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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die zielgerichtete Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen und
Organerkrankungen stellt die Mediziner in Anbetracht des demographischen Wandels
vor grofse Herausforderungen. So sind fiir eine systemische Behandlung héaufig hohe
Wirkspiegel fiir das Erreichen einer addquaten Konzentration am Zielort notwendig,
welche wiederum das Risiko von unerwiinschten Nebenwirkungen und zunehmenden
Resistenzen gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen erhchen.

Der Fokus der vorliegenden Dissertation liegt daher in der Entwicklung, Herstellung
und  Charakterisierung  von  unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-
Partikelsystemen als Wirkstofftrager fiir eine zielgerichtete effektive Behandlung. Das
Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-Targeting (ID-MDT) bietet hier einen
vielversprechenden Ansatz zur selektiven Behandlung von Implantat-assoziierten
Infektionen. Bei diesem Prinzip dienen magnetische Nanopartikel als Wirkstofftrager
unter kombinierten Einsatz eines externen angelegten magnetischen Feldes und
magnetisierbaren Implantaten.

Im ersten Teil dieser Arbeit werden magnetische nanoporose Silica-Nanopartikel
(MNPSNPs) mit superparamagnetischen Kernen und einer multifunktionalen
hochpordsen Silica-Schale als Wirkstofftrager vorgestellt. Dabei liegt der Schwerpunkt
in der Partikel- und Porengrofieneinstellung sowie der gezielten Funktionalisierung mit
organischen Fluorophoren, Polyethylenglycol (PEG), periodisch mesoporosem
Organosilica (PMO) sowie der Charakterisierung der damit verbundenen
Materialeigenschaften.

Der zweite Teil beschreibt den Einsatz der vorgestellten multifunktionalen Partikel
als Wirkstofffreisetzungssysteme. Anhand des Antibiotikums Enrofloxacin wird dabei
der Einfluss unterschiedlicher Modifizierungen auf das Freisetzungsprofil gezeigt.

Im dritten und letzten Teil dieser Dissertation dienen magnetische Silica-Partikel
(MSPs) als Wirkstofftrager fiir eine weitere Variante des magnetischen Wirkstoff-
Targetings (MDT). Hierbei ist nach einer Partikelaufnahme durch Makrophagen unter
Einsatz von Hyperthermie eine gesteuerte Freisetzung von Wirkstoffen fiir die

zielgerichtete Behandlung von Organerkrankungen moglich.

Stichworte: Wirkstoff-Targeting, Kern-Schale-Nanopartikel, nanoporoses Silica,

Superparamagnetismus, Fluoreszenz, PEGylierung, Biokompatibilitat
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Abstract

Abstract

The targeted treatment of implant-associated infections and organ diseases represents
great challenges for physicians concerning the demographic change. For systemic
treatment, high drug levels are often necessary to achieve an adequate concentration at
the target location, which in turn increases the risk of undesirable side effects and
resistance to antimicrobial drugs.

The focus of this dissertation is therefore the development, production and
characterization of different magnetic core-shell particle systems as drug carriers for
targeted, effective treatment. Implant-directed magnetic drug targeting (ID-MDT) offers
a promising approach for the selective treatment of implant-associated infections. In this
concept, magnetic nanoparticles serve as drug carriers with the combined utilization of
an external magnetic field and magnetizable implants.

In the first part of this work, magnetic nanoporous silica nanoparticles (MNPSNPs)
with superparamagnetic cores and a multifunctional highly porous silica shell as drug
carriers are presented. Here, the focus is on particle and pore size adjustment as well as
a specific modification with organic fluorophores, polyethylene glycol (PEG), periodic
mesoporous organosilica (PMO) and the characterization of the associated material
properties.

The second part describes the application of the presented multifunctional particles
as drug release systems. Using the antibiotic drug enrofloxacin, the influence of different
modifications on the release profile is shown.

In the third and final part of this thesis, magnetic silica particles (MSPs) serve as drug
carriers for another variant of magnetic drug targeting (MDT). Here, after particle uptake
by macrophages, a controlled release of drugs for the targeted treatment of organ

diseases using hyperthermia is possible.

Keywords: drug targeting, core-shell nanoparticles, nanoporous  silica,

superparamagnetism, fluorescence, PEGylation, biocompatibility
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Einleitung

1  Einleitung

Der Einsatz medizinischer Implantate auf diversen klinischen Anwendungsgebieten
gewinnt durch den demographischen Wandel, neue Materialien, Technologien sowie neuer
medizinischer Erkenntnisse und der damit verbundenen steigenden Nachfrage
zunehmend an Bedeutung in Forschung und Industrie. So ist durch Unterstiitzung oder
Ersatz von nicht (vollstandig) funktionsfdhigen Bestandteilen des Korpers eine Steigerung
der Lebensqualitat sowie eine Verlangerung des Lebens realisierbar.["? In der Human- und
Veterindrmedizin bietet insbesondere die orthopadische Chirurgie zahlreiche
Operationsmoglichkeiten, in denen medizinische Implantate eingesetzt werden. Neben
einfacheren Komponenten wie Drahten, Nageln, Schrauben und Platten in der
Osteosynthese bei Frakturen, finden auch komplexere Systeme wie Gelenksendoprothesen
Anwendung. Diese Prothesen finden héufig Finsatz in Knie- und Hiiftgelenken. In
Deutschland finden jahrlich ca. 450.000 endoprothetische Knie- und Hiifteingriffe statt.
Wahrend die Erstimplantation dieser Endoprothesen einen Anteil von knapp 90% (39.7%
Knie-Erstimplantation, 50.1% Hiift-Erstimplantation) bei diesen Eingriffen hat, weisen
Folgeeingriffe einen Anteil von knapp 10% (4.5% Knie-Folgeeingriffe, 5.7% Hiift-
Folgeeingriffe) auf.l

Fiir die behandelnden Mediziner stellen hierbei Infektionen der Implantate sowie nicht
oder schlecht heilende Frakturen eine sehr grofie Herausforderung dar.*1% Verantwortlich
fir diese Infektionen ist die Besiedelung von offenen Wunden sowie der
Implantatoberflachen mit Bakterien, welche Biofilme ausbilden und zu Implantatverlusten
und Revisionsoperationen fiihren kénnen. Abhdngig von pradisponierenden Faktoren
kommen Implantat-assoziierte Infektionen bei 1-7% der Implantationen vor.l''1? Bei
einfachen Frakturen treten in iiber 8% der Fille Infektionen auf. Dagegen steigt bei
komplizierteren Frakturen nach einer chirurgischen Fixation die Infektionsrate auf
14 — 21%, bei Risikopatienten sogar auf bis zu 40% der Implantationen.'>-13]

Die gezielte Behandlung dieser Infektionen stellt eine komplexe und herausfordernde
Aufgabe in der Medizin dar. Neben der systemischen Verabreichung von Antibiotika,"!
konnen antimikrobielle Wirkstoffe wahrend der Operation direkt am Implantationsort
geliefert werden, z.B. iiber Antibiotika-Ketten,[') Implantatbeschichtungen’? oder bei
Gelenkersatz mittels Antibiotika beladenem Zement.'”l Allerdings ist die Therapie

aufgrund hdufig unzureichender Wirkstoffakkumulation am Infektionsort sowie
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zunehmender Resistenzen gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen sehr problembehaftet.
So sind bei einer systemischen Behandlung mit Antibiotika bei akutem Auftreten von
Infektionen haufig hohe Wirkspiegel fiir den Gesamtorganismus notwendig, um eine
addquate Konzentration am Infektionsort zu erreichen. Dabei ist das Risiko unerwiinschter
Nebenwirkungen deutlich erhéht und eine erfolgreiche Therapie in vielen Fallen nicht
gesichert.l'811 Zudem ist das Skelett ein System, welches nur sehr schwer mit systemischen
Medikamenten zuganglich ist und bei welchem die damit verbundene Aufrechterhaltung
einer addquaten Wirkdosis schwierig ist.? Die bakterielle Biofilmbildung auf
Implantatoberflichen erschwert zusatzlich die Infektionstherapie.?!’ Neben dem
unerwiinschten Entfernen der betroffenen Implantate zur Behandlung dieser
Komplikationen in der Orthopadie, bietet die lokale antibiotische Therapie iiber spezielle
Implantatbeschichtungen, Antibiotika beladene Zemente oder Antibiotikaketten weitere
Moglichkeiten zur Infektionsbehandlung.222231  Allerdings stellen die hierfiir
erforderlichen chirurgischen Eingriffe eine zusatzliche Belastung fiir die Patienten dar.
Dariiber hinaus kann hierbei eine unerwiinschte und unkontrollierte Antibiotika-
Freisetzung, auch ohne vorhandene Infektion, erfolgen, die wiederum zu Nebenwirkungen
sowie erhOhten Resistenzen der Krankheitserreger gegeniiber den Medikamenten fiihren
kann.[242]

Ein vielversprechender Ansatz zur lokalen Therapie stellt die Nanotechnologie dar,
welche in den letzten Jahren in der Medizin und Biotechnologie zunehmend an Bedeutung
gewinnt. Die Nanotechnologie beinhaltet die Entwicklung von Materialien, wie z.B.
Nanopartikel (NPs), Filme oder Komposite, mit Gréfien von 1 —100 nm.221 Der grofse
Vorteil der Nanotechnologie besteht darin, dass die Materialien durch ihre nanoskalige
Grofse auf dem gleichen molekularen Mafsstab agieren konnen, wie biologische Molekiile
oder Zellen. Dadurch ist eine selektivere und folglich effektivere Behandlung z.B. durch
mit Wirkstoffen beladene Nanopartikel moglich. Diese konnen gezielt am Infektionsort
eingesetzt werden, um das Risiko von unerwiinschten Nebenwirkungen zu reduzieren und
nicht betroffenes Gewebe zu schiitzen.**-*2l Im Zusammenhang mit der Nanotechnologie
und dem Einsatz von Nanopartikeln als Wirkstofftrager ist ein vielversprechender Ansatz
die Anwendung des sogenannten magnetischen Wirkstoff-Targeting (magnetic drug
targeting, MDT). Bei dieser Methode werden die Wirkstoffe iiber magnetische Nanopartikel
(MNPs) und einem externen angelegten Magnetfeld gezielt zum Infektionsort geleitet und

lokal angereichert. Die Wirkstoffe konnen dabei direkt an das magnetische Material
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gekoppelt oder in magnetische Kompositmaterialien eingelagert und dann dem Patienten
intravends verabreicht werden, sodass folglich in Kombination mit einem externen
angelegten magnetischen Feld eine hohe Wirkstoffkonzentration am Infektionsort
akkumuliert werden kann.’>3¢ Der Vorteil dieses Prinzips liegt in der verringerten
Konzentration des antibiotischen Wirkstoffs im Gesamtorganismus des Patienten und der
Minimierung unerwiinschter Arzneimittel-Nebenwirkungen. Ein Hindernis fiir das MDT-
Prinzip konnte hierbei aber eine unzureichende konstante Behandlung am Infektionsort
sein, da die Partikel als Wirkstofftrager durch den Blutfluss sowie durch Phagozytose
mittels Makrophagen vom gewiinschten Target wegtransportiert werden konnen. 7=

Ein weiterentwickeltes Prinzip zur selektiven Behandlung von Implantat-assoziierten
Infektion stellt hierbei das Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-Targeting (implant-
directed magnetic drug targeting, ID-MDT) dar. Hierbei werden multifunktionale
magnetische Nanopartikel als Wirkstofftrager in Kombination mit magnetisierbaren
Implantaten sowie einem externen angelegten magnetischen Feld eingesetzt.[**# Die
Vorteile dieses Konzeptes liegen in der hohen Konzentration der Antibiotika am
Infektionsort bei gleichzeitiger Reduzierung der systemischen Dosierung und der damit
verbunden Minimierung von unerwiinschten Nebenwirkungen. Dariiber hinaus ist die
Therapie mit der ID-MDT-Methode zu jedem postoperativen Zeitpunkt sowie in jeder
Region des Korpers moglich. Eine grofie Herausforderung stellt allerdings das Erreichen
ausreichend hoher magnetischer Feldstirken fiir die Uberwindung der Blutflusskrafte im
Zielgewebe  dar.®®@ = Zur  Unterstiitzung  dienen  hierbei = magnetisierbare
Implantatmaterialien, die dazu in der Lage sind, die magnetische Feldstdrke eines externen
angelegten Magnetfeldes zu verstirken und somit die Akkumulation der magnetischen
Wirkstofftrager zu fordern.>#1 Durch die zusitzliche Anziehung der magnetischen
Implantate konnen die MNPs in den Biofilm auf der Implantatoberflache eindringen und
so die Infektion effektiver behandeln. Studien zeigen zudem, dass magnetische Felder
selbst antimikrobielle Eigenschaften besitzen sowie fiir die Knochenregeneration forderlich
sind.146-51)

Die vorliegende Dissertation ist Teil des Forschungsprojektes ,Implantat-gerichtetes
magnetisches Drug Targeting: Antibiotische Therapie peri-implantdrer Infektionen” der
Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) (Projektnummer: 280642759), eine Kooperation
der Leibniz Universitit Hannover, Medizinische Hochschule Hannover sowie der

Tierdrztlichen Hochschule Hannover. Sie beschiftigt sich im ersten Teil mit der
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Entwicklung und Charakterisierung von geeigneten magnetischen Nanopartikeln fiir das
Implantat-dirigierte magnetische =~ Wirkstoff-Targeting (ID-MDT) zur selektiven
Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen. Hierfiir werden magnetische
nanoporose Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) eingesetzt, die als Kern-Schale-Systeme eine
hohe Multifunktionalitdt sowie Biokompatibilitdt aufweisen.l>>>4 Als Kernmaterial werden
hierbei hydrophobe superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (superparamagnetic iron
oxide nanoparticles, SPIONs) verwendet, welche nach dem Entfernen eines externen
angelegten magnetischen Feldes keine Restmagnetisierung, die sogenannte Remanenz,
aufweisen. Diese Eigenschaft ist fiir das ID-MDT-Prinzip essenziell, da die MNPSNPs ohne
die superparamagnetischen Eigenschaften mit einer Restmagnetisierung und der damit
verbundenen gegenseitigen Anziehung agglomerieren wiirden. Als Schalenmaterial dient
nanoporoses Silica, welches sich durch eine hohe spezifische Oberflache und einem grofsen
Porenvolumen (bis zu 50%) auszeichnet und somit ideal als Reservoir fiir Wirkstoffe und
Biomolekiile zur Infektionsbehandlung geeignet ist.’>*”] Dariiber hinaus ist die Silica-
Matrix tiber ihre Silanol-Gruppen leicht mit zahlreichen Funktionalitdten modifizierbar.
Silica weist zudem eine sehr gute Biokompatibilitidt sowie eine gute Degradierbarkeit in
physiologischen Medien auf. Zur Erhchung der Biokompatibilitat und Pravention eines
frithzeitigen Abfangens durch das mononukledre Phagozyten-System (MPS) wird die
Schale der MNPSNPs mit Polyethylenglycol (PEG) funktionalisiert.>¢" Fiir eine Detektion
der MNPSNPs in in vitro- und in vivo-Untersuchungen werden die MNPSNPs zudem mit
fluoreszierenden organischen Molekiilen, hier grin fluoreszierendes
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder orange fluoreszierendes Rhodamin B Isothiocyanat
(RITC) modifiziert. Die funktionalisierten MNPSNPs sind schematisch in Abbildung 1.1
dargestellt.

: N @® Magnetischer Kern
\ ce ,; (e Pore
S, N o4 Polyethylenglycol (PEG)

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der funktionalisierten magnetischen nanopordsen Silica-
Nanopartikel (MNPSNPs). Links: MNPSNP mit FITC- und PEG-Funktionalisierung. Rechts: MNPSNP mit
RITC- und PEG-Funktionalisierung.
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Die funktionalisierten MNPSNPs besitzen als magnetisches und fluoreszierendes
Hybridmaterial folglich grofies Potential fiir die Biobildgebung durch Detektion mittels
Magnetresonanzbildgebung (magnetic resonance imaging, MRI) und
Fluoreszenzmikroskopie sowie einer Kombination dieser Bildgebungstechnologien.[¢1-]

Neben der Entwicklung und Modifizierung der MNPSNPs als multifunktionales
Hybridmaterial, ist ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit die Untersuchung zur
Partikel- und Porengrofieneinstellung sowie die damit verbundenen Eigenschaften der
MNPSNPs. Die Partikelgrofle lasst sich hierbei durch Variation der eingesetzten Eisenoxid-
Menge sowie der Synthesetemperatur einstellen, sodass Partikel mit unterschiedlich
starken Magnetisierungen sowie Hyperthermie-Figenschaften zuganglich sind. Die
Veranderung der Porenform und Porengrofie der Silica-Schale der MNPSNPs ist durch
Variation der eingesetzten Menge an Ethylacetat als Quellungsagens moglich.[* Neben den
MNPSNPs  werden zudem  Kern-Schale-Schale-Nanopartikel als  potenzielle
Wirkstofftrager fiir das ID-MDT vorgestellt, welche aus MNPSNPs als Kernmaterial und
einer weiteren Schale aus periodisch mesopordsem Organosilica (PMO) bestehen. 5661

Die Kombination von magnetischen und fluoreszierenden Eigenschaften in einem
Hybridmaterial ist eine grofie Herausforderung aufgrund des potenziellen Risikos einer
Fluoreszenzabschwachung oder gar einer Fluoreszenzloschung (fluorescence quenching).63671
Aus diesem Grund erfolgt in dieser Arbeit, nach einer Funktionalisierung der
unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel mit dem fluoreszierenden
organischen Farbstoff RITC, die ausfiihrliche spektroskopische Charakterisierung der
optischen Eigenschaften unter Beriicksichtigung der magnetischen Eigenschaften.

Im zweiten Teil dieser Arbeit werden die unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel auf ihre Eignung als Wirkstofffreisetzungssysteme im Hinblick auf eine
Anwendung im ID-MDT zur selektiven Behandlung von Implantat-assoziierten
Infektionen untersucht. Als Wirkstoff und Modelsubstanz wird Enrofloxacin eingesetzt,
welches ein Antibiotikum aus der Wirkstoffgruppe der Fluorchinolone ist und zur
Infektionsbehandlung in der Veterinarmedizin eingesetzt wird.[®®! Bei den
Freisetzungsstudien wird hierbei auch ein Augenmerk auf den Einfluss der
unterschiedlichen ~Materialien und Oberflichenmodifizierungen beziiglich der
Freisetzungskinetik gelegt.”” Wahrend bei akuten Infektionen am Implantat eine schnelle
Freisetzung des Wirkstoffs zur Behandlung vorteilhaft ist, kann bei chronischen

Infektionen eine zeitverzogerte Freisetzung zu einer erfolgreichen Therapie fiihren.
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Insbesondere Stimuli-Response-Systeme sind von grofsem Interesse, da diese Systeme durch
einen externen Stimulus, wie z.B. pH-Wert, Temperatur, Bestrahlung, Redox-Potential oder
enzymatische Aktivitdt eine Freisetzung zum gewiinschten Zeitpunkt ermoglichen.”72
Fullriede et al. konnten ein reversibles Stimulus-Response-System auf Basis von
nanopordsen Silica-Nanopartikel (nanoporous silica nanoparticles, NPSNPs) und einem pH-
sensitiven Polymer als Oberflichenmodifizierung fiir eine kontrollierte Freisetzung des
Antiseptikums Chlorhexidin entwickeln.”” Bei diesem Wirkstofffreisetzungssystem liegen
bei neutralen Bedingungen die Polymere in einer komprimierten geknaulten Form vor,
sodass die Porendffnungen der Silica-Matrix verschlossen sind und der Wirkstoff nicht
freigesetzt werden kann. Durch eine Verringerung des pH-Wertes, wie sie bei einer
bakteriellen Infektion auftreten kann, werden die Polymerstrange protoniert. Dabei werden
die Ketten durch elektrostatische Repulsion der positiven Ladungen entknduelt und
aufgerichtet, sodass das Medikament zur Infektionsbekampfung abgegeben werden kann.
Nach erfolgter Infektionsbehandlung und Riickkehr zu einem physiologischen pH-Wert,
liegen die Polymere wieder deprotoniert und geknéuelt vor, sodass mit diesem System eine
Freisetzung des Wirkstoffs bei Bedarf moglich ist. Eine weitere Moglichkeit fiir eine
gesteuerte Freisetzung von Wirkstoffen aus pordsen Silica-Systemen ist der Einschluss der
beladenen Partikel in Liposomen durch die Oberflichenmodifizierung mit einer
Doppellipidschicht.” Neben dem Verhindern der vorzeitigen Abgabe des Medikamentes
durch die Liposom-Hiille sind weitere Vorteile dieser Modifizierung die Erhéhung der
Biokompatibilitat, die geringe Toxizitdt sowie die Erhohung der Blutzirkulationszeit
mangels eines frithzeitigen Abfangens durch das mononukledre Phagozyten-System. !
Eine gesteuerte Abgabe von Wirkstoffen aus Liposom-modifizierten Silica-Systemen im
physiologischen Medium kann durch die Zerstérung der Liposom-Hiille durch den Einsatz
eines Tensids oder Ethanol erfolgen. Dieses Prinzip soll im Rahmen dieser Arbeit auf
Enrofloxacin-beladene  MNPSNPs fiir eine effektive Behandlung von Implantat-
assoziierten Infektionen iibertragen werden.

