidmenge beeinflusst wirddeBBolymere sind hydrophob, zeigen
keine Tendenz zur Wasserphase und separieren idathen Tropfen/Partikel zu janusartigen
Strukturen. Janus-Partikel, die beispielsweiseaudieiner Seite funktionelle Gruppen tragen,

konnen mit einer bestimmten Orientierung an einer@che oder Zelle angebunden werden.

Janus-Partikel finden weiterhin Anwendung als Tpantsystem fur medizinische Wirkstoffe,

in Solarzellen oder auch in Leuchtdiod&f.>*37]

Abb. 41: TEM-Aufnahmen der Kompositpartikel hergestellt awgei vorgefertigten Polymeren:
a) MU122-1 (5 Gew.-% MAA, 95 Gew.-% Styrol), b) \23-2 (100 Gew.-% Styrol).

Die Homogenitat der Partikelzusammensetzung und elifolgreiche Bildung von
Kompositpartikeln wurden mittels praparativer Uteatrifugation im Dichtegradienten
untersucht. Hierfir wurden die gleichen Zuckerld@gam wie in Abschnitt 5.2.1 verwendet.
Das 1. Rohrchen enthalt reine PLLA-Partikel, dieeediinne Schicht an der Grenzflache
zwischen den Zuckerlésungen mit einer Dichte vai Iynd 1,34 g/cthausbilden (siehe
Abb. 42). Im 2. Roéhrchen befinden sich P(MA&A-St)-Partikel, die analog zur Probe
MU122-1 hergestellt wurden, allerdings ohne Verwerglvon PLLA. Eine Schicht an der
Grenzflache zwischen den Lésungen mit einer Dioote 1,09 und 1,17 g/chist zu sehen.
Zusétzlich sind die Partikel in der ganzen Phaseetnier Dichte von 1,09 g/chverteilt.
Rohrchen 3 enthélt reine PS-Partikel, die eine di®ohicht an der Grenzflache zwischen
Wasser und der Zuckerldsung mit einer Dichte vd@® Jy/cni ausbilden. Das 4. Réhrchen
enthalt Probe MU122-1 bestehend aus 5 Gew.-% MAAGBw.-% Styrol und PLLA. Weder
reine P(MAA-€0o-St)- noch reine PLLA-Partikel sind zu sehen. Dientpositpartikel sind in
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der Zuckerldsung mit einer Dichte von 1,17 glararteilt. Im 5. R6hrchen befindet sich die
Kompositpartikel von Probe MU122-2, hergestellt &% und PLLA. Weder reine PS- noch
reine PLLA-Partikel kénnen erkannt werden. Die Kasifpartikel befinden sich an der
Grenzflache zwischen den Zuckerlésungen mit 1,09 1147 g/cm. Im 6. Réhrchen wurde
eine Mischung aus reinen P(MA#c-St)- und reinen PLLA-Partikeln aufgetragen. Dies
wurde als Kontrolle durchgefihrt, um die Effektétit der Separation durch
Ultrazentrifugation zu Uberprifen. Die ausgebildeté&chichten stimmen mit den
entsprechenden reinen Proben Uberein. Mittels patiper Ultrazentrifugation im
Dichtegradienten kann somit nachgewiesen werdess, blei der Praparation der Teilchen nur
Kompositpartikel, bestehend aus zwei verschied®&uodymeren, entstehen.

Abb. 42 Praparative Ultrazentrifugation der Kompositpartiken Zuckerdichtegradienten, hergestellt
durch die Verwendung zweier vorgefertigter Polymere

Die Anzahl an Carboxylgruppen auf der OberflacheRbatikel wurde wie in Abschnitt 5.2.1

beschrieben bestimmt und die Ergebnisse sind in T@bzu sehen. Reine PLLA-Partikel
(MU111-1) besitzen 1,86 Carboxylgruppen pro“ramif Grund von Bindungsspaltung des
bioabbaubaren Polyesters wahrend der PartikelmldBrobe MU122-1 mit 5 Gew.-% MAA

zeigt mit 1,96 Carboxylgruppen pro fAreinen minimal hoheren Wert. Probe MU122-2
besitzt 0,88 Carboxylgruppen pro hmBetrachtet man die TEM-Aufnahme und
bertcksichtigt, dass es sich hier um Janus-Parhkeldelt, die etwa je zur Halfte aus
unfunktionalisiertem PS und PLLA bestehen, erschestwa der halbe Wert der

Carboxylgruppendichte von reinen PLLA-Partikeln chaus als sinnvoll. Die Partikel von
Probe MU126-1 wurden analog zu MU122-1 hergestallerdings ohne PLLA und besitzt
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1,23 Carboxylgruppen pro rfmAuf den ersten Blick erscheint dieser Wert alsr sgering.

Um die Oberflache der Partikel zu berechnen, wirgeaommen, dass es sich um sphéarische
Teilchen handelt, die eine ebene Oberflache besitbée reinen P(MAAeco-St)-Partikel
besitzen wahrscheinlich eine weniger strukturig@tberflache als die Kompositpartikel,

wodurch weniger Carboxylgruppen titriert werden tkén.

Tab. 19: Anzahl der Carboxylgruppen der funktionalisiertehn.LR-Partikel, hergestellt aus zwei
vorgefertigten Polymeren.

Proben- MAA Styrol Anzahl der Carboxylgruppen

bezeichnung [Gew.-%] @ [Gew.-%] @ pro Partikel | [1/nm 7
mit 300 mg PLLA
MU122-1 5 95 142000 1,96
MU122-2 0 100 59800 0,88
ohne PLLA
MU126-1 5 95 20000 1,23
MU126-2 0 100 0 0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(1

B) Synthese von P(MAA-co-St) durch Copolymerisatidliniemulsion

Im ersten Schritt wurde P(MAAe-St) durch Copolymerisation in Miniemulsion
synthetisiert, aufgereinigt und getrocknet. Ansefddind wurden P(MA&o-St) und PLLA im
zweiten Schritt zur Herstellung der Kompositpartikerwendet.

Die erhaltenen Kompositpartikel besitzen eine dsebhittliche GroRe von 200 nm (mit
MAA) und 160 nm (ohne MAA) und sind etwas groRex dile Partikel, die mit dem Polymer
aus der Losungspolymerisation in Chloroform hemglisivurden (siehe Tab. 20). Ursache
hierfir ist die groRere Menge an (Co)polymer undndedheren Molekulargewicht im
Vergleich zu den Proben MU122-(1 und 2). MU161-%itz¢ mit einem PDI von 0,2 eine
breitere GrofRenverteilung als MU161-2 mit einem RDBh 0,1. Bei der Synthese des
(Co)polymers in Miniemulsion konnte ein nahezu sw@hdiger Monomerumsatz erzielt
werden. Die Polymerisation in einer Standardminision, ohne Verwendung von
Chloroform, fuhrt zur Bildung von Polymeren mit em deutlich héheren Molekulargewicht.
Bei der Polymerisation von MAA und Styrol wird egeringeres Molekulargewicht erhalten
als bei der Polymerisation von Styrol. Die Zusamse¢zung des Copolymers wurde durch
Titration bestimmt. Mit 3.8 Gew.-% liegt der Anteih MAA in den Copolymerketten etwas

unter dem urspringlich eingesetzten Monomerverisaltn
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Tab. 20: PartikelgroRe der Kompositpartikel und Molekulargelw von P(MAA-co-St) und PS.
Proben- MAA Styrol Tellr%r[\seen- P! n w okl

bezeichnung | [Gew.-%]® | [Gew.-%] ™ [?1 m]® [g/mol] | [g/mol] @ [Gew.-%]
MU161-1 5 95 202 0,22 | 58500 | 209000 |3,57 3,8
MU162-2 0 100 161 0,12 | 103000 | 323000 |3,12 0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(6

[b] Die TeilchengrofRe und deren Verteilung wurdehDhS-Messungen bestimmt.

[c] Aus GPC-Messungen in THF bestimmt.

[d] Der Anteil an MAA im Copolymer wurde mittels mmtiometrischer Titration bestimmt.

TEM-Aufnahmen der Kompositpartikel sind in Abb.48 sehen. Mit MAA (MU161-1)
besitzen die Partikel eine hemispharische Struktéhrend ohne MAA (MU161-2) Partikel
mit einer janusartigen Morphologie erhalten werdBre erhaltenen Partikelmorphologien

sind vergleichbar mit den Teilchen, bei denen @ygolymer durch Lésungspolymerisation

in Chloroform erhalten wurde.

Abb. 43: TEM-Aufnahmen der Kompositpartikel hergestellt aawei vorgefertigten Polymeren:
a) MU161-1 (5 Gew.-% MAA, 95 Gew.-% Styrol), b) MWd-2 (100 Gew.-% Styrol)

Die erfolgreiche Bildung von Kompositpartikeln werdzusatzlich mittels praparativer
Ultrazentrifugation im Dichtegradienten, unter Verdung der gleichen Zuckerlésungen wie
in Abschnitt 5.2.1, untersucht (siehe Abb. 44). Da&kohrchen enthélt reine PLLA-Partikel,
die eine dinne Schicht an der Grenzflache zwisdeanZuckerldsungen mit einer Dichte von
1,17 und 1,34 g/ct ausbilden. Das zweite Roéhrchen enthalt Partikéd, mhit dem
ursprunglichen Monomerverhéltnis von 5 Gew.-% MAAJWOS Gew.-% Styrol synthetisiert
wurden, und im 3. Rohrchen wurden reine PS-Paréikédetragen. Beide Partikel bilden eine
duinne Schicht an der Grenzflache zwischen WasskdenZuckerlésung mit 1,09 g/éraus,

wurden Uber Miniemulsionspolymerisation in Minieioh synthetisiert und zur Herstellung
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der Kompositpartikeln MU161-(1 und 2) verwendet.f ABrund der hoheren Dichte der
P(MAA-co-St)-Partikel, im Vergleich zu den reinen PS-Pafhk befindet sich die Schicht
leicht unterhalb der reinen PS-Teilchen. Im 4. 6Bn@&6hrchen wurden die Kompositpartikel
aufgetragen. Sie befinden sich an der Grenzflaghgchen den Zuckerldsungen mit 1,09 und
1,17 g/crﬁ und besitzen somit eine Dichte zwischen den reP®nund den reinen PLLA-
Partikeln, was die erfolgreiche Bildung von Komppartikeln belegt. Eine kleinere Menge
ist aber auch an der Grenzflache zwischen WassedenZuckerlésung mit 1,09 g/érand
zwischen den Zuckerldsungen mit 1,17 und 1,34 Ymmsehen. Diese Schichten befinden
sich aber unterhalb der Schicht reiner P(MA&St)/PS-Partikel (Rohrchen 2+3) und
uberhalb der Schicht reiner PLLA-Partikel (R6hrcHgn Sie bestehen demzufolge aus den
beiden verschiedenen Polymeren. Im ersten Falmibgend aus PS mit wenig PLLA und im
zweiten Fall Uberwiegend aus PLLA mit wenig PS.<Dieweist, dass in den Dispersionen
der Kompositpartikel keine reinen P(MAZo-St)/PS-Partikel oder reine PLLA-Partikel

vorhanden sind.