Der dritte und letzte Teil dieser Dissertation befasst sich mit der Entwicklung von
geeigneten magnetischen Silica-Partikeln (MSPs) als Kern-Schale-Systeme  fiir
magnetisches Wirkstoff-Targeting (MDT) durch gezielte Aufnahme der Partikel von
Makrophagen durch das mononukleadre Phagozyten-System (MPS). Nach Phagozytose von
Wirkstoff-beladenen magnetischen Silica-Partikeln fungieren die Makrophagen als

Tragermaterial, welches iiber das MPS in die Leber transportiert werden konnen.”s! Durch
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Anlegen eines externen angelegten magnetischen Wechselfeldes und damit erzeugter
Hyperthermie der MSPs kann die Zellwand der Makrophagen zerstort werden, sodass eine
gesteuerte Freisetzung von Wirkstoffen erzielt wird und dadurch eine selektive
Behandlung von Organerkrankungen moglich ist. Im Gegensatz zu den MNPSNPs mit
hydrophoben magnetischen Kernen zur Behandlung von Implantat-assoziierten
Infektionen nach der ID-MDT-Methode, basieren die MSPs auf hydrophilen Eisenoxid-
Nanopartikeln mit superparamagnetischen FEigenschaften. Als Wirkstofftragermaterial
wird ebenfalls nanopordses Silica eingesetzt, welches zur Detektion mit dem organischen
fluoreszierenden FITC funktionalisiert ist.””] Die Arbeiten hierzu basieren auf einer
Kooperation mit dem Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in Braunschweig.
Somit besteht das Gesamtziel dieser Arbeit in der Entwicklung, Herstellung und
Charakterisierung von unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-Partikeln mit hoher
Multifunktionalitat und Biokompatibilitat als potenzielle Wirkstofftrager-Systeme fiir ein
effektives magnetisches Wirkstoff-Targeting zur Behandlung von Implantat-assoziierten

Infektionen und Organerkrankungen.
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2 Theoretische Grundlagen

Fiir das Verstindnis der vorliegenden Dissertation werden in diesem Kapitel die
theoretischen Grundlagen beschrieben. Nach einer Einleitung zu Implantat-assoziierten
Infektionen, wird auf das Wirkstoff-Targeting und insbesondere auf das sogenannte
Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-Targeting eingegangen. Zudem werden
Grundlagen zu magnetischen Nanopartikeln sowie Magnetismus vermittelt. Fiir die
effektive Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen werden magnetische Kern-
Schale-Nanopartikel eingesetzt, weswegen nanopordses Silica sowie periodisches
mesopordses Organosilica als Schalenmaterial mit ihren Moglichkeiten zur weiteren
Modifizierung vorgestellt werden. Mit der Fluoreszenz wird dariiber hinaus eingehender
eine wichtige Eigenschaft der Kern-Schale-Nanopartikel nach ihrer Modifizierung mit
organischen Fluorophoren sowie mogliche Fluoreszenzléschung von magnetischen
fluoreszierenden Hybridsystemen behandelt. Das Kapitel wird mit Informationen zu

Freisetzungssystemen und dem antibakteriellen Wirkstoff Enrofloxacin abgeschlossen.

2.1 Implantat-assoziierte Infektionen

In der modernen Medizin ist der Einsatz von Biomaterialien in Form von Implantaten
ein Standardeingriff. Die Implantate sollen dabei spezifische Funktionen beim Patienten
unterstiitzen oder erfiillen, zu denen der Korper nicht mehr in der Lage ist. So werden zum
Beispiel Zahnimplantate in der Zahnmedizin, Cochlea-Implantate und Nasennebenhdhlen-
Stents in der Hals-Nasen-Ohrenmedizin oder kiinstliche Herzschrittmacher sowie
Herzklappen zunehmend eingesetzt. Aber auch in der orthopadischen Chirurgie werden
medizinische Implantate, wie zum Beispiel Drahte, Négel, Schrauben, Platten in der
Osteosynthese, aber auch komplexere Implantatsysteme wie Gelenkendoprothesen
routinemaflig verwendet. Bedingt durch den demographischen Wandel, neue
Technologien sowie Materialien steigt zudem kontinuierlich die Nachfrage. Allerdings
stellen in diesem Zusammenhang Implantat-assoziierte Infektionen eine sehr grofie
Herausforderung fiir die Mediziner in der orthopadischen Chirurgie dar. Die Ursachen
dieser Infektionen liegen vorrangig in der Kontamination der Implantatoberflachen und
offenen Wunden mit Keimen und Krankheitserregern sowie in der durch die Eingriffe
bedingten Minderung der lokalen und systemischen Korperabwehr.'®! Beziiglich der

Keimbesiedlung der Implantate wird grundsatzlich zwischen zwei mdgliche
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Infektionswege unterschieden, die peri-operative Kontamination sowie die hamatogene
Besiedelung.l'>7871 Bei der peri-operativen Kontamination konnen frith post-operative
akute Infektionen entstehen, welche sich innerhalb der ersten vier Wochen nach operativem
Eingriff manifestieren. Ursache fiir diese Infektionen sind hochvirulente Erreger wie
Staphylococcus aureus, Streptokokken, Enterokokken und gramnegative Erreger, welche
tiber den exogenen Infektionsweg auf das Implantat gelangen.”%1 Zu den Infektionsfolgen
gehoren bei diesen Infektionen persistierende Sekretion aus der Infektionswunde, eine
zunehmende Schwellung, Uberwarmung und Rotung sowie Schmerzen am
Operationsgebiet. Neben diesen frithzeitigen Infektionen treten bei der peri-operativen
Kontamination auch verzogerte (,low-grade”) Infektionen nach wenigen Monaten bis
wenigen Jahren (3 — 36 Monate) nach der Operation durch niedrig virulente Erreger wie
Staphylococcus epidermis und Cutibacterium, auf.’ Bei diesen chronischen Infektionen liegen
neu aufgetretene oder zunehmende Gelenkschmerzen und Knochenabbau, die Osteolyse,
vor.

Bei der hamatogenen Besiedelung erfolgt eine Streuung der Erreger auf die Implantate
von einem entfernten Infektionsherd, wie zum Beispiel Infektionen an Weichteilen
(Staphylococcus  aureus), der Atemwege (Streptococcus pneumoniae), des Darmes
(Salmonellen, Bacteroides, Streptococcus gallolyticus) oder der Harnwege (Escherichia coli,
Klebsiella, Enterobacter). Im Rahmen einer Zahnbehandlung oder auch —prophylaxe kann
eine hamatogene Besiedelung auch iiber sogenannte vergriinende Streptokokken erfolgen.
Zudem konnen niedrig virulente Erreger (Staphylococcus epidermis) bei infizierten
intravaskuldaren Anwendungen (z.B. Schrittmacher, Kunstherzklappe, intravaskularer
Katheter und venoser Port) auf die Implantate streuen. Hamatogene Infektionen konnen
jederzeit auftreten und zeigen sich durch Fieber und lokale Symptome.”-51l Generell sind
die Antwort des Korpers des Patienten auf das Implantat sowie seine immunologische
Verfassung wichtige Faktoren beziiglich einer Infektionsentstehung. Hierbei 16st schon
allein die Anwesenheit eines Implantates eine Vermehrung der normalen
Phagozytoseaktivitdt der neutrophilen Granulozyten aus, was eine Vermehrung von
Erregern begiinstigt.®? Die Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen wird
insbesondere durch Bildung eines Biofilmes an der Implantatoberflache erschwert, welche
durch Bakterien verursacht wird. Dieser bakterielle Biofilm besteht aus einem schiitzenden
Mantel aus bakterieneigenen Proteinen und Zuckern, welcher vor Einwirkungen von

auflen schiitzt. Durch diese selbst gebildete Matrix kénnen sich die Bakterien ungehindert
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vermehren. Dariiber hinaus sind die Bakterien durch den Film nahezu resistent gegentiber
Antibiotika, Desinfektionsmittel sowie Phagozytose.l3% So ist fiir eine Penetration der
Antibiotika im Biofilm eine 100 -1000-fach hohere Konzentration notwendig als
normalerweise der Wirkspiegel im Blut betragt.[®8551 Die Bildung des Biofilmes wird durch
materialspezifische Eigenschaften wie das Ausgangsmaterial selbst, % die Rauigkeit,*")
die Oberflichenladung®l sowie die Hydrophobizitdt®®?l beeinflusst und kann in fiinf

Schritte unterteilt werden, die in Abbildung 2.1 dargestellt sind.[*!

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung zur Bildung eines Biofilmes auf einer Oberflache.
(A) initiale Adhésion, (B) irreversible Adhasion, (C) Reifephase I, (D) Reifephase II, (E) Dispersion. Nach %31,

Im ersten Schritt, der initialen Adhé&sion (A), werden Bakterien auf der
Implantatoberflache angelagert. Hierbei miissen die jeweiligen Keime fiir eine Anlagerung
nahe genug an der Oberfliche des Implantatmaterials sein. Basierend auf einem
Gleichgewicht zwischen Van-der-Waals-Kriften und anziehenden oder repulsiven
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Substratoberfliche und Keim wird die
Anlagerung der Bakterien begiinstigt.'?! Im nachsten Schritt, der irreversiblen
Adhasion (B), erfolgt durch Rezeptor-vermittelte Wechselwirkungen zwischen Bakterium
und Implantatoberflache die Anbindung weiterer Mikroorganismen. In den Reifephasen I
und II (C und D) wird durch Differenzierung der Bakterien mittels Veranderung des
genetischen Expressionsmusters die Uberlebenschance erhoht. Dieser Prozess, welcher als
,Quorum Sensing” bezeichnet wird, stellt eine Kommunikation der Keime untereinander
dar.’ Hierbei wird die Sekretion von umhiillenden Matrixsubstanzen eingeleitet, welche
als extrazelluldre polymere Substanzen (EPS) bezeichnet werden. In Abhéngigkeit der
jeweiligen Mikroorganismen, variiert die Zusammensetzung der EPS, welche im
Wesentlichen aus Proteinen, Polysacchariden, bakterieller Desoxyribonukleinsaure

(desoxyribonucleic acid, DNA) und Glycolipiden besteht. Uber Proteine und Enzyme wird
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zudem die Verankerung der Biofilme auf der Implantatoberfliche gefordert. Im letzten
Schritt, der sogenannten Dispersionsphase (E), sondern die Biofilme Bakterien sowie
Biofilmfragmente aus der Matrix ab, welche auf der Implantatoberflache verteilt werden
und durch Wiederholung des Zyklus zur erneuten Biofilmbildung fiihren. Dadurch wird
die Implantatoberfliche moglichst komplett mit dem Biofilm bedeckt, wodurch die

Behandlung der Implantat-assoziierten Infektionen zusétzlich erschwert wird.[>*l

2.2 Wirkstoff-Targeting

Die gezielte Behandlung von Krankheiten im menschlichen Korper stellt die Mediziner
vor grofie Herausforderungen. Dabei ist insbesondere die systemische
Wirkstoffverabreichung  nachteilig fiir den  Patienten, da  haufig hohe
Wirkstoffkonzentrationen notwendig sind, um addquate Mengen fiir eine erfolgreiche
Behandlung zu gewahrleisten. Damit verbunden sind allerdings mogliche unerwiinschte
Nebenwirkungen, ohne dass iiberhaupt eine erfolgreiche Therapie gewahrleistet ist. Aus
diesem Grund gibt es zunehmend Bestrebungen die selektive Behandlung von Krankheiten
mittels eines gezielten Wirkstoff-Targetings mit hoherer Effizienz bei gleichzeitiger
Reduzierung der Nebenwirkungen zu ermoglichen. Fiir den Transport der Wirkstoffe
werden hierbei geeignete Tragersysteme bendtigt, die zahlreiche Anforderungen erfiillen
miissen. So sollten die Tragersysteme biochemisch inert und folglich ungiftig sowie
chemisch und physikalisch stabil unter in vitro- und in vivo-Bedingungen sein. Aber auch
bei biodegradierbaren Materialien sollten die Abbauprodukte keine toxikologischen
Eigenschaften besitzen. Die Wirkstoffverteilung sollte auf die anzusteuernden Zellen,
Gewebe oder Organe beschrankt sein und eine gleichmafiige Verteilung sowie eine
kontrollierbare und vorhersehbare Freisetzungsrate ohne Einfluss auf die Wirkung des
Arzneimittels aufweisen. Zudem sollten die Triagersysteme eine therapeutische Menge an
Wirkstoff enthalten und dabei gleichzeitig einen minimalen Verlust an Arzneimittel
wahrend dem Transport vorweisen. Dariiber hinaus sollten die Wirkstofftrager aber auch
biologisch abbaubar sein oder problemlos aus dem Korper entfernt werden koénnen.
Abschliefsend sollte die Herstellung der Tragersysteme auch einfach, reproduktiv und
kostengiinstig sein.l

Das Wirkstoff-Targeting kann im Allgemeinen in passives Targeting und aktives

Targeting unterschieden werden.””?sl Das passive Targeting basiert auf den
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Verteilungsvorgangen der Tragersysteme im Korper und wird mafigeblich durch den
systemischen Blutkreislauf beeinflusst. Nach Applikation der Tragersysteme erfolgt dabei
eine Wechselwirkung mit Makrophagen des mononukledren Phagozyten-Systems (MPS),
wodurch die Wirkstofftrager tiber Lunge, Leber und Milz aus dem Korperkreislauf entfernt
werden und folglich nicht mehr zur Verfligung stehen.% Dieses Prinzip kann allerdings
auch zur Anreicherung der Tragersysteme in den Zellen des MPS genutzt werden, um
durch passives Targeting die Behandlung von Erkrankungen in gewiinschten Organen zu
verbessern.l'l Durch Funktionalisierung der Wirkstofftrager kann die Elimination durch
das MPS aber auch verzogert und eine Erhohung der Blutzirkulationszeit erzielt werden,
sodass auch eine Anreicherung der Wirkstoffe in anderen Geweben maoglich ist.

Im Gegensatz zum passiven Targeting ist beim aktiven Targeting die Verteilung der
Tragersysteme nicht nur auf die Verteilungsvorgange beschrankt. Stattdessen wird durch
eine Modifizierung der Oberfliche der Wirkstofftrager eine gezielte und spezifische
Wechselwirkung mit dem zu behandelten Zielgewebe angestrebt.** So kann zum Beispiel
bei Krebserkrankungen ein Oberflichenmolekiil als Zielstruktur dienen, welches
iiberexprimiert auf dem Tumorgewebe vorliegt oder charakteristisch fiir dieses Gewebe
ist.02-1%41 Durch eine Funktionalisierung der Wirkstofftrager konnen diese gezielt an die
Oberflachenmolekiile des Tumorgewebes angebunden werden, wodurch eine gezielte
Wirkstoff-Freisetzung und eine Reduzierung der Schadigung von gesundem Gewebe bei
der Behandlung ermdglicht wird. Insbesondere in der Onkologie sind bei den Zytostatika
die starken unerwiinschten Arzneimittelnebenwirkungen auf das gesunde Gewebe
limitierend beziiglich der einzusetzenden Dosis und folglich auch limitierend auf die
Menge an eingesetztem Zytostatikum, welche effektiv das Tumorgewebe erreichen.

Ein vielversprechender Ansatz fiir ein effektives Wirkstoff-Targeting ist das sogenannte
magnetische Wirkstoff-Targeting (magnetic drug targeting, MDT), bei dem magnetische
Nanopartikel als Tragersysteme fiir die Wirkstoffe fungieren und mit Hilfe eines externen
angelegten Magnetfeldes zum Zielgewebe geleitet und lokal angereichert werden.[204345105]
Da magnetische Felder keinen negativen Einfluss auf die meisten biologischen Gewebe
haben und die Patienten wenig belastet werden, ist dieses Prinzip eine vielversprechende
und elegante Methode.*41 Als sehr gut geeignete magnetische Nanopartikel fiir das MDT
gelten superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIONs) aufgrund ihrer starken
Magnetisierung sowie geringen Toxizitat.[%l Neben den Materialeigenschaften der SPIONs

ist allerdings die Starke des magnetischen Feldes ein weiterer essenzieller Faktor fiir die
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erfolgreiche Behandlung mittels MDT, da die Starke mit zunehmender Distanz zum
Magneten deutlich abnimmt und folglich eine geringe Gewebeeindringtiefe des Feldes
vorliegt.[20107.1081 Allerdings konnen unter Einsatz von Permanentmagneten aus Neodym-
Eisen-Bor-Verbindungen Bereiche mit einer Eindringtiefe von 8 -12 cm magnetisiert
werden.'™ In in vivo-Studien konnten zum Beispiel magnetische Nanopartikel in den
Nieren von New-Zealand-White-Kaninchen mit Hilfe eines Magnetfeldes mit einer
magnetischen Flussdichte von 0.6 T erfolgreich akkumuliert werden.[%l In einer weiteren
Studie wurde ein Permanentmagnet zur Akkumulierung von magnetischen Nanopartikel
bei Ratten verwendet. Hierbei wurde der Magnet mit einer magnetischen Flussdichte von
0.2-0.3 T auf Hohe der Nieren mit einem Abstand von 10 — 20 mm vom Pol eingesetzt.[1%]
Durch den Einsatz von Elektromagneten sind Magnetfelder mit einer wesentlich hoheren
magnetischen Flussdichte zuganglich. So konnten von Obermeier et al. Magnetfelder mit
einer magnetischen Feldstarke von 1.7 T fiir in vitro-Studien zur Anreicherung von
magnetischen Nanopartikeln fiir eine potenzielle effektive Behandlung von Implantat-
assoziierten Infektionen eingesetzt werden.*] Die Studien zeigten jedoch einen starken
Abfall der Partikelkonzentration bei einer Distanz von 15 mm vom Magnetpol. Aus diesem
Grund wird fiir eine effektive Partikelakkumulation fiir in vivo-Experimente eine
Eindringtiefe des magnetischen Feldes von 70 mm empfohlen. Ohne ein ausreichend
starkes Magnetfeld besteht die Gefahr eines friihzeitigen Abtransportes aus dem
Zielgewebe durch den Blutfluss.l*!

Zur Verbesserung der selektiven Behandlung speziell fiir Implantat-assoziierten
Infektionen im Rahmen des MDT stellt das weiterentwickelte Implantat-dirigierte
magnetische Wirkstoff-Targeting (implant-directed magnetic drug targeting, ID-MDT) einen
vielversprechenden Ansatz dar. Neben dem Einsatz von magnetischen Nanopartikeln als
Wirkstofftrager und einem externen angelegten magnetischen Feld, werden zur
Uberwindung der Blutflusskrifte und zur effizienteren Akkumulation der Partikel
magnetisierbare Implantate verwendet.’# Dabei werden die magnetisierbaren
Implantate durch das externe Magnetfeld selbst magnetisch, sodass durch einen starken
Feldgradienten die Anziehung und somit Anreicherung der ebenfalls magnetisierten
Partikel auf dem Implantat gefordert wird.#>#1 Das Prinzip des ID-MDT zur selektiven
Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen unter Einsatz von multifunktionalen
magnetischen Silica-Nanopartikeln als potenzielle Wirkstofftrager ist schematisch in

Abbildung 2.2 dargestellt.l>->4
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Implantat-dirigierten magnetischen Wirkstoff-Targetings
(ID-MDT). Magnetische nanoporose Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) werden als Wirkstofftrager in
Kombination mit magnetisierbaren Implantaten sowie einem externen angelegten magnetischen Feld zur
effektiven Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen eingesetzt.

Die Anreicherung von Wirkstoff-beladenen Partikeln mit Hilfe von magnetisierbaren
Implantaten in Form von Geféafiprothesen wurde bereits von Makhudov et al. in in vivo-
Versuchen bei Hunden vorgestellt.[''"] In Arbeiten von Mangual et al. wurden magnetische
Nanopartikel als magnetisches Material eingesetzt, um Trager-Partikel zielgerichtet zu
akkumulieren.*!l Eine Verbesserung des Wirkstoff-Targetings wurde auch von Yellen et al.
mit Hilfe von magnetischen Nanopartikeln und magnetisierbaren Netzen im
kardiovaskuldren System beschrieben.*! Hierbei wurde auch der Einfluss des Blutflusses
durch die nicht zu unterschdtzende Stromungsgeschwindigkeit untersucht, dem die
Partikelsysteme in den Blutgefafien ausgesetzt sind. Im Blut befinden sich die Partikel in
einer Umgebung mit einer hohen Konzentration an Erythrozyten, welche in diesem Falle
ca. 24-fach grofser sind. Die Tragersysteme sind folglich aufgrund der Zellen einem starken
Widerstand ausgesetzt und werden leicht aus dem Zielgebiet mitgerissen. Fiir ein
erfolgreiches ID-MDT sind somit ausreichend starke magnetische Kréfte erforderlich, um
die Blutflusskrafte zu tiberwinden und die Bewegungsrichtung der Wirkstofftrager gezielt
zu steuern.!''l In Kapillaren des Blutkreislaufes liegen Stromungsgeschwindigkeiten von
ca. 0.5 - 1.5 mm s vor.l""?l Dagegen konnen in Arterien Stromungsgeschwindigkeit von bis
zu 100 cm s vorliegen."® Die Arbeiten von Yellenetal. zeigten allerdings eine
erfolgreiche Akkumulation von magnetischen Nanopartikeln in Gefdfien der Grofse von
Koronararterien am Herzen.[*) Obermeier et al. erzielten eine erfolgreiche Anreicherung
von magnetischen Nanopartikeln bei einer Flussrate von 260 mL min, welche dhnlich zum

physiologischen Blutfluss ist.*) Die Arbeiten mit den vielsprechenden Ergebnissen
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beziiglich der Anreicherung der magnetischen Nanopartikel in Kombination mit einem
externen magnetischen Feld und magnetisierbaren Implantatmaterialien zeigen das grofse

Potential des ID-MDT.

2.3 Magnetische Nanopartikel

Fir die Anwendung des magnetischen Wirkstoff-Targetings (MDT) und speziell des
Implantat-dirigierten magnetischen Wirkstoff-Targetings (ID-MDT) sind
Wirkstofftragersysteme mit magnetischen Eigenschaften notwendig, um diese iiber ein
externes angelegtes magnetisches Feld am Zielort fiir die selektive Behandlung zu
akkumulieren. Zu diesem Zweck werden magnetische Nanopartikel eingesetzt. Im
Allgemeinen weisen Nanopartikel eine Grofie von 1 — 100 nm auf und unterscheiden sich
aufgrund ihrer nanoskaligen Grofse deutlich in ihren physikalischen, chemischen und
biologischen Eigenschaften gegeniiber denen des Bulkmaterials.''*11¢ Die Veranderungen
der Eigenschaften bei Nanopartikeln basieren auf dem Oberfldchen- und Volumeneffekt.
Im Vergleich zum Bulkmaterial haben die Partikel eine hohe spezifische Oberflache und
folglich eine hohe Anzahl an Oberflichenatomen. Die relative Anzahl an
Oberflachenatomen steigt mit abnehmender Partikelgrofile. Da die &dufSeren Atome
verglichen mit den inneren Atomen weniger nachste Nachbarn aufweisen, mit denen sie in
Wechselwirkung treten konnen, liegen die Oberflaichenatome in einem erhdhten
energetischen Zustand vor. Durch diesen Oberfldcheneffekt besitzen Nanopartikel eine
hohere Reaktivitat. Der Volumeneffekt resultiert aus der Tatsache, dass in Nanopartikeln
relativ wenige Atome vorhanden sind. Dadurch verringert sich auch die Anzahl an
Elektronen gegeniiber grobkornigeren Teilchen aus dem Bulkmaterial. Somit vergrofiert
sich der Abstand zwischen den einzelnen Energieniveaus, sodass diskrete Niveaus und
kein quasi kontinuierlicher Zustand im Festkorper mehr vorliegen. Der Volumeneffekt hat
hierbei grofsen Einfluss auf optische und magnetische Eigenschaften in Nanomaterialien
und ist folglich von wichtiger Bedeutung fiir magnetische Nanopartikel.'"”1181 Aufgrund
der hohen Biokompatibilitit und guten Biodegradierbarkeit werden magnetische
Nanopartikel zunehmend in der Medizin und Biologie fiir Wirkstoff-Targeting,11120]
Bildgebung,!1211221 Zell-Tracking und Zell-Markierung,'?3124 magnetischer Trennung/12512¢]
sowie Hyperthermie eingesetzt.'”128] Hierfiir stehen zahlreiche magnetische Materialien

wie klassischen Eisenoxide, Magnetit (FesOs) und Maghemit (y-FexOs), sowie auch
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Nanopartikel aus Eisen-Platin-Legierungen und Ferrite wie ZnFe:Os zur Verfligung.[17:12°]
Fiir biomedizinische Anwendungen werden vorrangig Magnetit und Maghemit
eingesetzt.01%1 Fiir die Anwendung des ID-MDT unter Einsatz von magnetischen
Nanopartikeln werden in den folgenden Kapiteln der Magnetismus mit den
unterschiedlichen Arten einschliefflich dem Superparamagnetismus sowie die
Hyperthermie detaillierter beschrieben. Dariiber hinaus werden die Eisenoxide sowie
deren Herstellungs- und Stabilisierungsmoglichkeiten als Nanopartikel niaher betrachtet,
da diese in der vorliegenden Arbeit als Kernmaterial fiir die magnetischen nanopordsen

Silica-Nanopartikeln dienen.

2.3.1 Magnetismus

Die magnetischen Eigenschaften eines Materials beruhen auf zwei Phanomenen, aus
dem Kernmagnetismus und dem Magnetismus des Elektrons. Das magnetische Feld des
Kernmagnetismus beruht auf den Elektronen um den Atomkern, welche ein magnetisches
Moment besitzen. Betroffen hiervon sind die p-, d- und f-Elektronen eines Elementes, da
diese einen Bahndrehimpuls aufweisen. Der Magnetismus des Elektrons basiert auf dem
Eigendrehimpuls (Spin) und dem magnetischen Spinmoment, folglich dem
Spindrehimpuls. Dabei koppeln die Bahn- und Spindrehimpulse der Elektronen in
Atomen, Ionen und Molekiilen miteinander zu einem Gesamtdrehimpuls, woraus der
magnetische Gesamtmoment resultiert.!13>-134

Bei Betrachtung der magnetischen Flussdichte B, welche auch als Magnetfeld bezeichnet
wird und durch einen Permanentmagneten oder eine stromdurchflossene Spule gebildet
werden kann, und der magnetischen Feldstirke H liegt in Kombination mit der
magnetischen Feldkonstante po im Vakuum folgender Zusammenhang in Gleichung (1)

VOr.

B=wo-H 1)

Durch Einbringen von Materie mit der Magnetisierung M in dieses magnetische Feld

wird die magnetische Flussdichte B durch Gleichung (2) dargestellt.

B=uo-(H+ M) )
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Die Magnetisierung M ist auch das mittlere magnetische Moment pro Volumeinheit. In
einem externen angelegten Magnetfeld dient die sogenannte magnetische Suszeptibilitat y
zur Charakterisierung der Magnetisierbarkeit von Materie. Die Abhangigkeit der
Magnetisierung M von der magnetischen Feldstirke H und der magnetischen

Suszeptibilitat y wird durch Gleichung (3) beschrieben.

M=x-H 3)

Abhiéngig vom Verhalten in einem Magnetfeld und der magnetischen Suszeptibilitat
werden Stoffe in wunterschiedliche Klassen unterteilt. Wenn die magnetischen
Suszeptibilitaten unabhangig von der Magnetfeldstarke sind, so liegt diamagnetisches oder
paramagnetisches Verhalten vor. Bei einer Abhédngigkeit der magnetischen Suszeptibilitat
von der Magnetfeldstirke besitzen die Stoffe kooperative magnetische Eigenschaften.
Abhingig von der Anordnung der Spins wird hierbei noch in ferro-, antiferro- oder
ferrimagnetische Stoffe unterschieden.32-134

Bei diamagnetischen Materialien ist die Magnetisierung M der magnetischen
Feldstarke H entgegengerichtet. Dadurch wird ein externes angelegtes Magnetfeld nach
auflen verdrangt und abgeschwicht wie es in Abbildung 2.3 links schematisch dargestellt

ist.

Diamagnetisches Material Paramagnetisches Material

BauRen

Abbildung 2.3: Verhalten von diamagnetischem und paramagnetischem Material in einem externen angelegten
Magnetfeld. Links: Diamagnetisches Material. Rechts: Paramagnetisches Material. Nach 1321,

Diamagnetismus tritt bei Atomen, Molekiilen oder Ionen mit abgeschlossenen
Elektronenschalen und gepaarten Elektronen auf. Da sich die magnetischen Momente der

gepaarten Elektronen gegenseitig kompensieren, liegt folglich kein Gesamtdrehimpuls vor.
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Aufgrund der Abwesenheit weiterer Momente resultiert eine Abnahme der Feldstarke und
die Suszeptibilitat bei diamagnetischen Stoffen ist negativ. Diamagnetische Eigenschaften
sind in allen Stoffen vorhanden, jedoch werden sie leicht von stiarkeren
Magnetismusformen iiberdeckt. Edelgase sowie alle Stoffe mit edelgasdahnlichen Ionen, wie
z.B. Kt, Ca*, CI- und S$* oder edelgasdhnlichen Atomen, wie sie bei den meisten
organischen Verbindungen vorkommen, besitzen diamagnetische Eigenschaften.12:132-134

Beim sogenannten Paramagnetismus weisen die Atome, Molekiile oder Ionen
ungepaarte Elektronen auf. Dabei ist die Magnetisierung M und die magnetische
Feldstarke H gleich ausgerichtet und die Feldlinien werden nach innen gezogen, was
basierend auf dem Gesamtdrehimpuls zu einer Verstirkung der magnetischen
Eigenschaften fiihrt. Das Verhalten von paramagnetischen Materialien in einem externen
angelegten magnetischen Feld ist schematisch in Abbildung 2.3 rechts dargestellt.
Paramagnetische Stoffe besitzen eine geringe positive Suszeptibilitat, welche im Gegensatz
zur diamagnetischen Suszeptibilitdit temperaturabhangig ist und mit steigender
Temperatur abnimmt. Zu den Stoffen mit paramagnetischen FEigenschaften zadhlen
Sauerstoff (O2), einige Nichtmetallverbindungen, wie z.B. NO, NO: und ClO:, aber auch
Metalle wie Natrium oder Aluminium und zahlreiche Verbindungen der
Ubergangsmetalle.[129132-134]

In ferromagnetischen Materialien liegt eine Austauschwechselwirkung der
magnetischen Momente in den Atomen, Molekiilen oder Ionen untereinander vor. Bei
diesem kooperativen Phanomen sind die magnetischen Momente in einem bestimmten
Bereich parallel ausgerichtet. Diese Bereiche mit gleicher Magnetisierung werden als
magnetische Doméanen oder auch Weiss-Bezirke bezeichnet, welche durch sogenannte
Bloch-Wande voneinander abgegrenzt sind. Dabei ist die Ausrichtung der Weiss-Bezirke
zunachst zuféllig. Unter Einfluss eines externen angelegten magnetischen Feldes mit der
Feldstarke H, erfolgt jedoch eine Ausrichtung der magnetischen Domaénen in
Magnetfeldrichtung, was zu einer Erhohung der Magnetisierung M des betreffenden
Materials fiihrt. Der Einfluss der magnetischen Feldstarke H auf die Magnetisierung M wird
in Abbildung 2.4 anhand einer Magnetisierungskurve verdeutlicht. In der
Magnetisierungskurve steigt die Magnetisierung M mit zunehmender magnetischer
Feldstarke des externen angelegten Magnetfeldes bis zu einem Maximum, der sogenannten
Sattigungsmagnetisierung Ms, an dem mit der Feldstirke Hg eine vollstandige

Elektronenspinausrichtung vorliegt. Durch Entfernung des externen Magnetfeldes und
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folglich Reduzierung der magnetischen Feldstarke H auf Null, weist die Magnetisierung
nicht den gleichen Verlauf wie die urspriingliche Neukurve auf. Stattdessen verlauft die
Magnetisierungskurve entlang einer Hystereseschleife, wie sie in Pfeilrichtung in
Abbildung 2.4 dargestellt ist. Bei einer Feldstirke H=0 liegt hierbei eine
Restmagnetisierung vor, bei der das ferromagnetische Material Eigenschaften eines
Permanentmagneten  aufweist. = Die  Restmagnetisierung  wird auch  als
Remanenzmagnetisierung Mg oder auch kurz Remanenz bezeichnet. Diese Remanenz kann
erst durch ein externes entgegengesetzt gerichtetes Magnetfeld mit der Feldstarke —H
aufgehoben werden. Bei der sogenannten Koerzitivfeldstirke —H; besitzt die
Magnetisierung M =0 und das Material ist unmagnetisch. Durch weitere Erhéhung der
Feldstarke —H wird bei der Starke —Hg die negative Sdttigungsmagnetisierung —Ms
erreicht. Wird durch Umkehrung des Magnetfeldes wieder die Feldstarke verringert und
anschliefend in positive Richtung sukzessive wieder vergrofiert, so verlauft die
Magnetisierungskurve eines ferromagnetischen Stoffes, wie in Abbildung 2.4 dargestellt,

in Pfeilrichtung von —Mg wiederum zu Mg.[12132-134

+M

Abbildung 2.4: Magnetisierungskurve eines ferromagnetischen Materials. H: magnetische Feldstdrke.
M: Magnetisierung. Ms: Sattigungsmagnetisierung. Mpg: Remanenzmagnetisierung. H¢: Koerzitivfeldstérke.
Nach 01321,

Bei ferromagnetischen Materialien wird auch zwischen hartmagnetischen und
weichmagnetischen Stoffen unterschieden. Bei sogenannten Hartmagneten haben die

Materialien eine hohe Remanenzmagnetisierung sowie eine hohe Koerzitivfeldstarke.
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Folglich liegt bei Hartmagneten eine breite Hystereseschleife vor. Weichmagnetische Stoffe
besitzen unter Einfluss eines externen angelegten magnetischen Feldes eine geringe
Remanenzmagnetisierung sowie Koerzitivfeldstirke und dadurch eine schmale
Hystereseschleife. Die Suszeptibilitdt von Stoffen mit Ferromagnetismus, wie z.B. Eisen,
Cobalt, Nickel oder Gadolinium, ist im Gegensatz zu paramagnetischen Materialien ca.
sieben bis zehn Grolenordnungen stirker. Ahnlich wie beim Paramagnetismus sinkt die
magnetische Suszeptibilitit mit steigender Temperatur. Je nach Material wird die
energetisch giinstige parallele Ausrichtung der magnetischen Momente innerhalb der
Weiss-Bezirke bei einer bestimmten Temperatur, der sogenannten Curie-Temperatur,
gestort. Bei dieser stoffspezifischen Temperatur verliert der Ferromagnet seine magnetische
Eigenschaft und geht in einen paramagnetischen Zustand tiber.'?132-134]

Neben dem Ferromagnetismus besitzen auch der Antiferromagnetismus sowie der
Ferrimagnetismus kooperative Eigenschaften. Allerdings liegt bei allen drei Phanomenen
eine unterschiedliche Spinanordnung vor, die zur Veranschaulichung in Abbildung 2.5

dargestellt sind.

It bt

Ferromagnetismus  Antiferromagnetismus  Ferrimagnetismus

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Anordnungsmoglichkeiten der magnetischen Momente. Oben
Mitte: Weiss-Bezirke in einem ferromagnetischen Material. Links: Ferromagnetismus. Unten Mitte:
Antiferromagnetismus. Rechts: Ferrimagnetismus. Nach [132I,

Anders als beim Ferromagnetismus (Abbildung 2.5 links), bei dem alle Spinmomente in
einem Weiss-Bezirk parallel ausgerichtet sind, liegen beim Antiferromagnetismus auch
antiparallel ausgerichtete Spins vor (Abbildung 2.5 unten Mitte). Dabei gleicht die Anzahl
der parallel ausgerichteten Spins der Anzahl der antiparallel ausgerichteten Spins und
durch die antiparallele Kopplung der Spinmomente liegt keine Magnetisierung vor. Dieses

Phinomen kann bei antiferromagnetischen Materialen durch Uberschreiten der
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sogenannten Néel-Temperatur aufgehoben werden. Oberhalb dieser Temperatur wird die
antiparallele Kopplung der Spinmomente unterbrochen und es resultiert paramagnetisches
Verhalten. Beispiele fiir antiferromagnetische Materialien sind die Eisenverbindungen
Hamatit (a-Fe20s), Wiistit (FeO) und Goethit (a-FeO(OH)) sowie viele Ubergangsmetalle
und deren Oxide.[129132-134]

Materialien mit ferrimagnetischen Figenschaften verhalten sich &ahnlich wie
antiferromagnetische Materialien hinsichtlich der Ausrichtung der magnetischen
Momente. Neben parallel ausgerichteten Momenten liegen auch hier antiparallel
ausgerichtete Spins vor. Allerdings ist in den Weiss-Bezirken der Betrag der antiparallel
ausgerichteten Spins ungleich grofs gegeniiber den parallel ausgerichteten Momenten,
sodass die Sattigungsmagnetisierung kleiner als bei ferromagnetischen Materialien ist
(Abbildung 2.5 rechts). Ahnlich wie bei Ferromagnetika ist auch bei ferrimagnetischen
Stoffen bei Anlegen eines externen magnetischen Feldes ein Hysterese-Verhalten moglich
und bei Uberschreitung der stoffspezifischen Curie-Temperatur erfolgt ein Ubergang in
eine paramagnetische Phase. Zu den ferrimagnetischen Materialien zahlen zum Beispiel die
Ferrite wie Magnetit (FesOs), Maghemit (y-Fe20s) und Cobaltferrit (CoFe20a).112-134

Die beschriebenen Magnetismusarten basieren auf den jeweiligen Bulk-Materialien. Die
magnetischen Eigenschaften eines Stoffes sind stark von der Korn- bzw. Partikelgrofie
abhingig. Durch Verkleinerung der Partikelgrofse folgt auch eine Reduzierung der Anzahl
an Weiss-Bezirken. Dadurch resultiert eine Verringerung der magnetischen Doménen, was
wiederum zu einem Anstieg der Koerzitivfeldstarke und Senkung der Suszeptibilitat fiihrt.
Die Bildung von Bloch-Wanden ist unterhalb einer kritischen, stoffspezifischen Korngrofse
energetisch ungiinstig. Dadurch entstehen nanoskalige Einzeldoménen-Kristallite, welche
voneinander getrennt vorliegen und parallel ausgerichtete magnetische Momente
aufweisen.'”-311  Dijeses Phdnomen ist zusammen mit der Abhangigkeit der
Koerzitivfeldstarke von der Partikelgrofie in Abbildung 2.6 veranschaulicht. Nanopartikel
solcher Materialien besitzen in diesem Fall sogenannten Superparamagnetismus. Hierbei
liegt bei einem ferro- oder ferrimagnetischen Stoff aufgrund seiner nanoskaligen Doméanen
Paramagnetismus-artiges Verhalten vor, allerdings wird auch deren charakteristische
ferromagnetische Sattigungsmagnetisierung erreicht. Anders als bei Bulk-Ferromagneten
weisen die Nanopartikel bei Entfernung eines externen angelegten Magnetfeldes keine
Restmagnetisierung auf.'»-1311  Eine charakteristische Magnetisierungskurve von

superparamagnetischem Material ohne Remanenz ist Abbildung 2.7 dargestellt.
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Abbildung 2.6: Oben: Vergleich der magnetischen Momente vom Bulk-Material {iber zusammengewachsene
Strukturen zu superparamagnetischen Nanopartikeln. Unten: Abhéngigkeit der Koerzitivfeldstarke H; vom
Partikeldurchmesser.  Dgp: superparamagnetischer =~ Durchmesser.  Dg: kritischer ~ materialabhédngiger

Durchmesser. Nach 1311,

Abbildung 2.7: Magnetisierungskurve eines superparamagnetischen Materials. H: magnetische Feldstérke.
M: Magnetisierung. Mg: Sattigungsmagnetisierung. Hc: Koerzitivfeldstarke. Nach 1311,

Superparamagnetismus tritt bei ferrimagnetischen Materialien aus Eisenoxid ab einer

Partikelgrofse von unter 30nm und unterhalb der Curie-Temperatur auf. Speziell
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Eisenoxid-Nanopartikel mit diesen magnetischen Eigenschaften werden auch als SPIONs
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles) bezeichnet.!13013]

Werden superparamagnetische Nanopartikel anstelle eines magnetischen Gleichfeldes
einem magnetischen Wechselfeld mit ausreichender Frequenz ausgesetzt, so besitzen diese
Materialien eine weitere, fiir die Biomedizin interessante Eigenschaft, die sogenannte
Hyperthermie. Bei diesem Phanomen erfolgt eine Temperaturerhohung durch die
magnetischen Nanopartikel unter Einfluss des Wechselfeldes. Hierbei erfolgt durch das
Wechselfeld eine wiederholende Umkehrung der Magnetisierung, bei der die magnetische
Energie in Warmeenergie umgewandelt wird, welche wiederum direkt an die betroffene
Umgebung abgegeben wird. Diese Warmeerzeugung ist durch die Néel-Relaxation und die

Brown-Relaxation begriindet, welche schematisch in Abbildung 2.8 dargestellt sind.