Abb. 44: Praparative Ultrazentrifugation der Kompositpartiken Zuckerdichtegradienten, hergestellt
durch die Verwendung zweier vorgefertigter Polymere

Die Anzahl an Carboxylgruppen auf der Partikeldetfe wurde wie in Abschnitt 5.2.1
beschrieben gemessen, und die Ergebnisse sindir2Iau sehen. Bei der Verwendung von
MAA sind mehr Carboxylgruppen auf der Oberflache Eartikel vorhanden. Die erhaltenen
Werte flr beide Proben sind etwas geringer im \écblzu den Nanopartikeln, bei denen das

(Co)polymer tber Losungspolymerisation synthetisiarden war. Dies lasst sich durch den
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hoheren Anteil an Polystyrol in den Kompositpartikend durch weniger MAA-Einheiten
im Copolymer erklaren.

Tab. 21: Anzahl der Carboxylgruppen der funktionalisierteh LR-Partikel, hergestellt aus zwei
vorgefertigten Polymeren.
Proben- MAA Styrol Anzahl der Carboxylgruppen
bezeichnung [Gew.-%] @ Gew.-%™ pro Partikel [1/nm 7]
MU161-1 5 95 179000 1,40
MU161-2 0 100 60100 0,74

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(6

PLLA/P(MAA-co-St)-Kompositpartikel mit Carboxylgruppen auf debedflache kdnnen
Uber eine Kombination aus Miniemulsion, freier kadischer Copolymerisation und
Losungsmittelverdampfungstechnik hergestellt werd®ird die Copolymerisation in
Miniemulsion in Gegenwart von PLLA durchgefuhrttsgehen Nanopartikel mit 130 nm im
Durchmesser. Bei Verwendung zweier vorgefertigtelyiere entstehen Kompositpartikel
mit 150 nm oder 180 nm, je nach Syntheseroute deslmers. Entsprechend der gewéahlten
Syntheseroute und Monomerverhaltnis kann dabeiMbephologie der Kompositpartikel
zwischen homogen, hemispharisch und janusartigevawerden. Bei Verwendung von mehr
Methacrylsdure kann eine hoéhere Carboxylgruppetelicluf der Oberflache der Partikel
nachgewiesen werden. Kompositpartikel, die durch pdBanerisation in den
Miniemulsionstropfchen in Gegenwart von PLLA syritiert wurden, besitzen die hdchste
Carboxylgruppendichte auf der Oberflache. Bei Vewweng zweier vorgefertigter Polymere
wahrend der Emulgierung besitzen die Kompositpalktikei denen das Copolymer durch
Losungspolymerisation hergestellt wurde eine hoheaeboxylgruppendichte als bei der

Standardminiemulsionspolymerisation.

5.2.3 Herstellung von aminofunktionalisierten PLLAP(AEMH- co-St)-Komposit-
partikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion

Es konnte bereits gezeigt werden, dass nicht mbogglfunktionalisierte Partikel von Zellen
aufgenommen werden, sondern auch Teilchen, die égnuppen auf der Oberflache
besitzen!®® Zusatzlich kénne diese Aminogruppen auch zur Apkapy von Biomolekiilen
verwendet werden. In den nachsten zwei Abschnitted die Herstellung von PLLA-
basierten Nanopartikeln beschrieben, die mit Amiopgen auf der Oberflache

funktionalisiert sind. PLLA/P(AEMH:z0-St) -Kompositpartikel wurden auf die gleiche Weise
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synthetisiert wie die PLLA/P(MAAco-St)-Partikel mit der Ausnahme, dass das Monomer
AEMH in der Wasserphase gel6st wurde und CTMA-GI kadtionisches Tensid verwendet
wurde. SDS kann als Tensid nicht verwendet werdanes eine entgegengesetzte Ladung
zum Aminomonomer besitzt.

Die Partikel, die mit 10 Gew.-% AEMH hergestellt ndan, besitzen eine durchschnittliche
GroRe von 156 nm, welche sich bei Verwendung vomigez aminofunktionalisiertem
Monomer etwas verkleinert und schlieBlich 142 nrreieht, wenn kein AEMH fir die
Polymerisation verwendet wird (siehe Tab. 22). Béfergleich der Teilchengrof3en der
Partikel, die mit CTMA-CI oder SDS hergestellt wend ist zu sehen, dass die mit CTMA-CI
stabilisierten Partikel grof3er sind und eine breit&réRRenverteilung aufweisen als die SDS
stabilisierten Teilchen. Zusatzlich ist der Monoamasatz mit ungefahr 36 Gew.-% und das
Molekulargewicht etwas hoher als bei den Probes ait dem anionischen Tensid SDS und
MAA synthetisiert wurden. Die Zusammensetzung degpdlymers wurde ausH-NMR-
Messungen bestimmt (siehe Abb. 45). Durch Integnatler Protonen der Aminogruppe
zwischen 8,2 und 8,8 ppm koénnen die Werte mit deram@tenbereich von Polystyrol
zwischen 6,2 und 8,1 ppm verglichen werden. Prolk¢l86-2 besitzt mit 12,9 Gew.-%
AEMH im Copolymer einen etwas hoheren AEMH-Antdd aingesetzt, wahrend sich Probe
MU136-3 mit 4,6 Gew.-% minimal unterhalb des eirge®en Monomerverhaltnisses
befindet. Die erhaltenen Werte sind mit den Cope@ysationsdaten von MAA und Styrol

vergleichbar.

Tab. 22: PartikelgréRe und Monomerumsatz der Kompositpdrtike
Proben- AEMH | Styrol | Teilchen- Monomer- M M AEMH
bezeichnun [Gew.- |[Gew.- | groRe |PDI®| umsatz [ /monl] @ | /m(;j] @| DY |[Gew.-
g %] [a] %] [a] [nm] [b] [Gew.-%] [ |19 g %] [e]
MU136-2 10 90 156 0,16 37,7 -[f] 12,9
MU136-3 5 95 143 0,16 34,5 9700 36900 |3,80| 4,6
MU136-4 0 100 142 0,15 35,5 9900 35700 | 3,61 0
MU137-19 0 0 151 | 0,14 - - 0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(1

[b] Die TeilchengrdéRe und deren Verteilung wurdagh@hS-Messungen bestimmt.
[c] Der Monomerumsatz wurde gravimetrisch bestimmt.

[d] Aus GPC-Messungen in THF bestimmt.

[e] Der Anteil an AEMH im Copolymer wurde mittelld-NMR-Messungen bestimmt.
[f] Das Copolymer ist nicht vollstandig 16slich THF.

[0] Reine PLLA-Partikel.
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F [ppm]

Abb. 45: Ausschnitt aus defH-NMR-Spektren von a) MU136-2, b) MU136-3 und c) 16+4. Die
Kompositpartikel wurden in DMSQsdoei 300 MHz in Heterophase gemesgedippm] = 8,2—
8,8 (s, 3H, Proton der Aminogruppe von AEMH); 6,2-8n, 5H, Aromatenprotonen von PS).

TEM-Aufnahmen von MU136-2 und MU136-4 sind in AblG gezeigt. Partikel, die mit 10
oder 5 Gew.-% AEMH hergestellt wurden, besitzere ¢diemispharische Morphologie. Ohne
AEMH und der Verwendung von Styrol als einzigem Morer entstehen Janus-Partikel. Die
erhaltenen Morphologien sind vergleichbar mit demtiReln, die mit MAA und SDS unter

Verwendung zweier vorgefertigter Polymere erhaltemden.

Abb. 46: TEM-Aufnahmen der aminofunktionalisierten Kompastigel, synthetisiert durch
Copolymerisation in Miniemulsion: a) MU136-2 (10 €% AEMH, 90 Gew.-% Styrol),
b) MU136-4 (100 Gew.-% Styrol).
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Die erfolgreiche Bildung von Kompositpartikeln uilte Homogenitat der Verteilung der
zwei Polymere auf die Partikel wurde zusatzlichctiupraparative Ultrazentrifugation im
Dichtegradienten durchgefuhrt (siehe Abb. 47). tdirewurden die gleichen Zuckerlésungen
wie in Abschnitt 5.2.1 verwendet. Das 1. Rohrcheth@t reine PLLA-Partikel ohne ein
weiteres (Co)polymer. Eine dinne Schicht an den@l&che zwischen den Zuckerlésungen
mit 1,17 und 1,34 g/cirist zu sehen. Im 2. Réhrchen befinden sich Pariilke P(AEMHeo-
St), die mit einem anfanglichen Monomerverhaltros b Gew.-% AEMH und 95 Gew.-%
Styrol synthetisiert wurden. PLLA wurde hierfur Inicverwendet. Die Copolymerpartikel
befinden sich nach der Ultrazentrifugation an deer@flache zwischen Wasser und der
Zuckerldsung mit 1,09 g/cin Das letzte Rohrchen (Nr. 6) enthalt als Kontrofime
“physikalische” Mischung der zwei eben erwadhnternrtikal, die sich ihren Dichten
entsprechend auftrennen. Dies zeigt, dass einehMiigr zweier Partikel unterschiedlicher
Dichte durch Ultrazentrifugation getrennt werdemrkaln den Rohrchen 3 bis 5 wurden die
Kompositpartikel aufgetragen. Die Rohrchen 4 undetgen eine vernachlassigbar kleine
Menge an reinen Polystyrolpartikeln oder Kompostigaln mit einer geringen Menge an
PLLA an der Grenzflache zwischen Wasser und derkeilidssung mit einer Dichte von
1,09 g/cm. Die unterste Schicht in den Réhrchen 3 bis Geiskils etwas hoher als die der
reinen PLLA-Partikel im 1. Rohrchen. Dies beweidgss keine reinen PLLA-Partikel
vorhanden sind. Die zwei verschiedenen Polymerd gimischen den Partikeln heterogen
verteilt, was zu einer breiteren Dichteverteilungdwaher zu mehreren Schichten in den

Rohrchen fuhrt. Mit steigender Menge an AEMH erhgibh die Dichte der Kompositpartikel

Abb. 47: Praparative Ultrazentrifugation der Kompositpartiken Zuckerdichtegradienten, synthetisiert
durch Copolymerisation in Miniemulsion.
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minimal, was durch die geringer werdende Intensi&itSchicht an der Grenzflache zwischen
Wasser und der Zuckerlésung mit einer Dichte va@® By/cni und durch die immer tiefere
unterste Schicht zwischen den Zuckerlésungen migreDichte von 1,17 und 1,34 g/2ém
erkannt werden kann.