Néel-Relaxation Brown-Relaxation

— —

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Mechanismen zur Hyperthermie von superparamagnetischen
Nanopartikel unter Einfluss eines externen angelegten magnetischen Wechselfeldes. Links: Néel-Relaxation.
Rechts: Brown-Relaxation. Nach 1311,

Bei der Néel-Relaxation wird durch das Wechselfeld eine Rotation der magnetischen
Momente in den superparamagnetischen Nanopartikeln induziert. Diese Relaxation hangt
zum einen von der intrinsischen Anisotropie, also vom Material, der Oberflache und der
Form und zum anderen vom Volumen der superparamagnetischen Nanopartikel ab. Diese
Faktoren sind entscheidend fiir die benétigte Energie zur Umkehrung der Magnetisierung.
Bei der Brown-Relaxation wiederum erfolgt im magnetischen Wechselfeld eine
physikalische Rotation der superparamagnetischen Nanopartikel selbst. Bei diesem
Mechanismus ist die Kapazitdat des Partikels zur Umkehrung der Magnetisierung durch
physikalische Rotation im ausgesetzten Medium entscheidend. Die Rotation des Partikels
wird hierbei durch die Viskositat des Mediums sowie dem hydrodynamischen Radius des
Partikels bestimmt, wozu neben dem magnetischen Kernmaterial auch jegliche Art von
organischem oder anorganischem Schalenmaterial beitragt. Beide Relaxations-
Mechanismen beeinflussen zusammen die Hyperthermie eines superparamagnetischen

Nanopartikels im magnetischen Wechselfeld. Insbesondere fiir biomedizinische
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Anwendungen haben superparamagnetische Nanopartikel aufgrund ihrer Hyperthermie-
Eigenschaften grofies Potential im Bereich der Krebstherapie sowie des Wirkstoff-
Targetings in Kombination mit einer warmeinduzierten Wirkstofffreisetzung durch ein

externes angelegtes magnetisches Wechselfeld als Stimulus.77/131:136157]

2.3.2 Eisenoxid-Nanopartikel

Fiir die magnetischen nanoporose Silica-Nanopartikel als Wirkstofftragersysteme fiir
das ID-MDT werden superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIONs) in Form von
Magnetit als magnetische Kerne eingesetzt. Die Verwendung von magnetischen
Nanopartikeln wurde in den vergangenen Jahrzehnten intensiv untersucht und der Einsatz
wurde in medizinischen Anwendungen wie z.B. bildgebende Verfahren, Krebstherapie
oder Drug-Delivery-Systeme etabliert.['*-1401 Insbesondere SPIONs aus Magnetit (FesOs)
bzw. Maghemit (y-Fe:0s) zeichnen sich durch eine sehr gute Biokompatibilitat, starke
magnetische Eigenschaften sowie einer hohen Vielseitigkeit an
Funktionalisierungsmoglichkeiten im Hinblick auf die Weiterverwendung als
Kompositmaterial fiir biomedizinische Anwendungen aus. Unterhalb einer Partikelgrofse
von 30 nm weisen diese Eisenoxid-Nanopartikel superparamagnetische Eigenschaften auf,
bei denen nach Entfernen eines externen angelegten Magnetfeldes keine
Restmagnetisierung und folglich das Risiko einer Agglomeration dieser NPs
vorliegt.[30131135] Die Strukturen von Magnetit und Maghemit sind in Abbildung 2.9
dargestellt.
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Abbildung 2.9: Struktur von Magnetit (FesOa) (links) und Maghemit (y-Fe20s) (rechts). Schwarze Kugeln: Fe?".
Griine Kugeln: Fe®*. Rote Kugeln: O%". Nach 141,
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Magnetit (FesOs) ist ein schwarzes Mischoxid aus Eisen(Il)- und Eisen(Ill)-Ionen mit
ferrimagnetischen Eigenschaften. Dieses Fisenoxid kristallisiert in der inversen
Spinellstruktur, bei der die Oxid-Ionen eine kubisch dichteste Kugelpackung bilden. Die
Halfte der Oktaerderliicken wird durch Eisen(II)-Ionen besetzt. Dagegen werden je zur
Halfte die Tetraederliicken und Oktaederliicken durch Eisen(Ill)-Ionen belegt. Basiered
darauf kann die Formel fiir Magnetit folglich auch als Fel![Fe!'Fe''],0,
(T = Tetraederumgebung, O = Oktaederumgebung) beschrieben werden.['41142]

Maghemit (y-Fe:0s) besitzt ebenfalls ferrimagnetischen Figenschaften und hat eine
ahnliche Struktur wie Magnetit. Allerdings liegt hier im Vergleich zum Magnetit nahezu
auschliefSlich Eisen(IIl)-Ionen vor. Jede Elementarzelle des Maghemits ist aus 32 Oxid-
Ionen, 21 % Eisen(IlI)-Ionen sowie 2% Leerstellen aufgebaut. Die Oxid-Ionen bilden auch
hier eine kubisch dichteste Packung. Die Eisen(Ill)-Ionen besetzen alle Tetraederliicken
sowie zufdllig die restlichen Oktaederliicken. Mittels der Leerstellen in den
Oktaerderliicken wird der Ladungsunterschied durch die oxidierten Eisen(II)-Ionen
kompensiert. Maghemit kann hierbei auch als vollstindig oxidiertes Magnetit angesehen
werden. Eine Riickreaktion von Maghemit zu Magnetit ist {iber eine Erhitzung bei 200 °C
im Vakuum moglich.[132141]

Fir die Herstellung von SPIONs kénnen grundséatzlich zwei Methoden angewendet
werden, die Top-Down- und die Bottom-Up-Methode.!'*l Bei der Top-Down-Methode werden
makroskopische Materialien durch Mahl- oder Atzprozesse oder Laserablation zerkleinert.
Ein grofier Nachteil dieser Methode besteht allerdings in einer resultierenden breiten
Grofienverteilung sowie Aggregation der SPIONs, welche die magnetischen Eigenschaften
stark beeinflussen. Bei der Bottom-Up-Methode wiederum werden kleinere
Vorlauferverbindungen {iber unterschiedliche Synthesewege zu Nanomaterialien mit
kontrollierten Partikelgrofien, Formen sowie Oberflacheneigenschaften umgesetzt. Zu den
Bottom-Up-Methoden zdhlen zum Beispiel die Elektronenstrahllithographie, Spriihpyrolyse
sowie die chemische Gasphasenabscheidung (chemical vapor deposition, CVD).[143-14] Bei
diesen Ansdtzen sind allerdings die Partikelausbeuten sehr gering und die
Herstellungsprozesse sehr kostenintensiv.[¥’l Fiir die Herstellung von héheren Ausbeuten
stehen chemische Techniken wie die Co-Prazipitations-Methode, 415  die

Mikroemulsions-Methode, 1541531 Sol-Gel-Reaktionen,'*! Hydrothermal-Reaktionen,5-1%]
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aber auch Hochtemperatursynthesen,'%0-192 Ultraschall-Methoden!"® und biologische
Synthesen!'®l zur Verfligung.

Fiir die Synthese der superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikel als Kernmaterial
tiir die magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) wird die sogenannte
Massart-Methode eingesetzt.l'®5] Bei dieser Co-Prazipitations-Methode werden unter
Inertgas-Atmosphare und alkalischen Bedingungen mit Hilfe von Eisen(II)- und Eisen(III)-
Salzen SPIONSs hergestellt. Dabei konnen als Eisen-Prakursoren entsprechende Chloride,
Sulfate oder Nitrate verwendet werden. Als Basen dienen Ammoniumhydroxid,
Natriumhydroxid oder auch Methylamin. Die Massart-Methode kann durch folgende

Reaktionen beschrieben werden.!16¢

Fe? +2 OH- - Fe(OH)
Fe3* +3 OH- — Fe(OH)s
Fe(OH)2 + 2 Fe(OH)s; — FesOs + 4 H.0O

Bei der Massart-Reaktion wird eine vollstandige Prazipitation von FesOs zwischen
pH =9 und 14 mit einem molaren Verhdltnis fiir Fe(Ill) und Fe(II) von 2:1 bei einer nicht
oxidierenden sauerstofffreien Umgebung erwartet. In Gegenwart von Sauerstoff ist FesOu4
nicht sehr stabil. Dabei erfolgt eine Umwandlung zu y-Fe20s, welches durch folgende

Reaktionen dargestellt werden kann. 6]

FesOs +0.25 O2 + 4.5 H20 — 3 Fe(OH)s3
2 Fe(OH)3 — y-Fe20s3 + 3 H20

Zur Pravention dieser Oxidation des Magnetits zum Maghemit wird mittels Stickstoff-
Strom in der Reaktionslosung eine sauerstofffreie Umgebung vorgelegt. Zudem wird durch
den Stickstoff die Partikelgrofie reduziert.[67.1681

Bei der Co-Prazipitations-Methode sind fiir die Herstellung von monodispersen
Nanopartikeln der Keimbildungs- und der Wachstumsprozess von entscheidender
Bedeutung. Diese beiden Prozesse wurden von LaMer etal. zur Beschreibung von
Kristallisationsprozessen und Féallungsreaktionen aus wassrigen Medien beschrieben.['®] In
diesem Modell werden bei der Fallungsreaktion die Keimbildungs- und Wachstumsphase

getrennt voneinander betrachtet. Fiir eine enge Partikelgrofienverteilung sind hierbei eine
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kurze Keimbildung (Nukleation) und ein langsames Wachstum ohne weitere Nukleation
wichtig. Zur Veranschaulichung ist das sogenannte LaMer-Diagramm in Abbildung 2.10

dargestellt, in welchem der gesamte Prozess in drei Phasen unterteilt ist.

| Il 1]

Monomerkonzentration

Zeit

Abbildung 2.10: LaMer-Diagramm zur Beschreibung von Kristallisationsprozessen und Fallungsreaktionen.
Phase I: Vorstufe. Phase II: Nuklation. Phase III: Wachstumgsphase. Cs: Sdttigungskonzentration. Cuit: kritische
Konzentration. Nach (¢,

Im Modell von LaMer liegen die Reaktanden in der ersten Phase, der Vorstufe, in Losung
vor. Durch eine chemische Reaktion erfolgt die Formation von Monomeren, sodass die
Konzentration dieser Monomere mit fortschreitender Zeit ansteigt. Bei Erreichen der
Sattigungskonzentration Cs erfolgt eine Ubersittigung der Losung durch die Monomere.
Durch einen weiteren Konzentrationsanstieg und Uberschreiten der sogenannten
kritischen Konzentration Cirit, resultiert in der zweiten Phase die spontane Nukleation der
Monomere aus einer sehr stark iibersattigten Losung. Hierbei werden in kurzer Zeit viele
Nukleationskeime gebildet. Wenn dadurch die Konzentration der Monomere unter den
kritischen Wert fillt, konnen keine weiteren Keime entstehen. Aufgrund des
Konzentrationsabfalls ist dann die Nukleationsphase kurz. Die dritte Phase besteht aus der
Wachstumsphase, in welcher ein diffusionskontrolliertes Kristallwachstum der
Nanopartikel stattfindet. Die Konzentration sinkt hierbei iiber einen ldngeren Zeitraum
durch weiteren Verbrauch der Monomere im Medium und das Kristallwachstum erfolgt
bis die Konzentration unter die Loslichkeitsgrenze fallt. Fiir die Herstellung von
monodispersen Nanopartikeln sollten die Nukleation und das Wachstum getrennt
voneinander ablaufen. Dabei sind eine hohe Nukleationsrate und ein langsamer

Wachstumsprozess notwendig.[169-171]
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Eine weitere Moglichkeit zur Grofienkontrolle von SPIONs und Pravention gegen
Oxidation sowie Agglomeration ist die Funktionalisierung der magnetischen Nanopartikel
mit organischen Verbindungen wahrend der Partikelsynthese. Zu diesem Zweck werden
Carboxylate, Phosphate, Amine aber auch Polymere wie Polyethylenglycole,
Polyvinylalkohole und Polysaccharide fiir die Stabilisierung der magnetischen
Nanopartikel eingesetzt.['’>174 In Abhangigkeit von ihrem Verhiltnis zu den Eisensalzen
kénnen die organischen Verbindungen unterschiedliche FEinfliisse auf die Grofse der
entstehenden Partikel haben. So konnen die Eisenkationen durch organische Anionen
komplexiert werden, wodurch die Nukleation gehemmt und somit ein Wachstum zu
grofsen Partikeln begiinstigt wird. Dagegen kann aber auch durch adsorbierte Molekiile das
Partikelwachstum verhindert werden, was wiederum die Formation von vorrangig kleinen
Partikeln fordert.[147.172175-177]

Eine beliebte organische Verbindung zur Stabilisierung von Eisenoxid-Nanopartikeln
und Pravention vor Oxidation ist Olsiure, welche auch in dieser Arbeit fiir die Synthese
von FesOs NPs eingesetzt wird. Aufgrund der langen Kohlenwasserstoffe-Kette besitzt
Olsdure stark hydrophobe Eigenschaften. Als Kopfgruppe liegt bei diesem langkettigen
Molekiil ein Carboxylat vor, welches eine starke kovalente Bindung an die Oberflache der
Eisenoxid-Nanopartikel ausbildet. Zudem liegt durch die langen Ketten eine sterische
Hinderung der angelagerten Molekiile vor, wodurch die Nanopartikel zuséatzlich
stabilisiert werden.[178179]

Ein weiteres Molekiil, welches im Rahmen dieser Arbeit zur Stabilisierung von
Eisenoxid-Nanopartikeln verwendet wird, ist Trinatriumcitrat. Durch die Adsorption von
Citrat-Anionen an die Oberfldche der magnetischen Kerne erhalten die Partikel hydrophile
Eigenschaften sowie eine hohe negative Oberflachenladung. Die Stabilitat wird dabei durch
elektrostatische Abstoflung der Partikel im Dispersionsmittel erzielt.'801811 Wahrend
hydrophobe Kolloide bei saurem und basischem pH-Wert zum Ausflocken der Partikel
neigen, haben hydrophile Kolloide eine hohe Stabilitat gegeniiber Elektrolyten und pH-

Wert-Anderungen in der Lésung.

2.4 Magnetische Kern-Schale-Nanopartikel

Fiir die selektive Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen im Rahmen des

Implantat-dirigierten magnetischen Wirkstoff-Targetings (ID-MDT) dienen magnetische
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Kern-Schale-Nanopartikel —als  potenzielle =~ Wirkstofftragersysteme. = Kern-Schale-
Nanopartikel bestehen hierbei aus einem oder mehreren Kernmaterialien. Die
Kernmaterialien wiederum kénnen von einer Schale, einem mehrlagigen Schalensystem
aber auch Schalensystemen mit Hohlrdumen umgeben sein. Insbesondere fiir
biomedizinische Anwendungen haben Kern-Schale-Nanopartikel gegeniiber simplen
Nanopartikeln grofie Vorteile durch verbesserte Eigenschaften, wie z.B. geringere
Zytotoxizitat, hohere Dispersibilitat und Biokompatibilitdat, verbesserte Konjugation mit
anderen bioaktiven Molekiilen sowie hohere thermische und chemische Stabilitit.[182-184] Je
nach Anforderung und gewiinschte Anwendung konnen Kern-Schale-Systeme auf einer
Vielzahl von unterschiedlichen Materialkombinationen basieren. Die Partikel beruhen
hierbei vorrangig aus anorganisch/anorganisch, anorganisch/organisch,
organisch/anorganisch sowie organisch/organisch bestehenden Kern-Schale-Systemen.['!
Fiir die Kern-Schale-Partikel in dieser Arbeit werden anorganische Eisenoxid-Nanopartikel
als Kerne sowie nanopordses Silica als anorganisches Schalenmaterial eingesetzt. Dartiber
hinaus dient periodisches mesopordses Organosilica (PMO) als anorganisches-organisches
Hybridmaterial fiir eine zusatzliche Schale fiir ein Multischalen-Partikelsystem. In den
folgenden Kapiteln werden daher nanopordses Silica, periodisch mesoporodses Organosilica
sowie deren Oberflichenmodifizierung und die Anwendungen von Kern-Schale-

Nanopartikeln in der Biomedizin nédher betrachtet.

2.4.1 Nanoporoses Silica

Bei den magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) fiir das ID-MDT-
Prinzip dient Silica als Schalenmaterial zur Wirkstoffeinlagerung und Freisetzung. Silica ist
amorphes Siliciumdioxid, welches sich durch seine mechanische und thermische Stabilitat
auszeichnet.'®l Dieses Material kann z.B. als pyrogenes Silica durch kontrolliertes
Verbrennen von Siliciumtetrachlorid hergestellt werden und findet haufig Einsatz als
Fiillstoff fiir Polymere.!s-1%1 Zudem sind Silica-Materialien im Rahmen eines Sol-Gel-

Prozesses tiber die Hydrolyse und Kondensation von Alkoxysilanen zuganglich.['*0191

Hydrolyse: Si(OR)s + 4 OH- — Si(OH)s + 4 OR-
Kondensation: (HO)sSi-OH + HO-Si(OH)s - (HO)sSi-O-Si(OH)s + H20
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Insbesondere die Stober-Methode stellt eine der bekanntesten nasschemischen
Herstellungsverfahren dar, bei der monodisperse unpordse Silica-Partikel mit Hilfe von
Tetraethylorthosilicat (TEOS), Ammoniak, Wasser und Alkohol hergestellt werden. Durch
Variation der unterschiedlichen Syntheseparameter ist dabei eine
Partikelgrofseneinstellung mit Durchmessern von 50 nm bis 2 um moglich.[1%01921

Von sehr grofiem Interesse sind insbesondere porose Silica-Materialien, da diese
aufgrund ihrer Eigenschaften fiir viele Anwendungsgebiete eingesetzt werden konnen.
Hierzu gehoren die Katalyse, 1> die Chromatographie, %171 die Adsorption!'¥71% sowie
die Photochemie und Optik.*2% Durch die generelle Biokompatibilitit sowie
Degradierbarkeit wird die Anwendung von porosen Silica-Materialien in der Biomedizin
in Bereichen des Bioimagings,?'2? der Biosensorik,?%24l der Theranostik??l und der
Medikamenten-Freisetzung intensiv erforscht.l7742052081 Dje Herstellung von pordsen
Silica-Materialien wurde bereits um 1970 in Patenten beschrieben, jedoch fehlten zu den
Materialien detaillierte Charakterisierungen. Aus diesem Grund ist die eigentliche
Entdeckung dieser Silica-Materialien auf die frithen 1990er Jahre zuriickzufiihren. Die
erfolgreiche Synthese von nanoporosem Silica wurde hier relativ zeitgleich von der
Arbeitsgruppe Yanagisawaetal. und der Mobil Oil Company beschrieben.??210]
Nanoporoses Silica zeichnet sich vor allem durch eine grofie spezifische Oberflache, ein
grofSes Porenvolumen sowie eine kontrollierbare Porenweitenverteilung aus.?""-231 Durch
diese Porositat besitzen sie eine kontrollierbare und variable Oberflaichenchemie.74205214]
Seit 2015 werden alle Porendurchmesser bis zu 100 nm durch die neue IUPAC-
Nomenklatur als ,nanopords” bezeichnet.?’! Bei den Porengrdéfien wurde zuvor nach
IUPAC-Nomenklatur eine Unterteilung in mikropordse (<2 nm), mesoporodse (2 — 50 nm)
und makropordse Systeme vorgenommen, weshalb fiir die pordsen Silica-Materialien in
der Literatur haufig die Bezeichnung ,,mesoporos” vertreten ist.[216]

Fiir die Herstellung von nanopordsen Silica-Materialien wird wie bei der Stober-
Methode ein Silica-Prakursor wie TEOS, Wasser, ein Alkohol sowie eine Base eingesetzt.
Zur Formation des Porensystems wird allerdings ein strukturdirigierendes Agens (SDA)
verwendet. Dazu dienen Tenside wie zum Beispiel ionische Molekiile wie
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) oder nicht-ionische Molekiile wie das
Blockcopolymer Pluronic® F-127. In Abhangigkeit der SDA-Konzentration liegen bei der
Silica-Synthese zwei Mechanismen vor, die in Abbildung 2.11 dargestellt sind.
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Abbildung 2.11:  Bildungsmechanismen von nanopordsen Silica-Materialien unter Einsatz von
strukturdirigierenden =~ Agentien. = A:echter  Fliissigkristall-Templat-Mechanismus. ~ B: kooperativer
Fliissigkristall-Templat-Mechanismus. Nach 271,

Bei hohen SDA-Konzentrationen basiert die Silica-Herstellung auf dem echten
Fliissigkristall-Templat-Mechanismus (liquid crystal templating, LCT), bei welchem die
Tensid-Molekiile bei Uberschreitung der kritischen Mizellbildungskonzentration (critical
micelle concentration, CMC) spharische Mizellen ausbilden. In Abhingigkeit von der
Konzentration, der Temperatur und dem Losungsmittel ordnen sich diese Mizellen zu
grofleren Aggregaten, den sogenannten lyotropen, fliissigkristallinen Phasen, an. Diese
Phasen konnen kubische, hexagonale oder lamellare Strukturen annehmen. Nach
Ausbildung der lyotropen, fliissigkristallinen Phasen erfolgt durch Zugabe eines Silica-
Prakursors aufgrund von attraktiven Wechselwirkungen die Anordnung der Silica-
Vorlaufer um die Grenzflache der Strukturen. In einem Sol-Gel-Prozess erfolgen die
Hydrolyse und Kondensation eines amorphen Silica-Netzwerkes um die organischen
Template. Dagegen bildet sich beim kooperativen Fliissigkristall-Templat-Mechanismus
die fliissigkristalline Phase auch bei geringen SDA-Konzentrationen aus. Dabei findet eine
kooperative Selbstorganisation des Tensids mit der direkt verwendeten Silica-Vorstufe
statt. Das nanopordse Silica-Netzwerk wird nach der Synthese durch Entfernung des SDAs
mittels einer Calcination, einer Extraktion mit einem geeigneten Losemittel oder durch
einen Ionenaustausch erhalten.[?!7-21]

Durch Variation der Synthesebedingungen bei der Silica-Herstellung sind zahlreiche
Partikelsysteme erhéltlich. Ahnlich wie bei Stober-Partikeln kénnen durch die Art und die
Konzentration der Reaktanden unterschiedliche Partikelgrofien eingestellt werden. Auch

die Art der eingesetzten Base hat einen Einfluss auf die Partikelgrofse. Die Verwendung
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von organischen Basen, wie Diethanolamin oder Triethanolamin, als Alternative zu
Ammoniak begiinstigt die Formation von Nanopartikeln. Hierbei hat die Pufferwirkung
dieser Additive einen Einfluss auf die kontrollierte Hydrolyse und Kondensation der Silica-
Vorstufe 52202211 Eine weitere Moglichkeit zur Beeinflussung der Partikelgrofie besteht in
dem Einsatz von zwei Tensiden mit unterschiedlichen Affinitditen zum Silica. So
verwendeten Suzuki et al. fiir die Herstellung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln ein
ionisches Tensid zur Mizellenbildung sowie ein neutrales Blockcopolymer zur
Abschirmung der Silica-Oberfldche.?? Der Einsatz von Mikroemulsionen bestehend aus
einem hydrophilen und hydrophoben Losungsmittel unter Zusatz von Tensiden bietet eine
weitere Synthesestrategie zu einem kontrollierten Wachstum von Silica-Partikeln. Dabei
unterstiitzen die sich bildenden, inversen Mizellen als Nanoreaktoren die Formation von
Nanopartikeln.?23]

Neben der Partikelgrofie ist durch Variation der Syntheseparamater oder durch Einsatz
von co-strukturdirigierenden Agenzien ein Einfluss auf die Morphologie der Silica-Partikel
moglich. Dadurch sind neben sphérischen Systemen auch anisotrope Formen zuganglich,
wie zum Beispiel Wiirfel, 224 Pléttchen,??! Fasern,1??l Bander,1??”! Helices,??! Stabchen, 22}
Ellipsoide, % Rohrchen®!l oder Rhombendodekaeder.??. Auch die Herstellung von virus-
ahnlichen Silica-Nanopartikeln ist mit geeigneten Syntheseparamatern moglich. 23]

Die Porengrofse im Silica-Gertist kann iiber die Kettenldnge des Tensids eingestellt
werden. So sind je nach verwendetem SDA Porengrofien von 2 — 10 nm zuganglich. Unter
Einsatz von Quellungsagenzien sind dariiber hinaus auch grofsere Porensysteme
realisierbar, welche eine Einlagerung und Freisetzung von grofieren Biomolekiilen mit
einem grofsen Potential fiir die Gentherapie ermoglicht.572172342%1 Ein Beispiel fiir ein
Quellungsagens  zur  Herstellung  von  grofiporigen  Silica-Systemen  ist
1,3,5-Trimethylbenzol.?+2%1 Eine weitere Moglichkeit besteht in der Synthese in einem
Ol-Wasser-Gemisch unter Einsatz von Polystyrol als Templat.?”) Aber auch die
Herstellung von hohlen Silica-Nanopartikelsystemen zur weiteren Vergrofierung des
Porenvolumens wird in der Literatur diskutiert.[2382%

Ein weiteres Quellungsagens fiir die Herstellung von grofiporigen Systemen liegt in
Ethylacetat vor, welches auch in dieser Arbeit fiir die Synthese der magnetischen
nanoporosen Silica-Nanopartikel (MNPSNDPs) eingesetzt wird. Kim et al. konnten bei der
Synthese von magnetischen Silica-Nanopartikeln zeigen, dass der Einsatz einer geringen

Menge Ethylacetat die Formation von sphérischen Kern-Schale-Systemen mit einer
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nanoporosen Silica-Schale mit Porendurchmessern von 3.5 nm begiinstigt, wogegen ohne
den Einsatz des Ethylacetats, verzweigte magnetische Silica-Netzwerke gebildet werden.
Hierbei liegen wahrend der Silica-Sol-Gel-Synthese innerhalb der Ol-Wasser-Emulsion,
Wechselwirkungen zwischen dem Ethylacetat und den hydrophoben Olsiure-Liganden
der magnetischen Kerne vor.?*l Die Synthese der Silica-Schale um die magnetischen Kerne

unter Einfluss von Ethylacetat ist schematisch in Abbildung 2.12 dargestellt.