Die Anzahl an Amino- und Carboxylgruppen wurde tuRblyelektrolyttitration gemessen,
woflur die Dispersionen bei pH 2,5, 6 und 10 mit MEStitriert wurden. Die pkWerte
betragen 3,79 fur L-Milchsaure und 7,6 fur P(AEMHY® 39 Bei pH 2,5 sind die
Aminogruppen von P(AEMHK0-St) und die Carboxylgruppen von PLLA protoniesj pH 6
sind die Carboxylgruppen von PLLA deprotoniert U@l pH 10 sind die Aminogruppen von
P(AEMH-co-St) deprotoniert. Die Anzahl an Carboxylgrupperf a@er Oberflache der
Partikel kann berechnet werden, indem der WertpdepH 6 gemessen wurde von dem Wert
bei pH 2,5 abgezogen wird. Die Anzahl der Aminogrerp kann wiederum berechnet werden,
indem der Wert bei pH 10 vom Wert bei pH 6 abgemogérd. Bei Verwendung von
10 Gew.-% AEMH fir die Copolymerisation werden 0/Ainogruppen pro nferreicht,
dieser Wert verringert sich auf 0,28 Aminogruppea pnt, wenn fiir die Copolymerisation
nur die Halfte an Aminomonomer verwendet wird (siefiab. 23). Die Anzahl an
Carboxylgruppen schwankt zwischen 0,48 und 0,8Q@en pro nrh Vorher wurde bereits
gezeigt, dass wahrend der Praparation der Partlgsl bioabbaubare Polymer PLLA
degradiert und somit Carboxylgruppen gebildet werdiae Carboxylgruppen, die sich an der
Partikeloberflache befinden, kénnten durch die fpasiLadung der Tensidmolekile oder
durch AEMH neutralisiert werden. Daher variieree demessenen Carboxylgruppenwerte
bei den einzelnen Proben. Durch Polyelektrolytalion bei drei verschiedenen pH-Werten
konnte somit das Vorliegen von bifunktionellen Hath mit Amino- und Carboxylgruppen

nachgewiesen werden.

Tab. 23: Anzahl der Amino- und Carboxylgruppen der funktlmierten PLLA-Partikel, hergestellt
durch Copolymerisation in Miniemulsion.
Anzahl der
Proben- AEMH a Styrol @ | Amino- Amino- Carboxyl- | Carboxyl-
bezeichnung [Gew.-%)] [Gew.-%)] gruppen gruppen gruppen gruppen
pro Partikel [1/nm? | pro Partikel [1/nm?]
MU136-2 10 90 42600 0,56 60900 0,80
MU136-3 5 95 18300 0,28 31200 0,48
MU136-4 0 100 0 0 37600 0,60
MU137-1" 0 0 0 0 35900 0,50

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
[b] Reine PLLA-Partikel.
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5.2.4 Herstellung von aminofunktionalisierten
partikeln aus zwei vorgefertigten Polymeren

PLLAP(AEMH- co-St)-Komposit-
Im ersten Schritt wurde P(AEMEe-St) durch Copolymerisation in Miniemulsion
synthetisiert, aufgereinigt und getrocknet. Ansefddind wurden P(AEMIde-St) und PLLA

im zweiten Schritt zur Praparation der Kompositgattverwendet.

Die hergestellten Kompositpartikel besitzen einechlschnittliche Groéf3e von ungefahr
170 nm und sind 20 — 30 nm groRRer als die Teilcldda, durch Copolymerisation in
Miniemulsion hergestellt wurden (siehe Tab. 24 Deilchengrél3enverteilung ist bei beiden
Praparationsrouten vergleichbar. Wie schon erwé&rhtjht die Gegenwart beider Polymere
in der organischen Phase die Viskositat, was naoh 8challen zu groReren Tropfchen und
nach dem Verdampfen von Chloroform schlie3lich zdidgren Partikeln fuhrt. Die zuerst
separat durchgefiihrte Synthese des (Co)polymerdMimemulsion fihrte zu nahezu
vollstandigen Umséatzen. Das Molekulargewicht igitiieh héher als bei der Polymerisation
in den Chloroformtrépfchen. Wie schon bei der Pdyisation von MAA/Styrol, besitzt das
P(AEMH-co-St) ein geringeres Molekulargewicht als PS. Diewéndung von AEMH und
CTMA-CI an Stelle von MAA und SDS zeigt keinen wediehen Einfluss auf das

Molekulargewicht.

Tab. 24: PartikelgréRe der Kompositpartikel und Molekularge von P(AEMH-co-St) und PS.
Proben- AEMH Styrol Te"rgrr‘;z”' " M M ot
bezeichnung | [Gew.-%]™® | [Gew.-%] @ [?1m] [b] [g/mol] [ [g/mol] @
MU146-1 5 95 171 0,16 66500 205000 3,08
MU146-2 0 0 168 0,15 72500 301000 4,15

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(6
[b] Die TeilchengréRe und deren Verteilung wurdahDhS-Messungen bestimmt.
[c] Aus GPC-Messungen in THF bestimmt.

TEM-Aufnahmen der aminofunktionalisierten Kompoaitikeln sind in Abb. 48 zu sehen.
Sie besitzen hauptséachlich eine janusartige Mogmhe] unabhéngig vom verwendeten
(Co)polymer. Zur Praparation der Kompositpartikelrde die gleiche Menge PLLA und

(Co)polymer verwendet.
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Abb. 48: TEM-Aufnahmen der aminofunktionalisierten Kompastigel, hergestellt aus zwei
vorgefertigten Polymeren: a) MU146-1 (5 Gew.-% AEMK5 Gew.-% Styrol),
b) MU146-2 (100 Gew.-% Styrol).

Die erfolgreiche Bildung von Kompositpartikeln werderneut mittels préaparativer
Ultrazentrifugation im Dichtegradienten untersuchgfir die gleichen Zuckerlésungen wie
in Abschnitt 5.2.1 verwendet wurden. Im 1. Réhrcbefinden sich reine PLLA-Partikel, die
eine diinne Schicht an der Grenzflache zwischerZdekerlésungen mit 1,17 und 1,34 gfcm
ausbilden (siehe Abb. 49). Das 2. Rohrchen enthaitikel aus P(AEMHo0-St), die mit
einem 5 Gew.-% AEMH und 95 Gew.-% Styrol, aber oRh&A, synthetisiert wurden. Eine
diinne Schicht an der Grenzflache zwischen WasskdenZuckerlésung mit 1,09 g/érist

zu sehen. Rohrchen 3 und 4 enthalten die KomposkpaMU146-1 und -2. Die Partikel
bilden eine breite Schicht an der Grenzflache zZwéacden Zuckerlésungen mit 1,09 und
1,17 g/cmi aus. Die Kompositpartikel besitzen eine Dichtes divischen den Dichten der
beiden verwendeten Polymeren liegt, was beweists dompositpartikel vorliegen. Eine
kleine Menge der Partikel befindet sich an der @Gflénhe zwischen Wasser und der
Zuckerldsung mit 1,09 g/cinaber die Schicht befindet sich immer noch unterbar reinen
P(AEMH-co-St)-Partikel. An den Grenzflachen der unterschiobdl konzentrierten
Zuckerlosungen findet Diffusion statt, wodurch siér urspringliche Dichtesprung direkt
nach der Ubereinanderschichtung der Zuckerlosurigeginen Dichtegradienten wandelt.
Dies beweist, dass beide Proben (MU146-1 und -Rjekesinen P(AEMHz0-St)- oder PS-
Partikel enthalten, sondern Kompositpartikel mieen geringerem PLLA-Anteil.
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Abb. 49: Praparative Ultrazentrifugation der Kompositpartiken Zuckerdichtegradienten, hergestellt

durch die Verwendung zweier vorgefertigter Polymere

Die Polyelektrolyttitration wurde wie in Abschnif.2.3 beschrieben durchgefihrt und die
Ergebnisse in Tab. 25 zusammengefasst. Mit 0,12n8gtuppen pro nfi(MU146-1) ist der
Wert geringer im Vergleich zu den aminofunktionaliten Kompositpartikeln, die durch
Copolymerisation in Miniemulsion hergestellt wurd@iU136-3). Ursache hierfir konnten
die die duradtie
Praparationsmethoden erhalten werden. Bei den Rrd¥&136-2 und 3, die durch

unterschiedlichen  Morphologien sein, zwei verschiedenen
Copolymerisation in Miniemulsion in Gegenwart vobhlLR durchgefiihrt wurden, entstehen
hemispharische Partikel. Die aminofunktionalisigP®-Phase besitzt somit eine prozentual
grolRere Kontaktflache pro Partikel zur Wasserpladselie janusartigen Partikel, die bei der
Verwendung zweier vorgefertigter Polymere gebildetrden. Bei letzteren besteht die
Kontaktflache zur Wasserphase zu etwa jeweils 508 uAd PLLA. Die Anzahl an

Carboxylgruppen ist fir beide Proben (MU146-1 uzdungefahr gleich grol3.

Tab. 25: Anzahl der Amino- und Carboxylgruppen der funktlmierten PLLA-Partikel, hergestellt
durch die Verwendung zweier vorgefertigter Polymere
Anzahl der
Proben- AEMH Styrol Amino- Amino- | GOV oxyl-
bezeichnung | [Gew.-%]® | [Gew.-%] ™ grupprgen gruppen grupprgen gruppen
2 2
Partikel [1/nm~] Partikel [1/nm~]
MU146-1 5 95 11400 0,12 64800 0,70
MU146-2 0 100 0 0 56600 0,64

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(1



92 5 Ergebnisse und Diskussion

Funktionalisierte PLLA/P(AEMH:z0-St) Kompositpartikel mit Amino- und Carboxylgruppe
auf der Oberflache konnen ebenso Uber eine Kombmaaus Miniemulsion, freier
radikalischer Copolymerisation und Losungsmittedenpfungstechnik hergestellt werden.
Kompositpartikel mit 150 nm im Durchmesser werdemi bCopolymerisation in
Mimiemulsion erhalten. Werden beim emulgierendernri®c bereits zwei vorgefertigte
Polymere eingesetzt, entstehen Teilchen mit etwarli. Die Morphologie kann zwischen
hemispharisch und janusartig, je nach verwendeyath®seroute oder Monomerverhaltnis,
variiert werden. Auch hier fuhrt die Copolymerisatiin Miniemulsion zu einer héheren
Aminogruppendichte auf der Oberflache als bei derwéndung zweier vorgefertigter
Polymere.

5.2.5 Herstellung von polyethylenglycolfunktionaligerten  PLLA/P(PEG-co-St)-
Kompositpartikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion

Ziel ist die Synthese von PLLA-basierten Nanopaitik die PEG-Ketten auf der Oberflache
besitzen. Funktionalisiertes PLLA lasst sich nuteuthohem Aufwand herstellen, weswegen
ein anderer Syntheseansatz verfolgt wird. Zur S3s@h der PLLA-basierten PEG-

Kompositpartikel wird analog wie bei den carboxyiduaminofunktionalisierten Teilchen

verfahren. Ein PEG-funktionalisiertes Monomer wimit Styrol copolymerisiert und dieses

Polymer wird zusammen mit PLLA zur Préaparation Eartikel verwendet. Die Synthese des
Copolymers erfolgt in Gegenwart von PLLA in den Mmulsionstropfchen.

Werden Nanopartikel in den Blutkreislauf eines @igmus eingebracht, so lagern sich
Proteine auf der Oberflache ab. Die Makrophageerer&n die so markierten Nanopartikel
und phagozytieren sie. Dies fuhrt schlieBlich zuntf&nung der Nanopartikel aus dem
Blutkreislauf, wodurch sie ihren Bestimmungsorthhioehr erreichen kénnen. Durch PEG-
Gruppen auf der Oberflache der Partikel kann diesofgtion von Proteinen verhindert

werden. Dadurch umgehen die Partikel der Erkenrdurgh die Makrophagen, womit die

Verweildauer im Blutkreislauf erhoht wirf*”

Die Herstellung der PLLA/P(PEG-co-St)-Kompositpeatierfolgt tber eine Kombination aus

Miniemulsion, freier radikalischer PolymerisationduL6sungsmittelverdampfungstechnik. Je
nach Kettenldnge des verwendeten PEG-Monomers &ann der Wasserphase (2080 und
1100 g/mol) oder in der Chloroformphase (1100 u@@ &/mol) geldst werden. Es wird

untersucht, ob PEGylierte Kompositpartikel syntsiett werden kénnen und welchen
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Einfluss der Lésungsort oder die Kettenlange deGRBnomers auf Kompositpartikel und
die Copolymerzusammensetzung hat.

Die erhaltenen Kompositpartikel besitzen eine dsecbhittliche TeilchengréRe zwischen 130
und 170 nm, je nach verwendeter Konzentration ueteldlange des PEG-Monomers. Bei
einer urspringlich eingesetzten Menge von 30 GeWE& werden kleinere Partikel gebildet
als bei 10 Gew.-% und mit steigender PEG-Monomezk&inge werden groRere Partikel
erhalten (siehe Tab. 26). Die PartikelgroRenvengil(PDI) nimmt dabei Werte zwischen 0,1
und 0,2 an, ohne erkennbaren Trend. Mit Hilfe deviRNSpektroskopie wurden der
Monomerumsatz und die CopolymerzusammensetzungrimestDurch Integration tGber den
Aromatenbereich zwischen 6,2 und 7,5 ppm (PS) wd6 ppm (PEG) kdnnen die Werte
mit dem Quartett von PLLA bei 5,2 ppm verglichen rden (siehe Abb. 50). Der
Monomerumsatz betragt etwa 25 Gew.-% und ist mih d&erten, die bei der
Copolymerisation von MAA und Styrol erhalten werdervergleichbar. Die
Zusammensetzung des Copolymers entspricht in etaa@ngesetzten Monomerverhaltnis.
Mit steigender Kettenldnge des eingesetzten PEGekhens erhoht sich die Anzahl an
Polyethylenglycolsegmenten im Copolymer etwas. Qi3 #EG-Monomer dabei in der
Wasserphase (MU156) oder in der Chloroformphasel®R) gelost wird, hat weder Einfluss
auf die Partikelgrof3e, noch auf den Monomerumsaé¢z die Copolymerzusammensetzung.

Tab. 26: Verwendetes PEG-Monomer, TeilchengréRe, Verteilumdy Monomerumsatz der Komposit-
partikel.
PEG Teilchen- Monomer-
beféic():%?\tn Mo |G ef,’vE_fj] (Al [GS\}\)/ tf,)/l] @| groRe | PDI® | umsatz Bemerkung
9 | g/mon e P ) P [Gew.-%)
MU155-1 2080 30 70 166 0,11 24,1 ,
MU155-2 10 90 172|022 | 250 s n
MU156-1 30 70 153 0,18 29,9 phase geldst
MU156-2 1100 10 90 156 0,16 26,3
MU157-1 30 70 148 0,10 28,9 ,
MU157-2 10 90 156 | 019 | 253 ceein
MU158-1 300 30 70 146 0,15 16,7 phase gelost
MU158-2 10 90 130 0,12 24,0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monontgr (1
[b] Die TeilchengrdéfRe und deren Verteilung wurdah@hS-Messungen bestimmt.
[c] Der Monomerumsatz wurde aus NMR-Messungen imesti

TEM-Aufnahmen der Kompositpartikel sind in Abb. Bt sehen. Die Morphologie ist mit
den carboxylfunktionalisierten Kompositpartikelnrgieichbar, die durch Copolymerisation

in Miniemulsion erhalten werden (siehe AbschnitR.5). Weder die Kettenlange des
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verwendeten PEG-Monomers noch der LOsungsort (Wasder Chloroform) oder das
Monomerverhaltnis beeinflussen die Partikelmorpb@o
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Abb. 50: 'H-NMR-Spektrum (CDGI300 MHz) von Probe MU157-2 a) Strukturformel Wy (PEG-

co-St), b) Strukturformel von PLLA[ppm] = 6,2 — 7,5 (m, 5H, 1-H); 5,2 (q, 1H, b-H3;7(m,
4H, 2-H);1,6 (d, 3H, a-H).

Abb. 51: TEM-Aufnahmen der PEG-Kompositpartikel, syntheatisidurch Copolymerisation in
Miniemulsion: a) MU155-2 (10 Gew.-% PEG 2080, 90 wG&  Styrol),
b) MU156-2 (10 Gew.-% PEG 1100, 90 Gew.-% Styrol).
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5.3 Magnetische carboxyl- und aminofunktionalisieré PLLA-basierte
Nanopartikel

Kompositpartikel aus PLLA und P(MAARe-St) oder PLLA und P(AEMH0-St) wurden
Uber eine Kombination aus freier radikalischer QGwperisation und LAsungsmittel-
verdampfungstechnik in Miniemulsion hergestellt.réudie zusatzliche Einkapselung von
Eisenoxidpartikeln mit 25 oder 10 nm im Durchmesserd die Kompositpartikel auch
magnetisch. Die somit erhaltenen Teilchen veremigie Eigenschaften der beiden
vorhergegangenen Kapitel (5.1 und 5.2). Sie singeaaramagnetisch und eignen sich
beispielsweise als  Kontrastmittel fur die MRT, Hsthermie oder als
Wirkstofftransportsystem. Eine Oberflachenfunkticsiarung verandert die Zellaufnahme
der Partikel und ermdglicht die spatere Anbinduag minosaure, Proteinen etc.

Es wird untersucht, welchen Einfluss die Eisenoaitikel auf die entstehende Morphologie

und Oberflachenfunktionalisierung besitzen.

5.3.1 Herstellung von magnetischen, carboxylfunktisalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-
Kompositpartikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion mit
Verkapselung von 25 nm Eisenoxidpartikeln

Die Synthese der Kompositpartikel erfolgt durchidreadikalische Copolymerisation von
MAA und Styrol in den Miniemulsionstropfchen in Gagvart von PLLA und den
hydrophobisierten Eisenoxidpartikeln (25 nm). Ndein Polymerisation wird das Chloroform
verdampft, die beiden Polymere in den Tropfchenudad geféllt, wodurch magnetische,
funktionalisierte Partikel entstehen. Eine schesche Darstellung dieses Prozesses ist in
Abb. 52 zu sehen.
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L@ Poly(MAA-co-St) @© Chloroform/MAA/Styrol * Initiator
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Abb. 52: Schematische Darstellung der Synthese der magheth Kompositpartikel durch radikal-

ische Copolymerisation in Miniemulsion und anssRéinde Lésungsmittelverdampfung.
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Die erhaltenen Kompositpartikel besitzen eine dsebhittliche Teilchengréf3e von etwa
120 nm und eine GroRenverteilung (PDI) von ca.(Bigdhe Tab. 27). Bei Verwendung von
MAA entstehen minimal gro3ere Partikel im Verglemhden Teilchen, bei denen Styrol als
einziges Monomer polymerisiert wurde. Wie oben bererwahnt, entsteht durch die
Polymerisation von MAA vermutlich eine Art haari§ruktur auf der Oberflache, wodurch
sich der Partikeldurchmesser erhdoht. Der Monomeatunisetragt lediglich 15 Gew.-% und
ist deutlich geringer als bei der Polymerisatiom®lmydrophobisiertes Eisenoxid (24 Gew.-
%). Die Verkapselungseffizienz an hydrophobisierteisenoxid betragt etwa 77 Gew.-% und

ist mit dem Wert, bei Verwendung von reinem PLL&rgleichbar (siehe Abschnitt 5.1.3.1).

Tab. 27: PartikelgroRe, Monomerumsatz und Verkapselungeafizler Kompositpartikel.
Teilchen- Monomer- Verkapselungs-
Proben- Styrol oRe | pDI®! umsatz effizienz an
bezeichnung | [Gew.-%]®@ | [Gew.-9%6]@ | 9"O%F o1 | hydrophob. Eisenoxid
[nm] [Gew.-%] [Gew.-%)] [d]
MU125-1 10 920 123 0,10 14,9 70,3
MU125-2 5 95 124 0,09 11,0 72,7
MU125-3 0 100 114 0,13 18,1 87,2

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

[b] Die TeilchengrofRe und deren Verteilung wurdehDhS-Messungen bestimmt.

[c] Der Monomerumsatz wurde gravimetrisch bestimmt.

[d] Die Verkapselungseffizienz an hydrophobisiertéisenoxid wurde mittels ICP-OES bestimmt.

Eine TEM-Aufnahme der Kompositpartikel ist in AbB3 zu sehen. Unabhangig vom

verwendeten Monomerverhdltnis kann zwischen den depei Polymeren keine
Phasenseparation erkannt werden. Das Eisenoxidde¢fsich auch hier vorzugsweise an
einer Stelle am Rand der Partikel.