Entfernung der

Sol-Gel- organischen
Ethylacetat Reaktion Template Y -
—— ——
[ ]
CTAB-staplisterte CTAB-stabilisierte ,
s Fe;0, NPs MNPSNP MNPSNP
mit Ethylacetat mit organischen Templaten

® Fe;O, NP — Olséure —— CTAB 3% Ethylacetat @ Pore mit CTAB Pore

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Synthese der Silica-Schale um magnetische Kerne unter Einfluss
von Ethylacetat. Nach 12401,

Durch den Einsatz einer grofien Menge an Ethylacetat konnten Kwon et al. grof$porige
magnetische Silica-Nanopartikel mit Porengrofien von bis zu iiber 30 nm realisieren. Die
Formation dieser groflen Mesoporen wird durch die hohen Mengen Ethylacetat als
organisches Additiv gefordert, da dadurch in den strukturdirigierenden CTAB-Mizellen
grofie Emulsionen vorliegen. Diese grofsen Emulsionen begiinstigen hierbei die
Porenexpansion und ermoglichen somit die Herstellung von grofSporigen magnetischen
Silica-Systemen, welche insbesondere fiir die Einlagerung und Freisetzung von grofsen
Molekiilen interessant sind.?*!l Durch die Variation der Synthesebedingungen bei der
Herstellung nanoporoser Silica-Systeme sind folglich vielseitige Materialien mit einer

grofien Breite an Einsatzmdglichkeiten zuganglich.

2.4.2 Periodisch mesopordses Organosilica

Als ein weiteres Schalenmaterial zur Wirkstoffeinlagerung und Freisetzung fiir das
ID-MDT-Prinzip dient periodisch mesopordses Organosilica (PMO). Die erfolgreiche
Synthese eines PMOs mittels Sol-Gel-Verfahren und strukturdirigierender Agenzien (SDA)
wurde erstmals unabhéngig voneinander 1999 von Inagaki et al. >l Asefa et al.?*l und

Melde et al.?*¥ beschrieben. Dieses organisch-anorganische Hybridmaterial besteht aus
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periodisch  alternierenden anorganischen Siloxan-Gruppen und verbriickenden
organischen Gruppen, welche meist aus Vorstufen des Typs (R’O)sSi-R-Si(OR’)s hergestellt
werden. Die Synthese von PMO-Materialien ist in Abbildung 2.13 dargestellt.

=4S = %’% &5 >
H* ) / OH" Sa it
. . (aq) (aq) Y I
‘ . ”:
(R'O),Si _@_ Si(OR"); g@%g G
N @}7& I
:’4)»{%"
I
o 9 A o~ \o 020 .
O/SI\O\\O\SI o/ 8'\0/ Extraktion /
Si—0 - P
T / Calcination
i Sig—S{
O\S_ (6]

Abbildung 2.13: Schematische Darstellung der Synthese von periodisch mesoporésem Organosilica (PMO).
Nach 2171,

Die organischen Gruppen sind kovalent an die Siloxane gebunden, sodass eine
gleichmafiige Verteilung der organischen Gruppen iiber das gesamte PMO-Netzwerk
vorliegt. Durch die gleichmafiige Verteilung dieser Linker-Molekiile zeichnen sich PMOs
durch die bereits vorhandenen organischen Modifikationen, eine hohe spezifische
Oberflache sowie Porenvolumina aus. Zudem weisen PMOs eine hohe Biokompatibilitat
auf und ermoglichen weitere Modifizierungen mittels post-synthetischer Modifikation der
oberflachlichen Silanol-Gruppen sowie durch Funktionalisierung der organischen
Gruppen.[°0217245246] Da die organischen Gruppen in den Porenwéanden angebunden sind,
ist die Gefahr einer Porenblockierung reduziert, wodurch eine verbesserte Diffusion in den
Poren gefordert wird. Die hohe Modifikationsdichte innerhalb der PMOs unterstiitzt
dariiber hinaus eine hohe Wirkstoffbeladung.?#24] Verglichen mit nanopordsem Silica sind
PMO-Materialien hydrophober, wodurch Wirkstoffe mit hydrophoben Gruppen besser
eingelagert werden konnen.'*l

Fir die Herstellung von PMOs werden haufig kurzkettige und starre verbriickende
Molekiile mit Methylen-, Ethylen-, Ethenylen-, Phenylen- und Biphenylen-Gruppen

verwendet.?27291 Fiir die Formation von geordneten Strukturen mit inhdrenten
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Modifikationen mit Hilfe von grofieren verbriickenden organischen Einheiten ist in
Abhidngigkeit der Grofle und der Flexibilitit des Molekiils zunehmend eine Co-
Kondensation mit Silica-Prakursoren wie TEOS notwendig.?* So sind auch Hybrid-
Systeme mit vergleichsweise grofsen organischen Briickeneinheiten, wie z.B.
Tetraphenylpyren-PMO,? aber auch speziellere PMOs mit Metallkomplexen (z.B.
Porphyrineinheiten),24524%251  Heteroatomen  (z.B. Thiophen-PMO)2!7.2431 oder
Farbstoffeinheiten (z.B. Acridon-PMO),2452%2 zuganglich.

Verglichen zu rein anorganischen Silica-Materialien sind PMOs mit ihren
verbriickenden organischen Einheiten thermisch anfilliger. Je nach Art des Linker-
Molekiils sowie der Calcinationsatmosphare konnen PMOs jedoch auch bis zu 500 °C stabil
sein.?17241 I[n PMOs konnen tiber eine gezielte thermische Behandlung durch Spaltung der
Si-C-Bindungen funktionelle Gruppen gebildet werden.?"724%5-247] Aufgrund der inharenten
organischen Modifikationen der PMOs sind diese Hybridmaterialien hydrophober sowie
auch mechanisch stabiler und unempfindlicher gegeniiber Hydrolyse, im Vergleich zu
anorganischen Silica-Materialien. [217,245246]

Ahnlich wie bei Silica-Materialien kann durch Variation der Syntheseparamater die
Grofie, Morphologie und Porositat der PMOs beeinflusst werden. Wichtige Paramater sind
hierbei wu.a. die Konzentrationen der Synthesekomponenten, das eingesetzte
(Co-)strukturdirigierende Agens, das Losungsmittel, die Restgruppen des Prakursors, aber
auch die Bedingungen wie Temperatur, pH-Wert, Einsatz von Additiven und die
Rithrgeschwindigkeit.?*! Fiir die Herstellung von PMOs kommen als SDAs vorrangig
langkettige Alkyltrimethylammoniumhalogenide mit einer Kettenlange von 8 — 18 sowie
Triblockcopolymere zum Einsatz.?*! Grofsporige PMOs sind durch Verwendung von
Quellungsagenzien wie z.B. 1,3,5-Trimethylbenzol zuganglich.?4>2¢ Wie bei den Silica-
Systemen sind fiir PMOs neben spharischen Partikeln verschiedene Morphologien
bekannt, wie z.B. Plattchen, Stabchen, Fasern, Gyroide sowie hohle Partikel.[217.245248253]

Durch ihre Materialeigenschaften besteht fiir PMOs grofles Interesse fiir die
Anwendung in der Katalyse, als Adsorbens, in der Chromatographie, als low-k-Material
sowie auch als Wirkstofffreisetzungssystem in der Biomedizin.['86217245253] Beziiglich der
Anwendung als Katalysator konnen PMOs fiir zahlreiche organische Reaktionen wie z.B.
Kondensationen, Acetylierungen und Veresterungen eingesetzt werden. Durch ihre
starkere Hydrophobie und der damit verbundenen Stabilitdt sind diese Organosilica-

Systeme in der Katalyse resistenter gegeniiber einem Verlust der Aktivitat.?+>241 PMOs mit
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Tetrasulfid-Gruppen koénnen durch selektive Adsorption von Quecksilber-Ionen zur
Reinigung wassriger Losungen als Adsorbens eingesetzt werden.?'7247.248] Insbesondere fiir
den Einsatz als Wirkstofffreisetzungssystem konnen PMOs durch ihren hydrophoben
Charakter iiber Wechselwirkungen zwischen den verbriickenden organischen Einheiten
und hydrophoben Wirkstoffen vorteilhaft fiir eine hohe Beladung sowie langsameren
Freisetzungsraten im Vergleich zu rein anorganischen pordsen Silica-Materialien sein. 4]
Zu diesem Zweck wurden PMOs mit Wirkstoffen (u.a. Ibuprofen), Enzymen (u.a. Lipasen)

sowie auch Proteinen (u.a. Himoglobin) beladen.?*%]

2.4.3 Modifizierung von nanopordsem Silica und periodisch mesoporésem

Organosilica

Zur Steuerung der physikalischen und chemischen Eigenschaften von nanopordsem
Silica und periodisch mesopordsem Organosilica ist die gezielte Modifizierung der
Oberflache des eingesetzten Materials mit unterschiedlichen organischen Gruppen oder
Polymeren eine simple und vielfaltig genutzte Methode. Mogliche Anwendungsgebiete
von modifizierten Silica-Materialien finden sich hierbei in der Katalyse, Sensorik,
Separation, Chromatographie, als Absorptionsmittel in der Wasseraufbereitung oder als
Ionenaustauscher sowie in der Biomedizin fiir die Wirkstofffreisetzung oder zur
Immobilisierung  von  Biomolekiilen.%21724  Bei  Partikelsystemen ist durch
Oberflachenmodifizierung die Minimierung des Agglomerationsverhaltens, die Steuerung
der Interaktion mit Zellen sowie die Erhohung der Beladungskapazitit und
Freisetzungsmenge von Wirkstoffmolekiilen {iiber die zielgerichtete Nutzung
entsprechender Wechselwirkungen zwischen modifiziertem Tragermaterial und
eingesetztem Medikament moglich.2172182%51 Haufig werden hierfiir Trialkoxyorganosilane
eingesetzt, wobei die Modifizierung tiber zwei Synthesestrategien realisiert werden kann,
die Co-Kondensation- sowie die post-grafting-Methode. 217230251 Die beiden Methoden fiir

die Modifizierung sind in Abbildung 2.14 dargestellt
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Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der Modifizierung von Silica mit organischen Gruppen ausgehend
von der Silica-Vorstufe TEOS. Oben: Co-Kondensation. Unten post-grafting. Nach 2171,

Bei der Modifizierung mit Hilfe der Co-Kondensation-Methode werden bei der Silica-
Synthese neben dem Silica-Prakursor simultan Trialkoxyorganosilane eingesetzt. Dadurch
hydrolysieren und kondensieren die Organosilane zusammen mit den Silica-Vorstufen,
sodass die funktionellen Gruppen direkt in die Silica-Matrix eingebunden und homogen
verteilt sind. Bei dieser Methode kann durch den zeitverzdogerten Einsatz zweier
unterschiedlicher Organosilane in der Reaktionsmischung der Kern und die dufere
Oberflache der Nanopartikel mit unterschiedlichen Gruppen modifiziert werden.*”) Durch
unterschiedliche Hydrolyse- und Kondensationsgeschwindigkeiten der eingesetzten Silica-
Prakursoren und Organosilane kann allerdings neben der Co-Kondensation der Silica-
Vorstufen auch die Homokondensation der verwendeten Silane erfolgen. Dadurch ist die
Menge der in das Netzwerk eingebauten Trialkoxyorganosilane hédufig geringer als die
Ausgangsmenge in der Reaktionsmischung. Zudem sind die Methoden zur Entfernung des
eingesetzten SDAs limitiert, da durch eine Calcination auch die gewiinschten funktionellen
Gruppen in der Silica-Matrix zerstort werden konnen.?"72181 Somit ist zur SDA-Entfernung
eine Extraktion mit einem geeigneten Losemittel oder ein Ionenaustausch notwendig.
Insbesondere fiir biomedizinische Anwendungen ist hierfiir allerdings die vollstandige
Entfernung des SDAs essenziell, da Tenside schon in geringen Mengen zytotoxische

Eigenschaften besitzen.?4l
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Bei der post-grafting-Methode erfolgt die Modifizierung der Silica-Oberflache in einem
weiteren Schritt nach der Synthese der Materialien. Hierzu werden die reaktiven Silanol-
Gruppen (Si-OH) auf der Oberflache der Silica-Matrix genutzt, an welchen Trialkoxysilane
mit gewiinschten funktionellen Gruppen einfach iiber Silylierungsreaktionen kovalent
angebunden werden konnen. Neben Organosilanen des Typs (R'O)sSi-R werden fiir die
Modifizierungen auch Chlorsilane und Silazane eingesetzt. Wahrend der Modifizierung
wird auf der Silica-Oberfldche zunachst eine stabile monomolekulare Adsorptionsschicht
ausgebildet, welche auch als self-assembled monolayer (SAM) bezeichnet wird.?72% Im
weiteren Prozess werden dann mittels Kondensationsreaktionen kovalente
Siloxanbindungen (Si-O-Si) zwischen der Oberflaiche und dem Silan gebildet, sodass
unterschiedliche funktionelle Gruppen an die Silica-Matrix angebunden werden koénnen.
Ein Vorteil der post-grafting-Methode besteht darin, dass die Struktur der Silica-Materialien
weitestgehend erhalten bleibt. Allerdings kann auf der Oberfliche eine inhomogene
Verteilung der funktionellen Gruppen vorliegen. Durch einen zu geringen Wassergehalt in
der Syntheselosung konnen die SAM unvollstindig ausgebildet werden, sodass die
funktionellen Gruppen auf der Oberfliche nicht gleichméfiig iiber Siloxanbindungen
verteilt werden. Zudem besteht das Risiko, dass im Falle von nanopordsen Silica-
Nanopartikeln oder auch Kern-Schale-Systemen nur die dufsere Oberflache der Partikel
sowie die Porenoffnungen modifiziert werden, wobei die Poren blockiert werden und
folglich nicht mehr funktionalisiert werden konnen.?72182l Dariiber hinaus kann eine
inhomogene Verteilung der funktionellen Gruppen durch Homokondensationen der
eingesetzten Trialkoxyorganosilane mdglich sein, welche bei einem Uberschuss an Wasser
sowie hohen Konzentrationen an Silanen auftreten konnen.l?” Als Folge daraus konnen
groflere Oligomere oder dichte ungeordnete Multischichten auf der Silica-Oberfldache
entstehen, welche die Porensysteme der Silica-Materialien blockieren. Aus diesem Grund
werden Modifikationen mittels der post-grafting-Methode hdufig in Toluol sowie mit
geringen Mengen an Organosilanen durchgefiihrt.?l Die Verwendung des Losemittels
Toluol fiir die Modifizierung von Silica-Materialien ist durch einen optimalen Wassergehalt
begriindet, wodurch die Ausbildung der SAM begiinstigt wird.?¢02¢!l Mit Hilfe der post-
grafting-Methode ist auch eine selektive Modifizierung der inneren und dufSeren Oberflache
von Silica-Materialien realisierbar. Dazu wird zundchst in einem ersten
Modifizierungsschritt die dufsere Oberflache der Silica-Matrix vor der Entfernung des SDAs

funktionalisiert. Durch anschliefende Entfernung des SDAs mittels Extraktion werden
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somit die Poren freigegeben, sodass die innere Oberfldche der Silica-Matrix mit einem
anderen Organosilan mit funktioneller Gruppe modifiziert werden kann.[262263]

Im Falle der Modifizierung von PMO-Materialien besteht neben der post-grafting-
Methode der oberflachlichen Silanolgruppen, wie sie auch schon fiir Silica beschrieben
wurde, auch die Moglichkeit der direkten Synthese von modifizierten PMOs mit Hilfen von
verbriickenden organischen Einheiten mit bereits vorhandenen gewtiinschten funktionellen
Gruppen.217242641 Zudem konnen nach Herstellung der PMOs die verbriickenden
organischen Einheiten funktionalisiert werden.?*l So konnen bei ungesattigten
organischen Linker-Molekiilen, wie z.B. bei Ethenylen-PMOs, Reaktionen zur Bromierung
und anschlieffenden Substitution mit anderen funktionellen Gruppen durchgefiihrt
werden.[102172451 PMOs mit aromatischen Linker-Molekiilen, wie z.B. Phenylen-PMOs,
konnen nitriert und aminiert sowie sulfoniert werden.[°02172652661 Dariiber hinaus kénnen
aber auch die Modifizierungsmethoden mittels post-grafting, Funktionalisierung der
organischen Linker-Molekiile oder Co-Kondensation unterschiedlicher funktioneller
bissilylierter Vorstufen kombiniert werden, sodass multifunktionale PMO-Materialien

hergestellt werden kénnen.'"!

2.4.4 Kern-Schale-Nanopartikel fiir biomedizinische Anwendungen

Der Einsatz von Nanopartikeln in biomedizinischen Anwendungen ist ein stetig
wachsendes Forschungsgebiet. Insbesondere multifunktionale Kern-Schale-Nanopartikel
treten dabei zunehmend in den Vordergrund, da diese Hybrid-Systeme in der Biomedizin
eine bessere Eignung und Leistung gegentiber einfachen Nanopartikeln aufweisen kénnen.
So konnen Problemstellungen, welche durch einfache Nanopartikel verursacht werden,
durch den Einsatz von Kern-Schale-Systemen gelost werden.'®2 Im Bereich der
biomedizinischen Anwendungen werden Kern-Schale-Nanopartikel vorrangig fiir die
Wirkstofffreisetzung, 172184267268 dje Biobildgebung,[17>184269-2711 die Zellmarkierung, 184?721 als
Biosensorl?712732741 sowie fiir das Tissue Engineering!’® eingesetzt. Fiir die Anwendung
dieser Partikelsysteme in der Biomedizin ist die Oberflaichenchemie ein wichtiger Faktor,
durch dessen gezieltes Design die Bindungsaffinitit zu Wirkstoffen, Rezeptoren und
Liganden erhoht wird.[?>%7¢ Fiir eine maximale Effektivitat konnen dadurch Eigenschaften
verbessert werden, wie die Erhohung der Verweilzeit, der Bioverfiigbarkeit und der

Spezifitat sowie die Reduzierung der notwendigen Dosierungsmenge und Haufigkeit der
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Therapie.l'2 In Abbildung2.15 ist eine schematische Darstellung fiir einen
multifunktionalen Kern-Schale-Nanopartikel und dessen Mdglichkeiten zur Einstellung

der Materialeigenschaften fiir den Einsatz in biomedizinischen Anwendungen abgebildet.

Radionuklid %IH
Schale

Target-Ligand

angebundener Wirkstoff

Fluorophor

7
éﬂw

Rezeptor-Ligand-Interaktion

Eingelagerter Wirkstoff Linker/Spacer

MRI-Kontrastmittel

Abbildung 2.15: Schematische Darstellung eines multifunktionalen Kern-Schale-Nanopartikels und dessen
Moglichkeiten zur Einstellung der Materialeigenschaften fiir den Einsatz in biomedizinischen Anwendungen.
Nach (1821,

Die Biokompatibilitdt ist eine wichtige Grundvoraussetzung fiir den Einsatz von Kern-
Schale-Nanopartikeln in der Biomedizin. Dabei ist die Biokompatibilitiat eines Materials
bisher nicht eindeutig definiert. Als eine allgemeine Definition fiir die Biokompatibilitat
kann jedoch die Fahigkeit beschrieben werden, mit welcher das Material mit einer
geeigneten Wirtsreaktion in einer bestimmten Anwendung agiert.?””l Dadurch, dass die
Biokompatibilitit in diesem Zusammenhang am exakten Einsatzort der Anwendung
betrachtet wird, existiert kein universelles biokompatibles Material.?”®l Im Falle von
Nanopartikeln aus einer nanopordsen Silica-Matrix, welches auch als Schalenmaterial fiir
die MNPSNPs in dieser Arbeit eingesetzt wird, beschreiben Tangetal. die
Biokompatibilitit sowohl mit den positiven als auch den negativen Effekten sowie der
Zytotoxitat und in vivo-Toxizitat, die durch das Material verursacht werden. Zudem sind
auch alle Veranderungen von Zellen und Gewebe auf molekularer, zelluldrer und
histologischer Ebene in der Biokompatibilitit zusammengefasst.?”l Bei unmagnetischen
nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNPs) wird die Biokompatibilitat vor allem durch
die DPartikelgrofie 02821 die = Konzentration, 242828  dije =~ Morphologie, !  die
Oberflacheneigenschaften?%-2%1 sowie der Porositat?’>? entscheidend beeinflusst. Aber

auch die Degradation und somit die hydrolytische Stabilitdt der nanopordsen Silica-Matrix
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spielt speziell in der Biomedizin eine wichtige Rolle und muss deshalb auch fiir den Einsatz
der MNPSNPs mit nanopordser Silica-Schale fiir das ID-MDT betrachtet werden. Durch die
Degradation wird dabei neben dem Abbau der Nanopartikel in biologischen Systemen
auch die Freisetzungskinetik von Wirkstoffen beeinflusst. In Abhéangigkeit der
physikochemischen Eigenschaften degradieren Silica-NPs im wassrigen Medium innerhalb
von einigen Tagen bis Wochen. Der Auflosungsprozess von amorphem nanopordsem Silica
kann hierbei in drei Stufen unterteilt werden und ist in Abbildung 2.16 schematisch

dargestellt.