Zur Bestimmung der Anzahl an Carboxylgruppen wut@ePolyelektrolyttitration bei pH 2,5
und 9 durchgefuhrt. Je mehr MAA fir die Polymelimatverwendet wird, umso hdher ist
auch die Carboxylgruppendichte auf der OberfladreRartikel (siehe Tab. 28). Im Vergleich
mit den Proben ohne Eisenoxid (MU115-(1-3)) ist diarboxylgruppendichte bei den
Bei

Poly(acrylsaureso-styrol) konnte dieser Effekt auch schon beobachtetden.® Die

magnetischen Kompositpartikeln zwischen 40 und 6Q&singer. Partikeln aus
Carboxylgruppen lagern sich vermutlich nicht nur der Grenzflache Polymer/Wasser,
sondern auch an der Grenzflache Polymer/Eisenaxidvas dann die Carboxylgruppendichte
an der Grenzflache zu Wasser verringert. Der geregolymerisationsumsatz ist ebenso fur

die niedrigere Carboxylgruppendichte verantwortlich
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[ i

Abb. 53: TEM-Aufnahme der Kompositpartikel synthetisiert afurCopolymerisation in den Mini-
emulsionstropfen: MU125-3 (100 Gew.-% Styrol).

Tab. 28: Anzahl der Carboxylgruppen der magnetischen, fonkfisierten PLLA-Partikel, synthetisiert
durch Copolymerisation in Miniemulsion.

Proben- MAA Styrol Anzahl der Carboxylgruppen
bezeichnung [Gew.-%] @ [Gew.-%] @ pro Partikel [1/nm 7
MU125-1 10 90 103000 1,97
MU125-2 5 95 37800 0,94
MU125-3 0 100 33400 0,85

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(1

5.3.2 Herstellung von magnetischen, carboxylfunktimalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-
Kompositpartikeln aus zwei vorgefertigten Polymerenmit Verkapselung von
25 nm Eisenoxidpartikeln

Zur Herstellung der magnetischen, carboxylfunktisnerten Kompositpartikel wird zuerst
P(MAA-co-St) durch freie radikalische Copolymerisation indsung synthetisiert.

Anschlie3end wird eine Chloroformdispersion aus idelspergierten Eisenoxidpartikeln und
dem gelosten PLLA zugegeben. Nach der Emulgieruimgl as Chloroform aus den
Tropfchen verdampft, die Polymere dadurch gefafitl wWlas Eisenoxid verkapselt. Eine

schematische Darstellung dieses Prozesses istin54bzu sehen.
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Abb. 54: Schematische Darstellung der Praparation magnet&isctarboxylfunktionalisierter Komposit-

partikel unter Verwendung zweier vorgefertigteryPoére.

Die magnetischen Kompositpartikel besitzen eineclagchnittliche Grol3e von 150 nm, bei
Verwendung von 60 mg an hydrophobisiertem Eisenmd@r 170 nm, wenn 150 mg
eingesetzt wurden (siehe Tab. 29). Bei Verwenduog $50 mg an hydrophobisiertem
Eisenoxid ist die TeilchengréZenverteilung mit en®DI von 0,07 sogar etwas geringer
gegenuber 0,11, wenn 60 mg eingesetzt wurden. Aigh lasst sich erkennen, dass die
Proben, die mit MAA hergestellt wurden, einen miairgréReren Durchmesser besitzen. Der
Polymerisationsumsatz betragt etwa 25 Gew.-% uedvVdrkapselungseffizienz der Eisen-

oxidpartikel etwa 78 Gew.-%.

Tab. 29: Partikelgrof3e, eingesetzte Menge an hydrophobaiertEisenoxid, Monomerumsatz und
Verkapselungseffizienz bei der Herstellung der Kasitpartikel.

eingesetztes Monomer- Verkapselungs-
MAA Styrol 9 Teilchen- effizienz an
Proben- hydrophob. ~ [ | umsatz
) [Gew.- | [Gew.- . . gréRe | PDI hydrophob.
bezeichnung [a] [a] Eisenoxid [ [Gew.- . .
%] %] [mg] [nm] 0] Eisenoxid
9 ° [Gew.-%]
MU127-1 5 95 60 150 0,10 25,7 74,5
MU127-2 0 100 144 0,11 24,5 73,0
MU127-3 5 95 150 172 0,06 26,3 82,0
MU127-4 0 100 170 0,08 25,3 82,0

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

[b] Bezogen auf die Menge an verwendetem PLLA.

[c] Die Teilchengréf3e und deren Verteilung wurdahDh.S-Messungen bestimmt.

[d] Der Monomerumsatz wurde gravimetrisch bestimmt.

[e] Die Verkapselungseffizienz an hydrophobisierteisenoxid wurde mittels ICP-OES bestimmt.
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TEM-Aufnahmen der magnetischen und funktionalisierKompositpartikel sind in Abb. 55
zu sehen. Bei Verwendung von MAA entstehen hemisgttée Partikel, die mit den
Partikeln ohne Eisenoxid vergleichbar sind. Wirgr&8it als einziges Monomer verwendet,
entstehen Partikel mit einer Morphologie zwischemispharisch und janusartig. Ohne
Eisenoxid entstehen Janus-Partikel. Somit beestfldas Eisenoxid die Phasenseparation der
beiden Polymere.

a) )

Abb. 55: TEM-Aufnahmen der Kompositpartikel hergestellt ausi vorgefertigten Polymeren und
Eisenoxidpartikeln: a) MU127-1 (5 Gew.-% MAA, 95W5686 Styrol), b) MU122-2 (100 Gew.-
% Styrol).

Die Anzahl der Carboxylgruppen wurde wie oben besbken bestimmt und die Ergebnisse
sind in Tab. 30 zusammengefasst. Bei Verwendung M&#\ entstehen funktionalisierte
Kompositpartikel mit 1,55 (MU127-1) beziehungsweisg7 Carboxylgruppen pro fim
(MU127-3) auf der Oberflache. Ohne MAA besitzen TGe&lchen 0,70 (MU127-2) oder 0,84
Carboxylgruppen pro nfi{MU127-4). Die Werte liegen damit zwischen 5 uf§®unterhalb
der Teilchen, die ohne Verwendung von Eisenoxidyéstellt wurden. Wie oben schon
beschrieben, lagern sich die Carboxylgruppen zlicktz an der Grenzflache
Polymer/Eisenoxid an und stehen dadurch fur dien@l&che Polymer/Wasser nicht mehr
zur Verfugung. Hierdurch verandert sich wahrscheindie Grenzflachenspannung, was die
Phasenseparation der beiden Polymere und somNladiiphologie ebenfalls beeinflusst. Die
Verwendung von mehr Eisenoxidpartikeln fiuhrt zu nkeei weiteren Reduktion der

Carboxylgruppen auf der Oberflache der Teilcheni Berwendung von 150 mg an
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hydrophobisiertem Eisenoxid werden sogar minimahmgarboxylgruppen gemessen als bei

60 mg.
Tab. 30: Anzahl der Carboxylgruppen der magnetischen, fonkfisierten PLLA-Partikel, hergestellt
aus zwei vorgefertigten Polymeren.
eingesetztes
Proben- MAA Styrol hydrophob. Anzahl der Carboxylgruppen
bezeichnung [Gew.-%]™ | [Gew.-%]™ | Eisenoxid . 2
[mg] [b] pro Partikel [1/nm ]
MU127-1 5 95 60 97300 1,55
MU127-2 0 100 43800 0,70
MU127-3 5 95 150 148000 1,77
MU127-4 0 100 61200 0,84

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
[b] Die Verkapselungseffizienz an hydrophobisiertéisenoxid wurde mittels ICP-OES bestimmt.

5.3.3 Herstellung von magnetischen, carboxylfunktizalisierten PLLA/P(MAA- co-St)-
Kompositpartikeln aus zwei vorgefertigten Polymerenmit Verkapselung von
10 nm Magnetitpartikeln

Die magnetischen, carboxylfunktionalisierten Komfpzstikel wurden analog zu Abschnitt

5.3.2 aus zwei vorgefertigten Polymeren hergestellt dass 10 nm Magnetitpartikel an
Stelle von 25 nm Eisenoxidpartikeln verkapselt veurdBei Verwendung von 60 mg

Magnetit entstehen Partikel mit etwa 180 nm Durcésee (siehe Tab. 31). Wird 150 mg
eingesetzt, bilden sich etwas grofRere Teilcher2@0tnm. Die Partikel sind etwas grof3er als
die Teilchen ohne Eisenoxid oder mit 25 nm Eisethoxi

Tab. 31: PartikelgroRe, eingesetzte Menge an hydrophob&iertMagnetit, Monomerumsatz und
Verkapselungseffizienz bei der Herstellung der Kastipartikel.

eingesetztes Monomer- Verkapselungs-
MAA Styrol 9 Teilchen- effizienz an
Proben- hydrophob. i @ | umsatz
) [Gew.- | [Gew.- : groRe PDI hydrophob.
bezeichnung o/ lal o8l Magnetit [ [Gew.- .
/0] 0%0] [mg] [nm] 9] Magnetit
[Gew.-%]
MU140-1 5 95 60 181 0,09 26,9 93,5
MU140-2 0 100 180 0,09 24,7 91,4
MU140-3 5 95 150 212 0,09 26,0 89,5
MU140-4 0 100 193 0,02 25,8 90,1

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

[b] Bezogen auf die verwendete Menge an PLLA.

[c] Die Teilchengréf3e und deren Verteilung wurdéhDh S-Messungen bestimmt.

[d] Der Monomerumsatz wurde gravimetrisch bestimmt.

[e] Die Verkapselungseffizienz an hydrophobisierfdiagnetit wurde mittels ICP-OES bestimmt.
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TEM-Aufnahmen sind in Abb. 56 zu sehen. Unabhé&ngigm verwendeten

Monomerverhdltnis oder der Menge an eingesetztergnkté entstehen Partikel mit einer
hemispharischen Struktur. Wie oben schon erwahmeinflusst das Magnetit die
Phasenseparation der beiden Polymere. Janus-RPawtikebei der Verwendung von PLLA

und PS, werden in Gegenwart von Magnetit nichtlezha

Abb. 56: TEM-Aufnahmen der Kompositpartikel hergestellt ausei vorgefertigten Polymeren und
Magnetitpartikeln: a) MU140-3 (5 Gew.-% MAA, 95 Géw Styrol), b) MU140-4 (100 Gew.-
% Styrol).

Die Carboxylgruppendichte auf der Oberflache dertilkd wurde wie oben beschrieben
durchgefuhrt. Die erhaltenen Werte sind gleich godBr etwas hoher als bei den Teilchen,
die ohne Magnetit hergestellt wurden (siehe Tab.). 3Bine Verringerung der
Carboxylgruppendichte auf der Oberflache wie ber déerkapselung von 25 nm

Eisenoxidpartikeln wird bei den 10 nm Magnetitgaetn nicht beobachtet.

Tab. 32 Anzahl der Carboxylgruppen der magnetischen, fonkfisierten PLLA-Partikel, hergestellt
aus zwei vorgefertigten Polymeren.

eingesetztes
Proben- MAA Styrol hydrophob. Anzahl der Carboxylgruppen
bezeichnung [Gew.-%]™ | [Gew.-%] ™ Magnetit . 2
[mg] [b] pro Partikel [1/nm ]
MU140-1 5 95 60 175000 1,96
MU140-2 0 100 89800 1,00
MU140-3 5 95 150 217000 2,29
MU140-4 0 100 116000 1,29

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1
[b] Bezogen auf die verwendete Menge an PLLA.

Magnetische und carboxylfunktionalisierte PLLA-mate-Kompositpartikel lassen sich

analog zu Kapitel 5.2 mit einer Kombination aus Mmulsion, freier radikalischer
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Copolymerisation und  LOsungsmittelverdampfungstdchnsynthetisieren.  Sowohl

Eisenoxidpartikel mit 25 nm als auch Magnetitpatiknit 10 nm kdnnen dabei in den
Kompositpartikeln verkapselt werden. Bei Polymdrtsain den Miniemulsionstrépfchen in

Gegenwart von PLLA und den Eisenoxidpartikeln, veardie kleinsten Partikel erhalten. Im
Vergleich zu den analogen Proben ohne Verkapseldeg Eisenoxidpartikel ist der

Polymerisationsumsatz deutlich niedriger und audd Qarboxylgruppendichte auf der
Oberflache ist geringer. Beide Ansatze (mit und eolitisenoxid) liefern Partikel ohne
deutlich sichtbare Phasenseparation der Polymere.

Die Verwendung zweier vorgefertigter Polymere fliut Bildung von Partikeln mit einer

hemisphéarischen Morphologie, unabh&ngig von dergesetzten Teilchengrof3e des
Eisenoxides. Janus-Partikel werden in GegenwartHigenoxide nicht mehr ausgebildet.
Somit veréndern die Eisenoxidpartikel die Phasersgion der Polymere minimal. Bei
Verkapselung von 25 nm Eisenoxidteilchen ist diebGaylgruppendichte geringer und bei
Verkapselung von 10 nm Magnetit in etwa gleich godBr etwas hoher im Vergleich zu den
Partikeln, die ohne Verwendung von Eisenoxidpahtikeergestellt wurden. Vermutlich

lagern sich die Carboxylgruppen des funktionaltsier Polystyrols an die Grenzflache
Polymer/Eisneoxid an und stehen somit der Polymasi#&r-Grenzflache nicht mehr zur

Verfligung.

5.3.4 Herstellung von magnetischen, aminofunktionaierten PLLA/P(AEMH- co-St)-
Kompositpartikeln durch radikalische Copolymerisation in Miniemulsion mit
Verkapselung von 10 nm Magnetitpartikeln

Die Synthese der magnetischen, aminofunktionalesieKompositpartikel erfolgt analog zu
Abschnitt 5.2.3, nur dass zuséatzlich in der orgdres Phase Magnetit mit 10 nm
redispergiert wurde. PLLA und das hydrophobisiévagnetit werden in der organischen
Phase gelost/redispergiert. Nach der Emulgierung wie Polymerisation von Styrol und
AEMH in den Tropfchen durchgefiihrt und anschlie3afes organische Losungsmittel
verdampft, wodurch die beiden Polymere gefallt wardnd das Magnetit verkapselt wird.
Je mehr AEMH fur die Polymerisation verwendet wirdmso grol3er sind die
Kompositpartikel und die Partikel, die ohne AEMHn#yetisiert wurden, besitzen die
kleinsten Radien (siehe Tab. 33). Dies wurde aubheoVerkapselung von Magnetit
beobachtet (siehe Abschnitt 5.2.3). Durch die Veusg von Magnetit erhéht sich die
Viskositat der organischen Phase, wodurch nach®idmllen gré3ere Tropfen und nach dem

Verdampfen von Chloroform schliel3lich gré3ere Ralterhalten werden. Wie auch schon
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bei der Verkapselung der Eisenoxidteilchen in dembaxylfunktionalisierten Partikeln
beobachtet werden konnte, verringert sich der Pehgationsumsatz in Gegenwart des
Eisenoxides. Die Verkapselungseffizienz des Matmbetragt etwa 65 Gew.-%, unabhéngig

vom eingesetzten Monomerverhaltnis.

Tab. 33: PartikelgréRe und Monomerumsatz der magnetischangésitpartikel.
Verkapselungs-
Teilchen- Monomer- effizienz an
b e; é%?ﬁgn [G':‘VI\EIM; G [G:}y tf,)/ll (@ groRke pDI™! umsatz hydrophob.
9 70 70 [nm] ! [Gew.-%] @ Magnetit

[Gew.-%] @
MU144-2 10 90 197 0,14 23,8 64,2
MU144-3 5 95 193 0,13 20,9 65,8
MU144-4 0 100 179 0,15 19,7 64,6

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomg}.(1

[b] Die TeilchengréRe und deren Verteilung wurdahDibS-Messungen bestimmt.

[c] Der Monomerumsatz wurde gravimetrisch bestimmt.

[d] Die Verkapselungseffizienz an hydrophobisiertiiagnetit wurde mittels ICP-OES bestimmt.

Die Morphologie der Partikel wurde mittels TEM urstiecht (siehe Abb. 57). Bei allen drei
Proben handelt es sich um hemispharische Partikphbhé&ngig vom eingesetzten
Monomerverhéltnis. Auch hier zeigt sich wieder &nfluss der Magnetitpartikel auf die
Phasenseparation der beiden Polymere. Mit 10 ufe\s.-% an AEMH entstehen sowohl
mit als auch ohne Magnetit hemispharische Teilcdme AEMH bilden sich aus Polystyrol
und PLLA Janus-Partikel,
hemispharischen Struktur. Moglicherweise beeinflass héhere Viskositat der organischen

in Gegenwart von Magnetiber Teilchen mit einer

Phase die Separation der beiden Polymere.

a)

Abb. 57: TEM-Aufnahmen der magnetischen, aminofunktionalésie Kompositpartikel, synthetisiert
durch Copolymerisation in Miniemulsion: a) MU1448Gew.-% AEMH, 95 Gew.-% Styrol),

b) MU144-4 (100 Gew.-% Styrol).
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Die Bestimmung der Anzahl an Amino- und Carboxypgen auf der Partikeloberflache
erfolgte durch Polyelektrolyttitration analog zu sehnitt 5.2.3. Bei Verwendung von
10 Gew.-% AEMH fur die Copolymerisation
3,57 Aminogruppen pro nm (siehe Tab. 34).

1,50 Aminogruppen pro nmwenn nur die Hélfte des aminofunktionalisierteroridmers

entstehen omositpartikel  mit
Dieser Wert verringert sich auf
verwendet wird. Die Anzahl an Carboxylgruppen Lgitidei allen drei Proben etwa 1,7 pro
nn?. Sowohl die Anzahl an Amino- als auch an Carbosypgen ist deutlich groRer als bei
den Proben, die ohne Magnetit hergestellt wurdeiésAbschnitt 5.2.3). Betrachtet man die
TEM-Aufnahmen, so lasst sich erkennen, dass sieh Magnetitteiichen am Rand der
Kompositpartikel befinden, wodurch die Oberflacheilguriert wird. Zur Berechnung der
Partikeloberflache wird aber angenommen, dass &s sm Kugeln mit einer planen
Oberflache handelt. Somit ist die tatsachlich vademe Oberflache gréfl3er als angenommen
und der berechnete Wert der funktionellen Gruppempt wird zu hoch. Zusétzlich kénnte
sich ein Teil der Olsaure von den Magnetitteilch@ésen und sich an der Grenzflache zu

Wasser anlagern, wodurch die Carboxylgruppendiskiter erhdht wiirde.

Tab. 34: Anzahl der Amino- und Carboxylgruppen der magnkéac funktionalisierten PLLA-Partikel,
hergestellt durch Copolymerisation in Miniemulsion.
Anzahl der
Proben- AEMH Styrol Amino- Amino- Carboxyl- Carboxyl-
bezeichnung | [Gew.-%]® | [Gew.-%]"™ | gruppen gruppen gruppen gruppen
pro Partikel [1/nm 2] pro Partikel [1/nm 2]
MU144-2 10 90 309000 3,57 138000 1,60
MU144-3 5 95 122000 1,50 153000 1,87
MU144-4 0 100 0 0 101000 1,75

[a] Bezogen auf die eingesetzte Menge an Monomgy.(1

Magnetische und aminofunktionalisierte Kompositigaitkonnen tber eine Kombination aus
Miniemulsion, freier radikalischer Copolymerisatiand Lésungsmittelverdampfungstechnik
hergestellt werden. Wie auch schon bei den carfunifionalisierten Partikeln beobachtet
werden konnte, wird in Gegenwart von Eisenoxidtalt ein deutlich geringerer
Polymerisationsumsatz erhalten. Nur bei den Pamtildie ohne AEMH hergestellt wurden,
zeigen die Magnetitpartikel einen Einfluss auf dderphologie der Kompositpartikel. Es
entstehen dann hemisphéarische und keine janusarfiggdchen. Die restlichen Proben

besitzen mit und ohne Magnetit die gleiche Morpgo
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6  Zusammenfassung

Hydrophobisierte Eisenoxidpartikel mit 25 oder 10n nim Durchmesser und der
Fluoreszenzfarbstoff PMI lassen sich mit Hilfe deMiniemulsion und
Lésungsmittelverdampfungstechnik erfolgreich in damabbaubaren Polymer Palylactid)
verkapseln. Die erhaltenen Partikeln besitzen durehschnittliche GroRe von 120 nm (mit
25 nm Eisenoxid) oder 130 bis 180 nm (mit 10 nm M) und zeigen eine hohe Stabilitat
in der wassrigen Phase. Die Eisenoxidpartikel zeiggperparamagnetische Eigenschaften
und durch die Verkapselung in einem Polymer ansielt die Sattigungsmagnetisierung nur
minimal.

Zellexperimente mit mesenchymalen Stammzellen memgghr gute Partikelaufnahme bei
exzellenter Viabilitat der Zellen. Sowohl die Difémzierungsfahigkeit der MSCs als auch der
Phanotyp werden durch die Partikelaufnahme nichingert. Die markierten MSCs lassen
sich von den Negativkontrollen unterscheiden unchnief auch in vivo im MRT
nachgewiesen werden.