Hydratisierung Hydrolyse Abspaltung

Abbildung 2.16: Schematische Darstellung des Aufldsungsprozesses von amorphem nanopordsen Silica.
Schritt 1: Hydratisierung. Schritt 2: Hydrolyse. Schritt 3: Abspaltung. Nach %I,

Im ersten Schritt erfolgt die Hydratisierung, bei welcher Wasser in der Silica-Matrix
adsorbiert wird. Nach dem zweiten Schritt, der Hydrolyse, wird im dritten und letzten
Schritt nach einem nucleophilen Angriff eines Hydroxid-Ions ein Kieselsdure-Molekiil aus
dem Silica-Netzwerk abgespalten.?s! Dieses Kieselsdaure-Molekiil diffundiert iiber den
Blutstrom bzw. tiiber das Lymphsystem und wird anschliefend tiber den Urin
ausgeschieden.?*2l Im wassrigen Milieu ist der Abbau von Silica stark vom pH-Wert
abhingig. So wird der Abbau unter basischen Bedingungen durch eine zunehmende
Deprotonierung der Silanolgruppen deutlich gefordert. Damit verbunden ist eine
verstarkte Hydrolyse der Siloxan-Bindungen, welche durch nucleophile Angriffe der
Hydroxid-Ionen katalysiert wird.>”

Fiir den in vitro-Abbau von Silica-Nanopartikeln sind neben dem pH-Wert weitere
Faktoren bestimmend, wie die Morphologie, die spezifische Oberflache, die Konzentration,
die chemische Zusammensetzung, die Oberflachenfunktionalisierung sowie das
Medium.%?*l Yamada et al. konnten in ihrer Studie zur Degradation von kolloidalen Silica-
Nanopartikeln in wassrigem Medium zeigen, dass die Degradationsrate unabhéngig von

unterschiedlichen Partikelgrofien (20 —80 nm) bei gleicher spezifischer Oberflache war.
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Allerdings war die Degradation bei unpordésen Nanopartikeln  sowie
Nanopartikelaggregaten deutlich verlangsamt, sodass die Porositédt einen entscheidenden
Einfluss fiir den Abbau der Silica-Matrix hat.?®! Auch Chenetal. konnten die
Grofsenunabhangigkeit des Abbaus von NPSNPs mit Partikeldurchmessern von
150 -390 nm in simulierter Korperfliissigkeit bestatigen.! Die Arbeiten von He et al.
bestatigten die Abhadngigkeit des Degradationsverhalten von mesopordsem Silica von der
Konzentration und der spezifischen Oberflache.2*]

Der Abbau von NPSNPs wurde von Lietal. in unterschiedlichen simulierten
Korperfliissigleiten untersucht. Dabei wurden Partikel mit einem Durchmesser von 80 nm
bei 37 °C fiir 7 Tage in simulierter Magen- (pH 1.2), Darm- (pH 6.8) sowie Korperfliissigkeit
(pH 7) dispergiert. Bei den Studien konnte ein starker Abbau der Partikel von 50 — 60% in
der Darm- und Korperfliissigkeit festgestellt werden. Dagegen lag bei der simulierten
Magenfliissigkeit nur eine geringe Degradation von ca. 10% vor.® In den Arbeiten von
Braun etal. konnte ein &hnliches Verhalten an NPSNPs mit unterschiedlichen
Partikelgrofsen in unterschiedlichen simulierten Korperfliissigkeiten beobachtet werden.
Fir die Auflosungsrate der NPSNPs ergab sich in den verschiedenen Medien folgende
Reihenfolge: simulierte Lungenfliissigkeit (pH 7.4)>simulierte Korperfliissigkeit
(pH7.25)=PBS (pH7.4)>simulierte = Magenfliissigkeit (pH 1.6). Die  hdhere
Auflosungsrate der Partikel in simulierte Lungenfliissigkeit wird von Braun et al. durch
eine Beschleunigung des Abbaus aufgrund der organischen Sdure begriindet. Dagegen
verlangsamt der niedrige pH-Wert der simulierten Magenfliissigkeit die
Auflosungsprozesse.?]

Fiir die Degradation besteht ein weiterer wichtiger Faktor in der
Nanopartikelkonzentration. Hierbei liegt die Sattigungskonzentration von amorphem
Silica unter neutralen Bedingungen und 25°C bei ~115 ppm (~0.1 mg mL™).524 Die
Loslichkeit von Silica kann jedoch durch unterschiedliche Bedingungen, wie den pH-Wert,
die Ionenstarke, die Gegenwart von aufldsenden Agenzien sowie die Proteinkonzentration
beeinflusst werden.*"l Die Abhangigkeit der Degradation von der Partikelkonzentration
von NPSNPs in simulierter Korperfliissigkeit bei 37 °C wurde auch von Heetal
tiefergehender untersucht. Bei diesen Arbeiten wurden Degradationsversuche mit
Partikelkonzentrationen zwischen 0.1 mg mL™" und 0.5 mg mL™" durchgefiihrt. Bei der
quantitativen Analyse des gelosten Silica mittels induktiv gekoppelten Plasmas wurden

hierbei deutliche Unterschiede beziiglich der Auflosungsgeschwindigkeit ermittelt.
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Wahrend bei der starksten Verdiinnung 90% der Partikel innerhalb von zwei Stunden
aufgelost waren, lag bei der hochsten Partikelkonzentration eine Degradation von 35% der
NPSNPs vor. Generell lag bei allen Proben eine vollstindige Degradation nach 15 Tagen
vor. Fiir die Degradation der NPSNPs wurde hierbei ein dreistufiger Prozess postuliert.
Waihrend in den ersten Stunden eine schnelle Auflosung des Bulk-Materials stattfindet,
folgt darauf eine Formation von Calcium- und Magnesiumsilicaten. Auf der
Partikeloberflache verursacht diese Silicatschicht in Folge eine langsamere Degradation
innerhalb von Tagen.>*l

Auch die Modifizierung von nanopordsen Silica-Systemen hat einen Einfluss auf die
Degradation. Arbeiten von Caudaetal. zeigten zum Beispiel unterschiedliche
Degradationskinetiken in simulierter Korperfliissigkeit an NPSNPs mit verschiedenen
Modifizierungen. Insbesondere die Modifizierung der NPSNPs mit PEG, die sogenannte
PEGylierung, fithrte zu einer deutlich langsameren Degradation.* Eine PEGylierung der
Partikel mit langeren Kettenldngen, welche zu einer dichteren Polymerschicht auf der
Partikeloberflache fiihrten, konnte die Degradation in simulierter Korperfliissigkeit
zusatzlichen verlangsamen.?® Moller et al. zeigten jedoch auch, dass eine Verlangsamung
der Degradation durch PEGylierung bei niedrigen Partikelkonzentrationen von
0.1 mg mL™ nicht signifikant zu sein scheint. Bei dieser Partikelkonzentration lag nach vier
Stunden ein Aufldsungsgrad zwischen 60% und 75% vor.[!

Fiir die Anwendung in der Biomedizin und fiir die Degradation der Partikelsysteme
spielt auch die Anwesenheit von Proteinen sowie die Bildung einer Proteinkorona eine
wichtige Rolle. So befinden sich im Blut zahlreiche verschiedene Proteine, welche sich in
ihren Konzentrationen um mehrere Groflenordnungen differenzieren. Nach erfolgter
Partikelinjektion adsorbieren Serumproteine auf der Partikeloberfliche. Die daraus
resultierende Proteinkorona beeinflusst nicht nur die Partikelgrofie, sondern auch die
biologische Identitit sowie auch physiologische Reaktionen wie die Zellaufnahme,
Transport, Akkumulation, Zirkulationslebensdauer und Toxizitat.’*34 Im Falle einer
Adsorption von Blutproteinen (z.B. Opsonine) folgt eine verbesserte Erkennung durch
Zellen des Immunsystems, wodurch eine rasche Entfernung aus der Blutbahn und damit
eine Verringerung der Zirkulationsdauer gefordert werden. Insbesondere Partikelsysteme
mit einer positiven Oberflachenladung oder mit hydrophoben Eigenschaften sind hiervon
betroffen.?*l Zur Pravention einer verkiirzten Zirkulationsdauer kann die zuvor

beschriebene PEGylierung der Nanopartikel zur Reduzierung der Affinitat gegentiber
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Blutproteinen eingesetzt werden. Durch Verhinderung der Opsonierung kann somit die
Blutzirkulationszeit erhoht werden.?® Die Zusammensetzung und Struktur der
Proteinkorona wird mafigeblich von den physikochemischen FEigenschaften der
Partikelsysteme beeinflusst. Zu diesen Eigenschaften gehoren Partikelgrofie, Morphologie,
Oberflachenladungen und funktionelle Oberflichengruppen sowie auch die
Hydrophobizitat. Allerdings haben neben den Partikeleigenschaften auch die
physiologische Umgebung und die Expositionsdauer grofien Einfluss auf die
Zusammensetzung der Proteinkorona. Aufgrund dieser Komplexitat ist eine Vorhersage
des Einflusses von Partikelsystemen, wie z.B. NPSNPs, in biologischen Systemen
schwierig.[3%]

Generell sind die Abbauprodukte des Silicas nicht toxisch, weswegen sie auch als
ungefahrlich eingestuft werden. Im menschlichen Korper ist Silicium das dritthaufigste
Spurenelement. Das Element unterstiitzt die Knochenbildung sowie deren Heilung,
weswegen ein Mangel sogar nachteilig sein kann.**?* Je nach Gehalt an Gemiise und
Meeresfriichten werden iiber die Nahrung taglich 20 — 200 mg Silicium aufgenommen. ]
Von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) ist Silica als Zusatzstoff in Lebensmitteln,
Kosmetika sowie Arzneimitteln zugelassen.*®l Dariiber hinaus wurden von der FDA
multifunktionale Silica-Nanopartikel fiir eine klinische Phase I-Studie zur Biobildgebung
von Tumoren freigegeben. Diese sogenannten ,C-Dots” (Cornell-Punkte) sind Partikel mit
einer Grofle von 6 — 7 nm, einem fluoreszierenden Kern sowie einer PEG-Hiille mit einem
Iod-124-markierten Peptid.?73%1 Ein weiterer wichtiger Aspekt ist neben der Degradation
auch die Verteilung der Partikel im Korper sowie der Verbleib nicht abgebauter
Materialien. Anhand von Tierversuchen konnte gezeigt werden, das Silica in vivo keine
Zytotoxizitat zeigte. Zudem wurde das Material zu 73% tiber den Urin und zu 21% {iiber
den Kot in einem Zeitraum von einer Woche (meist nach 2 Tagen) ausgeschieden.?®! Dabei
werden tiber das renale System der Nieren kleine Nanopartikel (< 5 — 5.5 nm) tiber den Urin
entfernt.?>3%  Grofiere Partikel mit Durchmessern von >10nm werden mittels
Phagozytose durch das retikuloendotheliale System in der Leber und der Milz angereichert
und anschlieffend in den Verdauungstrakt transportiert.>%% Je nach ladungsabhangiger
erhohter Adsorption von Blutproteinen kann der Partikeltransport umso schneller
erfolgen. Negativ geladene Partikel haben eine lingere Verweilzeit als Partikel mit einer
positiven Oberflachenladung.?>*11 Aber auch die Porositdt der Partikelsysteme hat einen

Einfluss auf die Anreicherung in den Organen. So konnten Yu et al. in ihren Arbeiten
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zeigen, dass porose Silica-Nanopartikel vorrangig in der Lunge angereichert wurden.
Dagegen war fiir unporose Silica-Systeme die Anreicherung in der Leber erhoht.312]

Im Falle der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) erfolgt nach
Degradation der nanoporosen Silica-Schale der Abbau des magnetischen Kernes.
Levy et al. konnten in ihren Arbeiten zeigen, dass superparamagnetische Eisenoxid-
Nanopartikel im Rahmen einer Biotransformation in eine fiir den Korper verwendbare
Form umgewandelt werden. Dabei konnten anhand von Analysen mittels
ferromagnetischer =~ Resonanz  (ferromagnetic ~ resonance, ~ FMR),  supraleitender
Quanteninterferenzeinheit (superconducting quantum interference device, SQUID) und
optischer Emissionsspektrometrie mittels induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled
plasma optical emission spectrometry, ICP-OES) das magnetische Verhalten von Eisenoxid-
Nanopartikeln, deren Transformation sowie Abbau in vivo innerhalb von Leber und Milz
im Maus-Modell durch den Verlust der superparamagnetischen Eigenschaften
charakterisiert werden. Weitere Analysen mittels Transmissionselektronenmikroskopie
unterstiitzen hierbei die Theorie der Biotransformation und des Abbaus der Nanopartikel
in unterschiedliche Eisenspezies innerhalb intrazelluldrer Lysosomen.’® Uber den
Eisenstoffwechsel des Korpers kann der weitere Abbau durch Transferrin,
Transferrinrezeptoren sowie Ferritin erfolgen.14l

Die zellulare Aufnahme, die Verteilung sowie der Abbau von Eisenoxid-Nanopartikeln
konnte auch in Studien von Fengetal. gezeigt werden. In diesen Arbeiten wurden
Eisenoxid-Nanopartikel mit unterschiedlichen Funktionalisierungen und Partikelgrofsen
untersucht. Neben PEG-funktionalisierten Partikeln wurden zudem Partikel mit einer
Polyethylenimin-Beschichtung (PEI) untersucht. Verglichen zu den PEG-funktionalisierten
Partikeln zeigten die Eisenoxid-NPs mit PEI eine hohere zellulare Aufnahme, eine hohere
Toxizitat sowie einen schnelleren Partikelabbau. PEG-funktionalisierte NPs mit einer
Partikelgrofse von 10 nm wiesen eine starkere zellulare Aufnahme als 30 nm grofse NPs mit

PEG auf."l

2.5 Fluoreszenz

Die Fluoreszenz ist eine Form der Lumineszenz, bei welcher nach Anregung eines
Molekiils oder Atoms, dem sogenannten Fluorophor, innerhalb kurzer Zeit Licht emittiert

wird. Bei diesem Phanomen wird der Fluorophor durch Absorption eines Photons in einen
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elektronisch angeregten Zustand versetzt. Unter Abgabe eines Photons erfolgt die
Riickkehr des Fluorophors in den elektronischen Grundzustand.P'®l Das Prinzip der
Fluoreszenz kann anhand des Jabtoniski-Schemas veranschaulicht werden, welches in

Abbildung 2.17 dargestellt ist.
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Abbildung 2.17: Jabtonski-Schema. Die durchgezogenen vertikalen Pfeile reprasentieren strahlungsgekoppelte
Prozesse unter Absorption und Emission von Photonen. Die Energie wird durch die Lange und Farbe der Pfeile
angedeutet. Violett, Blau: Absorption. Griin: Fluoreszenz. Rot: Phosphoreszenz. Innere Umwandlung: Spin-
erlaubter Ubergang zwischen Zustinden gleicher Multiplizitit. Interkombination: Spin-verbotener Ubergang
zwischen Zustdanden verschiedener Multiplizitat. S: Singulett-Zustand. T: Triplett-Zustand. Nach B'¢l.

Nach energetischer Anregung eines Molekiils oder Atoms durch Absorption eines
Photons konnen grundsitzlich strahlungslose und strahlungsgekoppelte Ubergéinge
erfolgen. Die strahlungslosen Ubergénge stellen zum einen Vibrationsrelaxationen (VR) in
die jeweiligen elektronischen Grundzustinde dar. Zum anderen koénnen innere
Umwandlungen (internal conversion, IC) und Interkombinationen (intersystem crossing, ISC)
vorliegen. Bei beiden Prozessen erfolgt ein Ubergang zu einem hoch angeregten
Schwingungslevel eines niedrigeren elektronischen Zustands. Bei der inneren
Umwandlung ist die Multiplizitit mit einem Spin-erlaubten Ubergang unverindert.
Dagegen resultiert bei der Interkombination mit einem Spin-verbotenen Ubergang ein
Multiplizitdtswechsel. Die strahlungsgekoppelten Uberginge treten in Form der
Fluoreszenz oder Phosphoreszenz auf. Bei der Fluoreszenz erfolgt ein Spin-erlaubter
Ubergang vom vibronischen Grundzustand des Singulett-Zustands Si in einen hoher
angeregten Schwingungszustand vom Singulett-Zustand So. Verglichen zur Fluoreszenz
liegt bei der Phosphoreszenz ein Spin-verbotener Ubergang des vibronischen
Grundzustands des Triplett-Zustands T: in einen Schwingungszustand vom Singulett-

Zustand So vor.
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Das emittierte Photon ist bei der Fluoreszenz meist energiedrmer als das eingestrahlte
Photon, da meist hohere Schwingungszustinde beim Wechsel in ein neues
Anregungsniveau besetzt werden. Bevor eine Fluoreszenzemission erfolgt, wird ein kleiner
Teil der eingestrahlten Energie mittels rascher Vibrationsrelaxation strahlungslos
abgegeben. Durch diesen Prozess haben die emittierten Photonen eine grofiere Wellenldange
und sind verglichen mit den eingestrahlten Photonen rotverschoben. Diese Verschiebung
der Wellenldnge aufgrund der energetischen Differenz wird auch als Stokes-Verschiebung
bezeichnet.%16]

In der Natur kann Fluoreszenz in geologischen Materialien wie Fluorit (CaF2) sowie
auch in biologischen oder organischen Materialien wie zum Beispiel Chinin, Porphyrinen
oder griin fluoreszierenden Proteinen (GFP) auftreten.’637l Aber auch synthetische
anorganische Materialien wie Lanthanoid-Komplexe und Quantenpunkte sowie
synthetische organische Verbindungen wie zum Beispiel Fluoresceine, Rhodamine,
Cumarine oder auch Cyanine konnen Fluoreszenz erzeugen.[61-63316318319]

Wahrend bei der instrumentellen Analyse von Absorption und Transmission die
Lichtschwachung beim Probendurchtritt charakterisiert wird, erfolgt die Analyse von
Fluoreszenz in der Regel in einem Winkel von 90 ° zur Lichtquelle. Durch die rechtwinklige
Anordnung kann dabei das eingestrahlte Licht vom emittierten Licht getrennt werden. Die
Charakterisierung der Fluoreszenz kann sehr sensitiv durchgefiihrt werden, da die
Detektion von emittiertem Licht deutlich empfindlicher ist als die Lichtschwachung bei
Transmission. Basierend auf der Stokes-Verschiebung ist zudem eine Differenzierung der
Fluoreszenz vom Anregungslicht unter Anwendung von Filtern realisierbar. Obwohl die
meisten Stoffe Anteile des Lichts im elektromagnetischen Spektrum absorbieren, sind
jedoch nicht alle davon in der Lage zu fluoreszieren. Dadurch ist bei der Charakterisierung
der Untergrund im  Spektrum  unwesentlich  gering.  Fluorophore  mit
Anregungswellenldngen im sichtbaren Bereich zwischen 400 — 700 nm sind insbesondere
zur Analyse von komplexeren Proben wie zum Beispiel Zellen oder Gewebe von grofsem
Interesse. Durch Markierung dieser Proben mit unterschiedlichen Fluorophoren ist eine

Visualisierung verschiedener Komponenten mittels Fluoreszenzmikroskopie moglich. 3]
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2.5.1 Organische Fluorophore

Organische Fluorophore sind synthetische fluoreszierende Molekiile, welche in der
Regel planar und polyaromatisch aufgebaut sind sowie ein m-System aus konjugierten
Doppelbindungen aufweisen. Aufgrund der starren Struktur dieser Fluorophore ist nach
Anregung die Wahrscheinlichkeit einer Abgabe in Form von Schwingungsenergie
verringert. Dadurch wird die Emission von Fluoreszenzlicht stark geférdert. Durch den
polyaromatischen ~Aufbau dieser organischen Molekiile liegt eine geringere
Energiedifferenz zwischen dem hochsten besetzten Molekiilorbital (highest occupied
molecular orbital, HOMO) und dem niedrigsten unbesetzten Molekiilorbital (lowest
unoccupied molecular orbital, LUMO) vor, wodurch Fluoreszenz im sichtbaren Bereich von
400 -700 nm des elektromagnetischen Spektrums ermoglicht wird.®! Dabei sind die
optischen Eigenschaften abhangig von der Struktur der Fluorophore und konnen folglich
durch Anpassung des strukturellen Aufbaus beeinflusst werden. Die Emission bei
organischen Fluorophoren resultiert aus optischen Ubergingen innerhalb des Molekiils
oder durch intramolekulare Charge-Transfer-Ubergange. Der Grofiteil der Fluorophore
besitzt eine schmale Absorptions- und Emissionsbande, kleine 16semittelbedingte Stokes-
Verschiebungen, hohe molare Absorptionskoeffizienten sowie gute Quantenausbeuten. 32!l

Insbesondere in der Biomedizin im Bereich der Biobildgebung werden organische
Fluorophore mit ihren Eigenschaften als Marker oder Photon-Quelle eingesetzt. In dieser
Arbeit werden die beiden organischen Fluorophore Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und
Rhodamin B Isothiocyanat (RITC) fiir die Modifizierung der magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel verwendet, um eine Detektion der Partikel in invitro- und in vivo-
Untersuchungen zu ermoglichen. In Abbildung2.18 sind die Molekiile sowie

Farbfotographien der Losungen der beiden Fluorophore unter UV-Licht dargestellt.
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Abbildung 2.18: Strukturformeln und Farbfotographien der Losungen der organischen fluoreszierenden
Farbstoffe unter UV-Licht. Links: Fluoresceinisothiocyanat (FITC). Rechts: Rhodamin B Isothiocyanat (RITC).
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FITC zeichnet sich durch eine Anregungswellenlinge von 450nm und eine
Emissionswellenldnge von 525 nm sowie einer charakteristischen griinen Fluoreszenz aus.
RITC ist ein organischer Farbstoff mit einer charakteristischen orangen Fluoreszenz bei
einer Anregungswellenldnge von 525 nm und einer Emissionswellenlédnge von 575 nm.!¢?]
Beide Fluorophore besitzen eine sehr gute Loslichkeit in Wasser sowie eine starke

Fluoreszenz, weswegen sie haufig zur Markierung eingesetzt werden.[32232]

2.5.2 Fluoreszenzloschung

Das Fluoreszenzverhalten eines Fluorophors in einem Losemittel wird durch zahlreiche
Einfliisse bestimmt. Diese Einfliisse konnen in einer Veranderung der
Emissionswellenldnge, der Struktur des Spektrums sowie auch der Quantenausbeute
resultieren. So konnen generelle Effekte durch Interaktionen wie zum Beispiel eine
losungsmittelabhdngige  Stokes-Verschiebung  durch ~ Wechselwirkungen  des
Fluorophordipols mit dem Losungsmittel auftreten. Das Losungsmittel hat aber auch mit
Eigenschaften wie der Temperatur, der Viskositdt sowie chemischen Wechselwirkungen
mittels Wasserstoffbriicken Einfluss auf die Emission eines Fluorophors. Zudem sind
Emissionsspektren auch von der Fluorophorstruktur und den damit verbundenen Solvens-
Wechselwirkungen sowie auch Fluorophor-Fluorophor-Wechselwirkungen abhangig. Die
Anregung von Fluoreszenz mittels energiereicher Strahlung kann dariiber hinaus zu
Fotoreaktionen des Fluorophors fithren, welche das Molekiil zerstoren und weitere
Fluoreszenz verhindern. Dieser Prozess ist als Ausbleichen (photobleaching) bekannt. Der
Verlust der Fluoreszenz eines Fluorophors durch duflere Faktoren wird auch allgemein als
Fluoreszenzloschung (fluorescence quenching) bezeichnet. Bei der Fluoreszenzloschung steht
die Emission von Licht eines Fluorophors in Konkurrenz mit den strahlungsfreien
Prozessen beziiglich der Freisetzung von Energie. Dabei ist der Verlust des
Fluoreszenzvermogens in der Regel durch einen sogenannten Quencher begriindet.5¢!