Die magnetischen Eigenschaften der PLLA-Partiked wtie Méglichkeit hydrophobe
Molekule (z.B. Farbstoffe, medizinische Wirkstofé¢.) in die Polymermatrix einzubringen,
pradestinieren die Partikel als Transportsystem Htiedizinische Wirkstoffe und als

Kotrastmittel fir die Magnetresonanztomographie.

Funktionalisierte PLLA/P(MAAeo-St)-Kompositpartikel konnen tber eine Kombinatanrs
Miniemulsion, freier radikalischer Copolymerisatiand Losungsmittelverdampfungstechnik
hergestellt werden. Je nach Syntheseroute des @oerd werden Nanopartikel mit einem
Durchmesser zwischen 130 und 180 nm erhalten. Derphblogie der erhaltenen
Nanopartikel kann dabei, je nach gewdahlter Syntioeise und Monomerverhaltnis, zwischen
homogen, hemisphérisch und janusartig variiert werdBei Verwendung von mehr
Methacrylsdure kann eine hohere Carboxylgruppetelicuf der Oberflache der Partikel
nachgewiesen werden. Bis zu 4,99 Carboxylgruppem mmf werden erreicht. Die
Copolymerisation in Miniemulsion fuhrt dabei zu @irh6heren Carboxylgruppendichte auf
der Oberflache der Teilchen, als bei der Verwenduog zwei vorgefertigten Polymeren
wahrend der Emulgierung. Aus den TEM-Aufnahmen kdieser Sachverhalt erklart werden.
Hemispharische- oder Janus-Partikel werden bei ®edang von zwei vorgefertigten
Polymeren erhalten, wéahrend bei der CopolymerisatidMiniemulsion homogenere Partikel
entstehen.
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Funktionalisierte PLLA/P(AEMH:0-St)-Kompositpartikel mit Amino- und Carboxylgruppe
auf der Oberflache konnen ebenso Uber eine Kombmaaus Miniemulsion, freier
radikalischer Copolymerisation und Losungsmittedaenpfungstechnik hergestellt werden.
Je nach Syntheseroute des Copolymers werden Namkepamit einem Durchmesser
zwischen 150 und 170 nm erhalten. Die Morphologmark zwischen hemisphérisch und
janusartig, je nach verwendeter Syntheseroute Bderomerverhaltnis, variiert werden. Bis
zu 0,56 Aminogruppen und 0,80 Carboxylgruppen pm3 werden erreicht. Auch hier filhrt
die Copolymerisation in Miniemulsion zu einer hd&rer Aminogruppendichte auf der
Oberflache als bei der Verwendung zweier vorgejtatiPolymere.

Auch PLLA/P(PEGeo-St)-Kompositpartikel konnen Uber eine Kombinatioaus
Miniemulsion, freier radikalischer Copolymerisatiand Lésungsmittelverdampfungstechnik
hergestellt werden. Je nach Monomerverhaltnis untekilargewicht des eingesetzten PEG-
Monomers entstehen Kompositpartikel zwischen 13@ 1ir0 nm. In den TEM-Aufnahmen
kann keine Phasenseparation der beiden Polymebablstet werden.

Magnetische und funktionalisierte PLLA-basierte-Kmmsitpartikel lassen sich analog mit
einer Kombination aus Miniemulsion, freier radikalher Copolymerisation und
Losungsmittelverdampfungstechnik synthetisiereseioxidpartikel mit 25 sowie 10 nm im
Durchmesser kénnen dabei in den Kompositpartikehkapselt werden. Je nach verwendeter
Syntheseroute oder Eisenoxid entstehen dabei Eeilchit einer durchschnittlichen
PartikelgrofRe zwischen 110 und 210 nm. Die siclbisdende Morphologie wird nicht nur
von der Syntheseroute oder dem Monomerverhéltmisgesn auch durch das Eisenoxid
beeinflusst. Bei Verwendung von 25 nm Eisenoxidkelrbesitzen die Kompositteilchen eine
geringer Carboxylgruppendichte auf der Oberfladie,10 nm Magnetitpartikeln wird dies
nicht beobachtet und die Anzahl der funktionellemgpen auf der Oberflache ist gleich grof3
oder etwas hoher als bei den Kompositpartikeln oMegnetit. Ebenso kénnen auch
magnetische Kompositpartikel hergestellt werdenge dsowohl Amino- als auch

Carboxylgruppen auf der Oberflache besitzen.
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7 Summary

Hydrophobic iron oxide nanoparticles with 25 ordfd in diameter and the fluorescent dye
PMI were successfully loaded into palylactide) using the combination of miniemulsion and
solvent evaporation techniques. The obtained pesticave an average diameter of 120 nm
(with 25 nm iron oxide) or 130 to 180 nm (with 16 magnetite) and show high stability in

the aqueous phase. The iron oxide particles shgeerparamagnetic behavior and the
saturation magnetization changes only slightly bhgag@sulation into the polymer.

Cell experiments with mesenchymal stem cells sheky good particle uptake and excellent
cell viability. The ability of the MSCs to differeate as well as the phenotype are not
changed by the particle uptake. Labeled MSCs catidtimguished from the negative control

and can be detected in vivo in MRI as well.

The magnetic properties of the PLLA particles amal possibility to encapsulate hydrophobic
molecules (e.g. dyes, drugs) into the polymer mapredestines these particles for

magnetically targeted drug delivery and as contagent for magnetic resonance imaging.

Functionalized PLLA/P(MAAeo-St) composite particles can be synthesized using a
combination of miniemulsion, free radical copolymation and solvent evaporation
techniques. Depending on the synthesis route of ctyilymer, nanoparticles between
130 and 180 nm in diameter are received. The mdéopglaf the obtained nanoparticles can
be altered by the synthesis route or the monontier batween homogeneous, hemispherical
or Janus-like. The usage of more methacrylic agadi$ to higher carboxyl group density on
the surface of the particles. Up to 4.99 carboxybugs per nrh are obtained.
Copolymerization in miniemulsion leads to higherboxyl group densities on the surface of
the particles than by usage of two preformed polgnaleiring the emulsification. This can be
explained by the TEM pictures showing hemisphermalanus particles by usage of two
preformed polymers and more homogeneous partiglespolymerization in miniemulsion.
Functionalized PLLA/P(AEMH:z0-St) composite particles with amino and carboxylugs

on the surface can also be synthesized by a cotidinaf miniemulsion, free radical
copolymerization and solvent evaporation technigDepending on the synthesis route of the
copolymer composite particles between 150 and 1mMOim diameter are obtained. The
morphology can be changed between hemisphericgnoislike depending on the synthesis
route or the monomer ratio. Up to 0.56 amino groamd 0.80 carboxyl groups per hiare

achieved. Copolymerization in miniemulsion leadsatbigher amino group density on the



108 7 Summary

surface of the particles than by usage of two preéal polymers for the miniemulsion as
well.

PLLA/P(PEGe€0-St) composite particles can be synthesized usingombination of
miniemulsion, free radical copolymerization andvsolt evaporation techniques as well.
Depending on the monomer ratio or the molecularghteiof the used PEG monomer
composite particles between 130 and 170 nm arenglstaTEM pictures show no visible

phase separation of the two polymers.

Magnetic and functionalized PLLA based compositei@das can be analog synthesized using
a combination of miniemulsion, free radical copofyimation and solvent evaporation

techniques. Iron oxide particles with 25 as welllBshm in diameter were encapsulated into
the composite particles. Depending on the synthesi® or the used iron oxide nanoparticles
with an average diameter from 110 till 210 nm dramed. The formed morphology does not
only depend on the synthesis route or the monoatir bbut also on the use of iron oxide. The
usage of 25 nm iron oxide particles reduces theuatnaf carboxyl groups on the surface. By
usage of 10 nm magnetite the same or slightly hmigimeount of functional groups on the

particle surface can be detected in comparisornéocomposite particles prepared without
iron oxide particles. Magnetic composite partickdgh amino- and carboxyl groups on the

surface can be prepared as well.
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8 Anhang

8.1 Gerate und Methoden

Dynamische Lichtstreuung

Die TeilchengrofRe und deren Verteilung wurde dudghamische Lichtstreuung mit einem
Malvern  Nano-Zetasizer (Messwinkel 173°, 25 °C)emcinem PSS NICOMP 380
(Messwinkel 90°, 23 °C) bestimmt.

Gel-Permeations-Chromatographie

Zur Bestimmung des Molekulargewichts durch Gel-Retions-Chromatographie wurden
5 mg Polymer in 1 mL Chloroform oder 2 mg PolymerlimL THF geldst und durch eine
PTFE Membran (Porengréf3e 0,45 um) filtrie@hloroform-Anlage: Eine Dionex P580
Pumpe, zwei PSS SDV Saulen (5 um PartikelgroReatit), erwarmt auf 30 °C und ein
Waters RI-Detektor 410 wurden verwendBtF-Anlage:Eine Waters 515 Pumpe, drei PSS
SDV Saulen (10 um Partikelgrof3e), erwarmt auf 3wAG ein ERC RI-101-Detektor wurden
verwendet. Die Kalibrierung beider Anlagen erfolgteit Polystyrol unterschiedlicher
Molekulargewichte und enger Molekulargewichtsvéutgg von PSS (Mainz).

Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR)
Fur die'H-NMR-Messungen wurden ca 15 — 20 mg der gefriengkheten Kompositpartikel
mit etwa 0,6 mL Deuterochloroform oder DMS®adkrsetzt und mit einem Avance 300 von

Bruker gemessen.

Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekopeltem Plasma (ICP-OES)

Zur Bestimmung der Verkapselungseffizienz der Eogaipartikel wurde der Eisengehalt der
Dispersionen mittels ICP-OES gemessen. Hierfur emrdlie Dispersionen mit einer
0,75%igen Tensidlosung 1:100 verdunnt. Verwendetdeulas gleiche Tensid, welches fur
die Praparation der entsprechenden Partikel vergtendrde. Die Messungen erfolgten auf

einem Activa M von Horiba Jobin Yvon.
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Oberflachenladungsdichte

Die Bestimmung der Oberflachenladungsdichte erotyjirch Polyelektrolyttitration. Hieflr

wurde der Partikelladungsdetektor PCD 02 oder P@Mdh Mitek und das Titriergerat 702
SM von Methrom verwendet. Als Titrator wurde ein@0dL molare Poly-DADMAC- oder

PES-Na-Losung eingesetzt. Die Konzentration derizeat betrug zwischen 0,01 und
0,02 Gew.-%.