Bei der genaueren Betrachtung der Fluoreszenzldschung wird grundsatzlich zwischen
statischem und dynamischen Quenchen unterschieden. In beiden Prozessen ist auf
molekularer Ebene eine raumliche Nahe zwischen Fluorophor und Quencher notwendig.
Bei dem statischen Quenchen wird aus dem Fluorophor und dem Quencher ein nicht

fluoreszierender Komplex gebildet. Dieser Komplex kehrt nach Absorption von
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Anregungslicht umgehend in seinen Grundzustand zuriick, wobei keine Emission von
Photonen erfolgt. Die Formation der nicht fluoreszierenden Komplexe fiihrt somit zu einer
Reduzierung der Konzentration an verftigbarem Fluorophor./3!l

Im Falle des dynamischen Quenchens wird die Quantenausbeute oder die Lebensdauer
des angeregten Zustandes des Fluorophors negativ beeinflusst. Anders als beim statischen
Quenchen werden hier Fluorophor und Quencher nicht kombiniert oder verandert. Das
dynamische Quenchen kann durch unterschiedliche Mechanismen beschrieben werden.
Das sogenannte Kollisions-Quenchen stellt dabei die einfachste Variante dar. Bei diesem
Prozess erfolgt eine Kollision des Quenchers mit dem angeregten Fluorophor innerhalb
seiner Lebenszeit. Aufgrund der Kollision zwischen Quencher und angeregtem Fluorophor
wird die Anregungsenergie strahlungsfrei bei der Riickkehr in den Grundzustand
abgegeben.B'l Als Quencher fungieren einfache Substanzen wie zum Beispiel Sauerstoff,
Halogenid-Anionen sowie Elektronenmangelverbindungen.B16%24-3261 [m Zusammenhang
mit dem Kollisions-Quenchen hat auch das Losungsmittel einen Einfluss, da die Energie
des angeregten Fluorophors an Molekiile des Losungsmittels abgegeben werden kénnen.
Je nach Aufnahmevermogen der Molekiile féllt die Fluoreszenzloschung unterschiedlich
stark aus. So konnen zum Beispiel Wasser und Methanol mit ihren weit
auseinanderliegenden Vibrationsniveaus grofse Mengen an Energie aufnehmen. Aufgrund
von thermischer Abgabe der Energie wird dadurch die Emission von Fluoreszenzlicht
erschwert.[%16]

Eine weitere Art des dynamischen Quenchens basiert auf den sogenannten Dexter-
Elektronentransfer. Bei dieser Fluoreszenzloschung erfolgt eine Kollision eines angeregten
Molekiils mit einem Quencher und einer anschliefenden Elektroneniibertragung. Dabei
wird das Elektron des angeregten Molekiils auf den Quencher iibertragen. Aus dem
Grundzustand des Quenchers wiederum erfolgt ein Elektronentransfer in den
Grundzustand des Fluorophors. Der Prozess wird durch eine Abgabe der Energie des
angeregten Quenchers abgeschlossen, welche strahlungsfrei oder durch Emission auf einer
anderen Wellenlange ablaufen kann.[316327]

Mit dem sogenannten Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) liegt ein weiterer
Mechanismus des dynamischen Quenchens vor.?? Dabei wird die Energie von zuvor
absorbierter ~ Strahlung eines Fluorophors, der Donor, mittels Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen strahlungslos an einen zweiten Fluorophor, der Akzeptor, abgegeben.

Der nun angeregte Akzeptor kann in Folge die Energie strahlungslos oder auch unter
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Emission von Fluoreszenzlicht freisetzen. Bei diesem Prozess sind ein gleicher
Energieniveauabstand sowie auch eine gleiche rdaumliche Orientierung der
Schwingungsebenen notwendig. Die Effizienz des FRET wird stark durch den Abstand von
Donor und Akzeptor beeinflusst. Typische Abstinde fiir einen FRET sind 15 bis
60 A.1316328529)

Neben dem statischen und dynamischen Quenchen kann eine Fluoreszenzldschung
auch durch Absorption der Anregungsstrahlung begriindet sein. Die Absorption verringert
dabei die Energie fiir die Anregung des Fluorophors und folglich auch die Emission.
Ebenso kann eine Absorption des emittierten Lichtes die messbare Fluoreszenz schwachen.
Begriindet sind diese konkurrierenden Lichtabsorptionen durch die absorbierenden
Nebenkomponenten.[63¢73161 Zudem konnen auch zu hohe Konzentrationen an Fluorophor
das Fluoreszenzvermogen vermindern. Die Fluoreszenzloschung aufgrund des
Fluorophors selbst wird auch als sogenanntes Self-Quenching bezeichnet.[31633%1

Die Kombination von magnetischen und fluoreszierenden Eigenschaften in einem
Nanokomposit stellt eine grofie Herausforderung im Hinblick auf das Risiko des
Quenchens des Fluorophors auf der Oberfliche des Hybridmaterials durch die
magnetischen Nanopartikel dar.[3%! Zum einen kénnen intermolekulare Loschungseffekte
durch eine hohe Menge an organischen Fluorophoren auftreten. So zeigen zum Beispiel
Partikel, welche mit einer geringeren Anzahl des Fluorophors Cyanin 5 (Cy5) modifiziert
sind, eine hohere Fluoreszenzintensitit verglichen mit Partikeln, welche mit einer hoheren
Anzahl an  Molekiilen funktionalisiert sind. Dabei konnten auch die
Loschungseigenschaften von kolloidalen Materialien, wie Goldnanopartikel, an
verschiedenen organischen Fluorophoren gezeigt werden. Die Ausstattung von
Goldnanopartikeln mit fluoreszierenden Farbstoffen fiihrte zu Ldschungseffekten
aufgrund von nichtstrahlenden Energietransfers iiber die metallische Oberflache.l32 Ein
Prozess des Energietransfers wurde auch von Bertorelleetal. an magnetischen
fluoreszierenden Nanokompositen beschrieben.’®l Unter Anwendung der Fluorophore
Fluorescein und Rhodamin wurde eine Fluoreszenzloschung durch den Kontakt der
Molekiile mit der Oberfliche von Eisenoxid-Partikeln begriindet. Ahnlich wie beim
Quenchen durch den Kontakt des Farbstoffs mit der metallischen Oberflache kann ein
Energietransfer auch iiber die Oberfliche des Metalloxids erfolgen. Mandal et al.
prisentierten eine Verringerung der Fluoreszenzintensitit mit Ol-Wasser-Emulsionen,

welche Olsdure-stabilisierte Eisenoxid-NPs und fluoreszierende Halbleiter-Quantenpunkte
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(quantum dots, QDs) enthielten.®® Dabei wurde die Fluoreszenzverringerung mit
steigender Konzentration der magnetischen Nanopartikel mit der steigenden Absorption
des transmittierten Lichtes durch die Eisenoxid-NPs erklart, welche zu einem statischen
und dynamischen Quenchen der QDs fiihrte. Folglich hat die konkurrierende Absorption
des Lichtes einen grofien Einfluss auf die Fluoreszenz, da durch eine grofiere Menge an
Nanopartikeln mehr Anregungslicht absorbiert werden kann. Dariiber hinaus wird auch
durch eine verstarkte Absorption des emittierten Lichtes die Fluoreszenzintensitat
zusatzlich verringert.[3% Zur Pravention einer Fluoreszenzldschung in magnetischen
fluoreszierenden Hybridmaterialien kann ein molekularer Abstandshalter oder eine stabile
schiitzende Schale, wie zum Beispiel Silica, um die magnetischen Kerne vor Modifizierung
mit einem Fluorophor eingesetzt werden.l®*l Die grofien Vorteile einer Silica-Schale sind
dabei die exzellente Biokompatibilitit, die geringe Toxizitat sowie die optische Transparenz
insbesondere im Hinblick auf den Einsatz in magnetischen fluoreszierenden

Partikelsystemen.[279,298:336]

2.6 Freisetzungssysteme

Die in dieser Arbeit beschriebenen magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel dienen mit
ihren hochpordsen Silica- sowie auch PMO-Schalen als Freisetzungssysteme fiir Wirkstoffe.
Das Ziel fiir den Einsatz solcher Systeme besteht in einer lokalen Behandlung am Wirkort
und einer kontrollierten Medikamenten-Freisetzung. Mittels der kontrollierten Freisetzung
soll eine Reduzierung der bendtigten Wirkstoffmenge und folglich eine Verringerung
potenzieller toxischer Nebenwirkungen unter Aufrechterhaltung einer ausreichenden
Wirkstoffkonzentration fiir die therapeutische Behandlung erreicht werden.[”0337.331 Dabei
konnen auch Systeme zur Verabreichung von schlecht wasserloslichen Wirkstoffen
eingesetzt werden.’! Das Freisetzungssystem muss fiir einen Einsatz in der Biomedizin
wichtige Voraussetzungen wie eine hohe Biokompatibilitit sowie eine hohe Porositat
erfiillen, um eine moglichst hohe Wirkstoffbeladung im Porensystem fiir eine effektive
Behandlung zu ermdglichen.”” Fiir die Beladung werden die Trigersysteme in eine
konzentrierte Wirkstofflosung dispergiert, sodass eine Adsorption der Molekiile an der
Oberflache sowie in den Poren erfolgt.[34!

Im Jahr 2001 wurde mit MCM-41 (Mobil Composition of Mater No. 41) ein nanoporoses

Silica-Material als Freisetzungssetzungssystem von Ibuprofen vorgestellt.34 Seitdem wird
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intensiv an Silica-Materialien als Tragersystem geforscht, da sie sich durch grofse
spezifische Oberflichen sowie einstellbaren Partikel- und Porengrofien auszeichnen.
Dariiber hinaus sind durch die Moglichkeit der Oberflachenmodifizierung von Silica hohe
Beladungen und kontrollierte Freisetzungen realisierbar.3# Die erfolgreiche Beladung und
Freisetzung aus mnanopordsen Silica-Systemen konnte in zahlreichen Studien an
verschiedenen Wirkstoffen prasentiert werden.”” In Arbeiten von Song et al. konnte
gezeigt werden, dass eine Modifizierung des Silica-Materials SBA-15 (Santa Barbara
Amorphous-15) mit Amino-Gruppen eine erhohte Wirkstoff-Beladung sowie eine
kontrollierte Freisetzung von Ibuprofen ermdoglichte.3 Durch die Modifizierung von
nanoporosen Silica-Schichten mittels Sulfonsaure-Gruppen konnten Ehlert et al. einen
dhnlichen positiven Effekt beziiglich der Beladung und Freisetzung des Wirkstoffes
Ciprofloxacin erzielen.?® So konnte die Menge an beladenen Wirkstoff erhéht und die
Freisetzung durch den Einsatz einer zusitzlichen Beschichtung von hydrophoben
Organosilanen verlangsamt und effektiver kontrolliert werden. Weitere Moglichkeiten zur
Regulation der Freisetzung bieten Modifizierungen mit Polymeren und
Doppellipidschichten.”07#201 Die Freisetzungskinetik der unterschiedlichen Wirkstoffe
kann generell durch zahlreiche Parameter beeinflusst werden. Ein wichtiger Faktor bei
einer diffusionskontrollierten Freisetzung besteht in der Partikelgrofie der
Freisetzungssysteme. Dabei kann eine raschere Wirkstofffreisetzung durch eine
Verringerung der Partikelgrofle erzielt werden.** Eine Vergrofierung der Poren bei
gleicher Morphologie der Partikel steigert wiederum die Freisetzungsrate.3*34%1 Zudem
bestehen zur Regulation der Freisetzung weitere Moglichkeiten in gezielten
Modifizierungen der Partikeloberfliche und daraus resultierenden Wechselwirkungen mit
dem Wirkstoff. Unter Nutzung von Wasserstoffbriickenbindungen, aromatischen oder
hydrophoben Wechselwirkungen kann dabei die Beladungsmenge des Wirkstoffes erhoht
sowie die Freisetzungskinetik beeinflusst werden.” In Abbildung?2.19 sind
unterschiedliche Freisetzungsprofile fiir nanopordse Silica-Materialien dargestellt. Das
Profil A zeigt die charakteristische Freisetzungskurve von unmodifizierten Systemen,
welche auf schwachen Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff und Trager basieren. Dabei
liegt zu Beginn durch einen sogenannten initial burst release eine Abgabe einer grofsen
Menge an Wirkstoff vor. Die Freisetzung wird danach durch eine geringe Freisetzungsrate
abgeschlossen. Diese Art der Freisetzung ist vor allem fiir die Behandlung von akuten

Infektionen geeignet, bei welcher eine hohe Wirkstoffdosis in einem kurzen Zeitraum
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notwendig ist.*!l Im Falle von Freisetzungskurve B wird in Bezug auf die Konzentration
des Wirkstoffes eine Freisetzungskinetik erster Ordnung beschrieben. Hierbei wird die
Freisetzung durch Prozesse wie Diffusion, Auflosung des Silica-Systems oder
Wechselwirkungen zwischen dem Trdager und dem Wirkstoff bestimmt.20534334] Eine
Freisetzungskurve gemafs Profil C wird bei kontinuierlichen Wirkstofffreisetzungen mit
einer Kinetik nullter Ordnung angestrebt, um eine Behandlung iiber einen lingeren
Zeitraum zu ermoglichen.B¥l Von besonders grofiem Interesse fiir biomedizinische
Anwendungen sind Freisetzungssysteme, welche anhand von Profil D zu erkennen sind.
Bei diesen Systemen handelt es sich um sogenannte Stimulus-Response-Systeme, deren
Freisetzung durch duBere Einfliisse initiiert wird. AuSere Einfliisse fiir diese reversiblen
Wirkstoffabgaben sind hierbei zum Beispiel die Anderungen von pH-Wert, Temperatur,

Magnetismus, Lichteinwirkung, Redoxreaktionen sowie enzymatische Aktivitat.[7334834]
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Abbildung 2.19: Wirkstofffreisetzungsprofile fiir nanopordse Silica-Materialien. A: initial burst release.
B: diffusionsgesteuerte Freisetzung. C:lineare kontinuierliche Freisetzung. D: Stimulus-Response-System.
Nach [0,

Neben dem Einsatz von Wirkstoffen wie Antibiotika oder Entziindungshemmern in
Freisetzungssystemen aus Silica-Materialien konnen auch Proteine, Enzyme,
Wachstumsfaktoren, antibakterielle Silbernanopartikel sowie auch DNA- und siRNA-
Molekiile eingesetzt werden. [64279,286,350-353] Insbesondere multifunktionale
Freisetzungssysteme, wie die in dieser Arbeit beschriebenen magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel, sind fiir die oben genannten Therapiemdglichkeiten von grofsem Interesse,

da hierbei auch eine Kombination der gewiinschten Behandlungen mit einer Steigerung der
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Effektivitat ermoglicht werden kann. So konnen die magnetischen nanopordsen Silica-
Nanopartikel mit ihren magnetischen Kernen zum Beispiel in der Krebstherapie eingesetzt
werden. Unter Verwendung eines externen magnetischen Feldes konnen die Partikel zu
bestimmten Korperregionen fiir eine gezielte Wirkstofffreisetzung dirigiert werden.3>
Zudem konnen die magnetischen Kerne der Hybridmaterialien mittels eines externen
magnetischen Feldes und einer damit verbunden Hyperthermie als temperatur-sensitive
Freisetzungssysteme verwendet werden.’ Besonders fiir eine Tumortherapie ist diese
gezielte Behandlung vorteilhaft, da Nebenwirkungen der meist toxischen Wirkstoffe

reduziert werden konnen.!35!

2.6.1 Enrofloxacin

Der Wirkstoff Enrofloxacin (EFX) ist ein Antibiotikum, welches in der Veterinarmedizin
eingesetzt wird. Es gehort zu der Gruppe der Fluorchinolone und damit allgemein zu den

Chinolonen. Die Strukturformel von Enrofloxacin ist in Abbildung 2.20 dargestellt.

Hsc/\N/\ V

O

O O
Enrofloxacin (EFX)

Abbildung 2.20: Strukturformel des Wirkstoffes Enrofloxacin (EFX)

Aufgrund einer niedrigen minimalen Hemmkonzentration (minimum inhibitory
concentration, MIC) weisen Fluorchinolone eine hohe Effektivitat gegeniiber Bakterien auf.
Dabei konnen sie sowohl gegen grampositive als auch gramnegative Bakterien eingesetzt
werden.l*$%37] Die Wirkung von Chinolonen beruht auf der Hemmung des bakteriellen
Enzyms Topoisomerase (DNA-Gyrase). Durch die DNA-Gyrase erfolgen in Bakterien eine
Replikation von DNA und eine Transkription von mRNA (messenger ribonucleic acid) durch
eine Entwindung der doppelstrangigen DNA. Zudem erfolgt ein Brechen der DNA in
einzelne Fragmente gefolgt von einer erneuten Zusammenfiigung. Unter Einsatz eines
Chinolons wird dagegen der DNA-Enzym-Komplex gestort, sodass keine Freigabe eines
DNA-Stranges und Zusammenfiigung zu einem Doppelstrang erfolgen kann. Dadurch

folgen eine Hemmung des Zellwachstums sowie der Zelltod.[®$¢358 Nach Verabreichung
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von Enrofloxacin wird tiber den Metabolismus ein grofser Anteil des Wirkstoffes zu dem

Fluorchinolon Ciprofloxacin umgewandelt, welches ebenfalls antibakteriell wirkt.[®:3%]
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3  Analytische Methoden

Dieses Kapitel beschreibt die analytischen Methoden, welche zur Chrarakterisierung der
magnetischen Kerne sowie der magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel eingesetzt
wurden. Der Fokus liegt dabei insbesondere auf der Probenprédparation und der
verwendeten Messparameter. Die Transmissionselektronenmikroskopie zur Analyse der
Struktur, Morphologie und Partikelgrofienbestimmung sowie die Charakterisierung der
magnetischen Eigenschaften der eingesetzten Partikel mittels Vibrationsmagnetometer

werden ausfiithrlicher erlautert.

3.1 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikrokopie ist eine weit verbreitete Methode zur Aufklarung der
Zusammensetzung, Morphologie und Struktur unterschiedlichster Materialien, die folglich
in den Materialwissenschaften von grofier Bedeutung ist. Analog zu Lichtmikroskopen ist
das Auflosungsvermdgen von Elektronenmikrokopen von der eingesetzten Wellenldange
abhingig. Aufgrund des eingesetzten Elektronenstrahls und der kiirzeren Wellenlange als
sichtbares Licht ist das Auflosungsvermogen dieser bildgebenden Methode deutlich hoher.
Im Folgenden werden die Transmissionselektronenmikroskpie sowie die

Rasterelektronenmikroskopie vorgestellt.