Potentiometrische Titration

Die Menge an Carboxylgruppen im Copolymer wurdetetst potentiometrischer Titration
bestimmt. Hierfir wurden das Copolymer oder die IKositpartikel mit THF/Wasser
versetzt. Die Kompositpartikel wurden anschliel3drittiert. Zur Titration wurde ein
TITRONIC universal und ein Lab 850, beide von Sthostruments, verwendet. Die
Titration wurde mit 0,1 M NaOH durchgeflhrt.

Préaparative Ultrazentrifugation

Um Informationen Uber die Dichte und Dichteverteduder Partikel zu erhalten, wurden
Ultrazentrifugationen im  Dichtegradienten  durchdmefli  Zuckerlésungen  mit
unterschiedlicher Konzentration wurden hierfir ibn@hmender Dichte Ubereinander
geschichtet und anschlieRend die Dispersion aafgetr. Die Ultrazentrifugationen wurden
mit zwei verschiedenen Zuckerdichtegradienten dyefirhrt:

1. Wasser 4 = 1,00 g/cm), 25%ig konzentrierte Zuckerlésung £ 1,09 g/cr), 50%ig
konzentrierte Zuckerlésungp (= 1,17 g/crm) und konzentrierte Zuckerlésung
(p = 1,34 glcrm).

2. 50%ig konzentrierte Zuckerldsungp (= 1,17 glcm), 65%ig konzentrierte
Zuckerldsung 4 = 1,22 g/cm), 85%ig konzentrierte Zuckerlésung € 1,29 g/cm)
und konzentrierte Zuckerldsung¥ 1,34 g/cr).

Die Proben wurden bei 4 °C im Vakuum, unter Verwergl einer Beckman L8-55M
Ultrazentrifuge mit einem SW 41 Ti Rotor, 2 h laog 41000 U/min (entspricht 288000 x g)

zentrifugiert.

Rasterelektronenmikroskopie
Fur die Rasterelektronenmikroskopie wurde ein S5af€r SU8000 von Hitachi verwendet.

Die Dispersionen wurden verdinnt, auf ein Glaspéth oder einen Siliziumwafer
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aufgetropft und getrocknet. Zur Erhéhung der Sit@bilvurden die Proben anschlie3end mit
Platin bespulttert.

Rontgenpulverdiffraktometrie

Zur Bestimmung der Art des Eisenoxides wurden digseroxidpartikel durch
Rontgenpulverdiffraktometrie charakterisiert. Vendet wurde hierfir ein PANalytical
XPert Pro oder ein Bruker D8 Advance mit Ku(4 = 0.154 nm) Rontgenstrahlung.

Thermogravimetrische Analyse

Die Bestimmung der Olsauremenge der hydrophobisidisenoxidpartikel erfolgte mittels
thermogravimetrischer Analyse. Verwendet wurde ftireein Mettler Toledo TGA/SDTA
851°. Die Proben wurden in einer Stickstoffatmosphame Raumtemperatur bis auf 1100 °C

erhitzt und hierbei die Anderung der Masse protid] Die Heizrate betrug 10 °C/min.

Transmissionselektronenmikroskopie

Fur die Transmissionselektronenmikroskopie wurde Rhilips EM 400 oder ein Zeiss 902
verwendet, die beide mit einer Beschleunigungsspagmnvon 80 kV arbeiten. Die
Aufnahmen der Eisenoxidpartikel in Hochauflosunfplgte mit einem FEI Tecnai F20 und
einer Beschleunigungsspannung von 200 kV. Die Rrelgden verdinnt, auf ein mit Kohle
bedampftes Kupfergrid (300 mesh) aufgetropft unttog&net. Sofern die Proben PLLA
enthielten, wurden sie anschlieRend zur Verbesgedes Kontrastes und zur Erhéhung der

Stabilitat erneut mit Kohle bedampft.

Ultraschall
Die Miniemulsionen wurden durch Ultraschall, uniskihlung mit einem Branson Sonifier

W450-D und einer ¥2-Zollspitze, hergestelit.

UV/Vis-Spektrometrie

Die Bestimmung der Menge an verkapseltem PMI etéolpittels UV/Vis-Spektrometrie.
5,6 mg der gefriergetrockneten Partikel wurden mp @hloroform geldst und die Messungen
auf einem UV/Vis-Spektrometer 16 von Perkin Elmer durchgefuhrt. Die Absorptioer d
L6sung wurde bei 479 nm gemessen, was einem Peakomaxvon PMI entspricht.



112

8 Anhang

Vibrationsmagnetometrie

Die magnetischen Eigenschaften der Partikel wurdiemch Vibrationsmagnetometrie

charakterisiert. Verwendet wurde ein LakeShore @88r ein Oxford Instruments Maglab

Vibrating Sample Magnetometer mit einer maximalenagkktfeldstarke von 1,9

beziehungsweise 2,0 T.

8.2 Abkirzungen

AEMH 2-Aminoethylmethacrylathydrochlorid

ATRP Atomtransfer radikalische Polymerisation (attvansfer radical
polymerization)

DLS Dynamische Lichtstreuung (dynamic light saatig)

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

GPC Gel-Permeations-Chromatographie

HD n-Hexadecan

ICP-OES Optische  Emissionsspektrometrie  mit  induktgekoppeltem Plasma
(Inductively-Coupled Plasma Optical Emission Spmuetry)

IPN gegenseitig durchdringenden  Polymernetzwerkgiru (interpenetrating
polymer network)

MAA Methacrylséaure

MRI magnetic resonance imaging

MRT Kernmagnetresonanztomographie

MSC Mesenchymale Stammzelle (mesenchymal stem cell

NMR Kernmagnetresonanzspektroskopie (nuclear niegresonance)

o/w Ol-in-Wasser (oil-in-water)

PCD Partikelladungsdetektor (particle charge detgc

PCL Polyg-caprolacton)

PDI Polydispersitatsindex

PEG Polyethylenglycol

PGA Polyglycolid

PLA Polylactid

pKs negativer dekadischer Logarithmus der Saurekotest&;
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PLLA Poly(L-lactid)

PMAA Polymethacrylséaure

PMI N-(2,6-Diisopropylphenyl)perylen-3,4-dicarbaxid

PS Polystyrol

PTFE Polytetrafluorethylen (Teflon)

REM Rasterelektronenmikroskopie

RI Brechungsindex (refractive index)

RNA Ribonukleinsaure

ROMP ring6ffnende  Metathese  Polymerisation (ringpering metathesis
polymerization)

ROP ringdffnende Polymerisation (ring opening padyization)

SPECT Einzelphotonen-Emissions-Tomographie (singdeton emission computed
tomography)

St Styrol

TEM Transmissionselektronenmikroskopie (transmisslectron microscopy)

TGA Thermogravimetrische Analyse

uv ultraviolett

V59 2,2 -Azobis(2-methylbutyronitril)

V70 2,2"-Azobis(2,4-dimethyl-4-methoxy valerorijtri

VSM Vibrationsmagnetometrie (vibrating sample metgmetry)

Vis visuell

W/O Wasser-in-Ol (water-in-oil)

W/O/W Wasser-in-Ol-in-Wasser (water-in-oil-in-water

XRD Rontgenpulverdiffraktometrie (x-ray diffractip

8.3 Symbole

A Grenzflache

a Offnungswinkel

B magnetische Induktion oder magnetische Flussdichte

vz Linienbreite in Hohe der halben Maximalintensitat

C materialspezifische Curie-Konstante

yA%

magnetische Suszeptibilitat
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D Kristallitgrof3e oder Polydispersitat

Dt Translationsdiffusionskoeffizient

d Netzebenenabstand

0 Gangunterschied

G Gibb’sche freie Energie

g Auflésungsvermogen

y Grenzflachenspannung

H Magnetfeldstarke

h Stunde

h Plancksches Wirkungsquantum

n dynamische Viskositat

K Formfaktor

Ku kristalline Magnetanisotropie

K, Elektronenuibergang aus der L- in die K-Schale

ks Boltzmann-Konstante

kv Kilovolt

A Wellenlange

M Molaritat oder Magnetisierung

m Masse

MHz Megahertz

min Minute

M Zahlenmittel der Molekulargewichtsverteilung

My Gewichtsmittel der Molekulargewichtsverteilung

1o magnetische Feldkonstante oder Permeabilitat deaivias

1B Bohrsches Magneton

L relative magnetische Permeabilitat

n Brechzahl, eine naturliche Zahl oder die durchitiume Zahl der Radikale
pro Partikel

Na Avogadro-Konstante

C) Weiss-Konstante

r Radius

Ry hydrodynamischer Radius

p Dichte

S Siemens
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tio

< < C

Sekunde

Relaxation, Temperatur oder Tesla
Zeit

Halbwertszeit

Reflexionswinkel

Umdrehungen

Volumen

Geschwindigkeit
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8.4 Chemikalienverzeichnis

Chemische Summen- _ .
. formel Abkirzung | Herkunft |Reinheit | sonstige Angaben
Bezeichnung .
nach Hill
Aceton C3HgO - Merck 99% -
2-Aminoethylmethacrylat- . 0 i
hydrOChlorid CsH11NO» HCI AEMH Aldrich 90%
2,2"-Azobis(2-methyl- Wako
butyronitril) CroH1eNs V59 Chemicals| A i
Poly(L-lactid),
Biomer L9000 - PLLA Biomer k. A M, ~ 66500 g/mol,
My ~ 145000 g/mol®
Chloroform CHCl, : Fisher 1 99 9804 :
Scientific
Eisen(lll)-chlorid- . ) Riedel-de o i
Hexahydrat FeCl; - 6 H20 Haen 99%
Eisen(I1l)-hydroxid-oxid Fe(OH)O ; Sigma- | 30 - 50 mesh
Aldrich T
n-Hexadecan CiHza HD Merck 99% -
(1-Hexadecylrimethyl- | o N | CTMA-CI | Alfa Aesar|  95% :
ammoniumchlorid
Methacrylsaure C4HgO» MAA Merck 99% -
N-(2,6-Diisopropylphenyl)- i
perylen-3,4-dicarboximid CaHz7NO, PMI BASF K- A.
Natriumdodecylsulfat C1oHsNaO,S SDS Alfa Aesar| 99% -
1-Octadecen CigHz6 - Merck 92% -
n-Octan CgHig - Merck 99% -
I 65 -
Olsaure C1gH3405 - Merck 88% -
PEG 300 Mn ~ 300 g/mol
(Polyethylenglycol)methyl- PEG 1100 | Sigma- Mn ~ 1100 g/mol
ethermethacrylat i Aldrich kA Mn ~ 2080 a/mol
n-~ g/mo
PEG 2080 50 Gew.-% in Wasser
Salzsaure 37% HCI - VWR k. A. -
Styrol CgHg St Merck 99% -

[a] Das Molekulargewicht wurde mittels Gel-Permeas-Chromatographie in Chloroform bestimmt.
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