3.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist eine bildgebende Methode, welche
mit Hilfe eines Elektronenstrahls die Analyse von Strukturen im Mikro- und
Nanomaterbereich ermoglicht. In dieser Arbeit wurde die Methode zur Aufklarung von
Struktur, Morphologie und Partikelgrofienbestimmung der magnetischen Kerne sowie
Kern-Schale-Nanopartikel eingesetzt. Die Transmissionselektronenmikroskopie beruht auf
Arbeiten von Ruska und Knoll in den 1930er Jahren, welche zum ersten Mal das
Auflésungsvermogen von optischen Mikroskopen unterschritten.’® Bei dieser Methode
wird ein hoch beschleunigter, fokussierter Elektronenstrahl eingesetzt, welcher ein
elektronentranparentes, diinnes Objekt durchdringt. Dabei wird an einem dahinter
angeordneteten Leuchtschirm, einer CCD-Kamera (charge coupled device), eine Abbildung

erzeugt. Die de-Broglie-Wellenldnge der Elektronen ermdoglicht eine Auflosung, die
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deutlich kleiner als Atomabstinde ist. Der schematische Aufbau eines

Transmissionselektronenmikroskops ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

Elektronenquelle
(Feldemissionskathode)

Elektronenstrahl

I I— Kondensorlinse
Probe
I I—Objektivlinse
_
A T~Brennebene
Bildebene

Y I . .
— Zwischenlinse
I A

u CCD-Detektor

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops. Nach ©¢1,

Mittels einer Feldemissionskathode (field emission gun, FEG) wird der Elektronenstrahl
erzeugt. Uber ein Kondensorlinsensystem erfolgt die Strahlformung. Dabei konnen
achsferne Strahlen, welche Abbildungsfehler, sogenannte Aberration, verursachen, iiber
eine Apertur ausgeblendet werden. Zudem kann der Konvergenzwinkel des Strahls
festgelegt werden. Nach erfolgter Korrektur der Aberrationen ist die Erzeugung eines
Elektronenstrahls mit geringer Ausdehung realisierbar, welcher hohe Auflosungen
ermoglicht. Das Kondensorlinsensystem sorgt im TEM-Modus fiir ein paralleles Auftreffen
des Elektronenstrahls. In einem Goniometer befindet sich die zu untersuchende Probe. Mit
Hilfe des Goniometers kann die Probe in alle drei Raumrichtungen bewegt sowie um zwei
Achsen relativ zum Strahl verkippt werden. In Probenndhe befindet sich das
Objetivlinsensystem, welches die grofite Vergrofierung ermoglicht, aber auch durch
Aberrationen die erreichbare Auflosung limitiert. Das Beugungsbild entsteht in der
hinteren Brennebene der Objetktivlinse. Uber zusitzliche Korrektoren werden die
Aberrationen des Objektivlinsensystems korrigiert, sodass in der hinteren Bildebene ein
aberrationsbereinigtes Bild entsteht. Durch nachfolgende Zwischenlinsen mit

unterschiedlichen Starken sind weitere Vergroflerungen des Realbildes in der Bildebene
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oder des Beugungsbildes in der hinteren Brennebene zugénglich. Uber die CCD-Kamera
wird schliefdlich die Abbildung der Probe erzeugt.!

In dieser Arbeit wurden die Aufnahmen mit Unterstiitzung von Dr. Alexandra Satalov
an einem Transmissionselektronenmikroskop des Typs Tecnai G2 F20 TMP (Cs=2 mm,
Cc=2mm) der Firma FEI mit einer Feldemissionskathode mit einer
Beschleunigungsspannung von 200kV im Hellfeld-Modus angefertigt. Fiir die
Probenpraparation wurden Probentrager der Firma Quantifoil bestehend aus einem
Kupfernetz (400 Maschen) und einem 10 nm dicken Kohlenstofffilm eingesetzt. Die zu
analiysierenden pulverférmigen Proben wurden zunachst mit Hilfe eines Ultraschallbades
in Ethanol dispergiert, anschliefiend auf die Trager getropft und iiber Nacht getrocknet. Fiir
die graphische Auswertung der TEM-Aufnahmen sowie die Bestimmung der

Partikelgrofsenverteilungen wurde das Programm Image] verwendet.

3.1.2 Rasterelektronenmikroskopie

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde eine weitere bildgebende
Methode verwendet, um die Morphologie und Struktur der magnetischen nanopordsen
Silica-Nanopartikel zu untersuchen. Bei dieser Methode wird tiiber eine Elektronenkanone
ein Elektronenstrahl erzeugt, welcher iiber elektromagnetische Linsen fokussiert wird und
durch Ablenkspulen iiber den Bildauschnitt der zu untersuchenden Oberflache zeilenweise
rastert. Dabei entstehen Wechselwirkungen zwischen den sogenannten Primarelektronen
des Strahls sowie der zur untersuchenden Oberflache, was zu elastischen sowie auch
inelastischen  Streuprozessen fithrt. Die dabei entstehenden Riickstreu- und
Sekundarelektronen werden jeweils durch einen Detektor registriert.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden in dieser Arbeit von
Dr. Dennes Nettelroth an einem Feld-Emission-Rasterelektronenmikroskop des Typs JSM-
6700F der Firma JEOL am Institut fiir Physikalische Chemie und Elektrochemie
durchgefiihrt. Hierzu wurde eine kleine Spatelspitze der Nanopartikel mit einem
Ultraschallbad in Ethanol dispergiert, auf einen polierten Graphit-Trager getropft und

schliefSlich bei Raumtemperatur getrocknet.
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3.2 Optische Spektroskopie

Die optische Spektroskopie stellt eine Gruppe von physikalischen Messmethoden dar,
mit welcher die Wechselwirkung von Molekiilen oder Stoffen mit elektromagnetischer
Strahlung untersucht wird. Die dabei erhaltene Intensititsverteilung, wie z.B: der Energie,
der Absorption oder Transmission, wird als Spektrum bezeichnet. In diesem Kapitel wird
die Charakterisierung mittels UV/Vis-Spektroskopie, Fluoreszenzspektroskopie sowie

Infrarotspektroskopie beschrieben.

3.2.1 UV/Vis-Spektroskopie

Die optischen Eigenschaften der RITC-modifizierten magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel wurden mit der UV/Vis-Spektroskopie in Zusammenarbeit mit
Dr. Franziska Liibkemann-Warwas aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Nadja-Carola Bigall
aus dem Institut fiir Physikalische Chemie und Elektrochemie untersucht. Bei dieser
Methode wird die Probe mit Licht im sichtbaren und ultravioletten Wellenlangenbereich
durchstrahlt. Durch kontiniuierliche Veranderung der Wellenlinge des einstrahlenden
Lichtes kann hierbei ein Spektrum erhalten werden, welches Aufschluss iiber das
Absorptionverhalten der zu untersuchenden Probe ermdglicht.

Die Messungen erfolgten hierbei in einem Wellenldngenbereich von 350 — 800 nm an
einem Agilent Cary 5000 Absorptionsspektrometer, welches zur Messung der reinen
Absorption mit einer Ulbricht-Kugel des Typs Agilent DRA-2500 ausgestattet war. Fiir die
Probenpraparation wurden die mofizierten Nanopartikel in Ethanol mit einer
Massenkonzentration von 250 pg mL™ mit einem Ultraschallbad dispergiert. Anschliefiend
wurden 3mL der erhaltenen Dispersion in Quartz-Kiivetten (1 cm) tiiberfithrt und

vermessen. Zuvor wurde eine Basislinien-Korrektur mit reinem Ethanol durchgefiihrt.

3.2.2 Fluoreszenzspektroskopie

Eine weitere Methode fiir die Analyse der optischen Eigenschaften, hier genauer der
Fluoreszenzeigenschaften, besteht in der Fluoreszenzspektroskopie. Diese Methode wurde
in Zusammenarbeit mit Dr. Franziska Liibkemann-Warwas aus dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. Nadja-Carola Bigall aus dem Institut fiir Physikalische Chemie und Elektrochemie
tiir die Fluorophor-modifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel zur qualitativen

und quantitativen Analyse eingesetzt. Nach Anregung der Probe bei einer bestimmten
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Wellenldnge wird ein charakteristisches Emissionspektrum erhalten. Dabei wird die
Emission in einem Winkel von 90 ° gemessen, um die Anregungsstrahlung nicht zu
erfassen.

In dieser Arbeit wurden die Fluoreszenzspektren an einem FLS 1000 Photoluminescence
Spectrometer der Firma Edinburg gemessen. Die Fluorophor-modifizierten magnetischen
Kern-Schale-Nanopartikel wurden zur Probenpraparation mit einer Massenkonzentration
von 250 ug mL in Ethanol mit einem Ultraschallbad dispergiert. Danach wurden 3 mL der

erhaltenen Dispersion in Quartz-Kiivetten (1 cm) tiberfithrt und vermessen.

3.2.3 Infrarotspektroskopie

Zur Aufklarung der chemischen Zusammensezung der MNPSNPs sowie zum Nachweis
der durchgefithrten Modifizierungen und Wirkstoffeinlagerungen wurde die
Infrarotspektroskopie (IR-Spektroskopie) eingesetzt. Dabei wird ausgenutzt, dass
IR-Strahlung Molekiilschwingungen und -rotationen bei der zu analysierenden Probe
anregt. In Abhangingkeit von der chemischen Zusammensetzung und den funktionellen
Gruppen der organischen Modifizierungen wird IR-Strahlung mit charakteristischer
Energie absorbiert. Somit konnen die Absorptionsbanden des resultierenden Spektrums
einzelnen Molekiilen und Teilstrukturen zugeordnet werden. Bei der Methode in dieser
Arbeit wird die Transmission detektiert und gegen die Wellenzahl aufgetragen.

Fiir die Messungen wurde ein Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer (FT-IR)
des Typs Tensor 27 der Firma Bruker eingesetzt. Hierfiir wurde eine kleine Menge der
Probe mit einem Uberschuss an Kaliumbromid (KBr) zu Presslingen gepresst und in
Transmission in einem Bereich von 4000 cm™ bis 400 cm™ gemessen. Fiir die Auswertung

der Spektren wurde die Software OPUS 5.0 der Firma Bruker verwendet.

3.3 Physisorption

Mit Hilfe der Physisorption wurde die Porositdt der unmodifizierten und modifizierten
magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel untersucht. Im Rahmen dieser Untersuchungen
wurden die spezifische Oberflachen, die Porenvolumina sowie die
Porenweitenverteilungen der Partikelsysteme bestimmt. Die Messungen wurden von
Dr. Mandy Jahns, Dr. Alexander Mohmeyer, Malte Schifer, Songiil Noyun,
Dr. Nadeschda Schmidt, Dr. Marcel C. Schulz und Christina Schrand an einem
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Gassorptionssystem des Typs Autosorb-3 der Firma Quantachrome durchgefiihrt. Hierfiir
wurden ungefdhr 30 mg der jeweiligen Probe in ein Messrohrchen gefiillt und fiir 24 h bei
100 — 110 °C im Vakuum ausgegast. Als Adsorptiv wurde Stickstoff bei 77 K eingesetzt. Fiir
die Auswertungen wurde die Software ASi-Qwin 2.0 der Firma Quantachrome verwendet.
Die spezifische Oberflache wurde mithilfe des BET-Modells (nach Brunauer, Emmett und
Teller) berechnet.?5l Die Porenvolumina wurden bei einem Relativdruck von p/p0 =0.95
ermittelt. Die Porenweitenverteilung wurde iiber die nicht-lokale Dichtefunktionaltheorie
bestimmt (NLDEFT).¢!l Hierfiir wurde der Kernel ,Nz at 77 K on silica (cylinder/sphere
pore, NLDFT ads. Model) verwendet.

3.4 Thermogravimetrie

Mit der Thermogravimetrie (TG) wurde die Zusammensetzung der magnetischen
Eisenoxid-Kerne und der unmodifizierten sowie der modifizierten magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikel untersucht. Neben einer Bestimmung der Masse an organischen
funktionellen Gruppen konnten mit dieser Methode zudem die Einlagerungsmengen der
Enrofloxacin beladenen Partikelsysteme bestimmt werden. Bei der TG unterliegt die Probe
einem Temperatur-Zeit-Programm, bei dem die Gewichtsinderung {iber eine
Thermowaage detektiert wird.

Die TG-Messungen wurden in dieser Arbeit von Marc Robert Krey an einem
STA 409 PC/PG Thermoanalysator der Firma Netzsch durchgefiihrt. Dabei wurde in einer
Argon/Sauerstoff-Atmosphdre (80% Ar, 20% O:) in einem Temperaturbereich von
40 — 1000 °C mit einer Heizrate von 5 °C min™! gemessen. Fiir die Datenauswertung wurde

das Programm Proteus Thermal Analysis 4.3.1 der Firma Netzsch verwendet.

3.5 Rontgen-Pulverdiffraktometrie

Die Rontgen-Pulverdiffraktometrie wurde in dieser Arbeit zur Charakterisierung der
Struktur und Zusammensetzung der magnetischen Kern-Nanopartikel sowie der
magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel eingesetzt. Die Beugung von Rontgenstrahlung
an Netzebenen, die aus den Gitterbausteinen im Kristall resultieren, sind die Grundlage fiir
diese Messmethode. Bei Materialien mit geordneten Strukturen ist durch die Abhangigkeit

des Einfallswinkels der Rontgenstrahlung, der Wellenldinge sowie des
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Netzebendenabstandes konstruktive Interferenz moglich. Der Zusammenhang wird

hierbei durch die Bragg-Gleichung beschrieben (siehe Gleichung (4)).[¢?]
2-d-sinf=n-2 4)

Dabei beschreibt 4 den Netzebenabstand, 6 den Beugungswinkel, n die
Beugungsordnung (ganzzahlig) und A die Wellenlange.

Neben der Messung der Rontgen-Pulverdiffraktogramme ist mit Hilfe der Scherrer-
Gleichung eine Berechnung der Kristallitgrofsen der Kern-Nanopartikel moglich. Diese
Berechnung beruht auf eine Relfexverbreiterung aufgrund von weniger vorhandenen
Netzebenen (siehe Gleichung (5)).[%]

K-2
b= B-cos6 (5)

Hierbei ist D die Kristallitgrofse, K ein Formfaktor (fiir anndhernd spharische Partikel
K=09), A die Wellenlinge, B die ermittelte Reflexhalbwertsbreite und 6 der
Beugungswinkel.

Die Messungen der Rontgen-Pulverdiffraktogramme erfolgten in Reflexion mit
CuKa-Strahlung mit einer Wellenlinge von 1.54060 A und Ge(111)-Monochromater in
Zusammenarbeit mit Dr. Franziska Liibkemann-Warwas aus dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. Nadja-Carola Bigall und Prof. Dr. Armin Feldhoff aus dem Institut fiir
Physikalische Chemie und Elektrochemie an einem Gerét des Typs D8 Advance der Firma
Bruker. Fiir die Probenpraparation wurden die Pulver gemorsert und anschlieffend in die
dafiir vorgesehen Pulvertrager gefiillt und verdichtet. Es wurde im Bereich von 15 - 70 °20

mit Hilfe des Programms Diffrac plus gemessen und ausgewertet.

3.6 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreung (DLS) ist eine optische Methode, welche basierend auf
dem Streulicht eines Laser dazu genutzt werden kann, um hydrodynamische Radien und
Groflenverteilungen  von  Partikeldispersionen  sowie  Molekulargewichte und
Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Hierzu wird die Brown’sche Teilchenbewegung

und die damit verbunde Fluktuation des Streulichts bei ausreichend kleinem Streuvolumen
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genutzt. In dieser Arbeit diente die Methode zur Bestimmung der hydrodynamischen
Radien der unmodifizierten und modifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel
sowie zur Stabilitatsbeurteilung der Partikeldispersionen.

Die Messungen wurden an einem Gerdt des Typs Zetasizer Nano ZSP der Firma
Malvern Instruments bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die Probenprédparation
wurden die Partikelsysteme mit einer Massenkonzentration von 230 ug mL™ in Wasser
mittels Ultraschallbad dispergiert. Bei den Olsdure-stabilisierte FesO: NPs diente Heptan
als Medium. Fiir die Kern-Schale-Partikel wurde der Brechungsindex von Silica und fiir die
FesOu4 NPs der Brechungsindex von Eisenoxid verwendet. Fiir die Datenauswertung wurde

die Software Zetasizer 7.11 der Firma Malvern genutzt.

3.7 Zeta-Potential-Messung

Die elektrophoretische Lichtstreuung wurde zur Bestimmung des Zeta-Potentials der
Partikelsysteme eingesetzt. Das Zeta-Potential, welches auch als elektrokinetisches
Potential bezeichnet wird, liegt an der Scherebene der elektrochemischen Doppelschicht
vor. Fiir die Potentialbestimmung werden die Partikel in einem elektrischen Feld
beschleunigt. Dabei ist die Beschleunigung vom Zeta-Potential abhangig. Die damit
verbundene Partikelbewegung wahrend der Messung wird mit Hilfe der dynamischen
Lichtstreuung detektiert. Die Zeta-Potential-Messungen wurden ebenfalls mit dem Gerét
des Typs Zetasizer Nano ZSP der Firma Malvern Instruments bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Auch hier wurden die Partikelsysteme mit einer Massenkonzentration von
230 pg mL™ in Wasser mittels Ultraschallbad dispergiert. Die Datenverarbeitung erfolgte

ebenfalls mit die Software Zetasizer 7.11 der Firma Malvern.

3.8 Vibrationsmagnetometer

Die magnetischen Eigenschaften der magnetischen Kerne und Kern-Schale-
Nanopartikel wurden mit einem Vibrationsmagnetometer (vibrating sample magnetometer,
VSM) analysiert. Bei dieser Methode, welche Ende der 1950er Jahre von Foner et al.
entwickelt wurde, werden die magnetischen Eigenschaften in Abhéngigkeit einer externen
magnetischen Feldstarke gemessen.**l Die Methode ist fiir Feststoffe sowie Fliissigkeiten

geeignet. Der schematische Aufbau eines VSM ist in Abbildung 3.2 dargestellt.
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I Vibrator

I Vibrationsrichtung

\

Sonderspulen

Magnetspulen

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau eines Vibrationsmagnetometers. Nach (3631,

Die Probe wird hierbei an einer langen Probenhalterung befestigt und anschliefSend in
ein homogenes Magnetfeld mit der Feldstirke H positioniert, welches durch
Elektromagnete erzeugt wird. Die Probe wird durch das magnetische Feld magnetisiert.
Mittels eines Vibrators erfolgt eine Anregung des Probenhalters mit der zu messenden
Probe zu periodischen Schwingungen langs der Vibrationsrichtung mit einer konstanten
Frequenz. Uber die oszillierende Bewegung der Probe wird das magnetische Diplomoment
iiber eine induzierte Spannung in raumlich nah angeordneten Detektionsspulen gemessen.
Die induzierte Spannung ist dabei direkt proportional zum magnetischen Moment der
Probe, welches als Funktion der dufieren magnetischen Feldstirke H ermittelbar ist und
somit sind Magnetisierungskurven darstellbar. Ein grofler Vorteil dieser Analysemethode
ist die leichte Bedienbarkeit sowie die hohe Auflésung von 1 bis 5 - 107 emu.*%! Die Einheit
emu steht hierbei fiir electromagnetic units und es gilt 1 emu = 0.001 A m2.

Die Magnetisierungskurven wurden mit einem Vibrationsmagnetometer (VSM) des
Typs 7407 der Firma Lake Shore Cryotonics, Inc. in Zusammenarbeit mit
Dr.-Ing. Piriya Taptimthong und Professor Dr.-Ing. Marc Christopher Wurz des Instituts
fiir Mikroproduktionstechnik der Leibniz Universitit Hannover bei Raumtemperatur
aufgenommen. Die Pulverprobenhalter bestanden dabei aus PLEXIGLAS GS/XT und

wurden von Gian Luigi Angrisani sowie Dr.-Ing. Christian Klose vom Institut fiir
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Werkstoffkunde der Leibniz Universitit Hannover angefertigt. Sie hatten &hnliche
Geometrien wie 730931 Kel-F bulk/powder upper/bottom cup Probenhalter mit einem Volumen
von 30 mm?®. Das Probengewicht der Pulver lag bei 3 —6 mg. Fiir die Messungen der
Sattigungsmagnetisierung und der Restmagnetisierung wurden zwei Messbereiche
ausgewahlt. Dabei wurde im Hochfeld (15 kG) und Niedrigfeld (100 G oder 500 G) mit
Rampenraten der Felder von 75 G s und 5 G s™! gemessen. Als Messsoftware wurde das

Programm IDEAS VSM der Firma Lake Shore Cryotonics, Inc. verwendet.

3.9 Hyperthermie-Messung

Magnetische Nanopartikel erzeugen in einem magnetischen Wechselfeld mittels
Hyperthermie Warme. Zur Beurteilung der Hyperthermie-Eigenschaften der magnetischen
Kerne und der unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel wurden
Hyperthermie-Messungen an Partikeldispersionen der Proben in Zusammenarbeit mit
Dr. Mona Oltmanns aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Andreas Kirschning des Instituts
fiir Organische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover durchgefiihrt. Hierfiir wurden
ein Hochfrequenz-Umrichter des Modells HU 2000+ der Firma Himmel mit einer Frequenz
von 814 kHz und ein Induktor bestehend aus einem externen Schwingkreis in Kombination
mit einer daran befestigten Kupferspule (je drei Windungen, Lange=>52mm,
Innendurchmesser = 12 mm) verwendet. Die Temperatur wurde kontaktlos mit einem
handbetriebenen Infrarot-Thermometer der Firma Testo sowie einem stationédren Infrarot-
Thermometer der Firma Optris ermittelt. Fiir die Probenpraparation wurden 10 mg der
jeweiligen Probe in 5 mL Wasser dispergiert und in einem Schraubdeckelglas in die
Wasser-gekiihlte Kupferspule platziert. Anschliefend wurden die Partikeldispersionen
einem elektromagnetischen Wechselfeld ausgesetzt und die Temperatur nach

unterschiedlichen Zeitabstanden gemessen.

3.10 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Zur Bestimmung der freigesetzten Wirkstoffmengen an Enrofloxacin aus den
unmodifizierten und modifizierten magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikeln
(MNPSNPs) wurde die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC) eingesetzt. Bei diesem physikalisch-chemischen Trennverfahren ist

durch unterschiedlich starke Wechselwirkungen der Analyten mit einer stationdren und
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einer mobilen Phase eine Trennung der Substanzen sowie auch eine Identifizierung und
Quantifizierung  moglich. Hierbei verbleiben Komponenten mit starkeren
Wechselwirkungen langer in der stationdren Phase im Vergleich zu Analyten mit
schwachen Wechselwirkungen, was zu unterschiedlichen Retentionszeiten im
Chromatogramm fiihrt.

Die HPLC-Messungen wurden von Katharina Petrovi¢ (geb. Nolte) an einem Gerit der
1100 HPLC Series der Firma Agilent mit Sciencix DAD-Detektor mit Deuteriumlampe tiber
eine Raptor™ C18 5 um Saule (1560x4.6 mm; Porenweite 90 A) bei 35 °C gemessen. Dabei
wurden als Laufmittel Wasser und Acetonitril (Verhaltnisseginn = 95:5; Verhaltnisende = 5:95)
verwendet. Mit Hilfe der Software Chemstation fiir LC 3D Systems Version Rev. B.04.03[16]

der Firma Agilent Technologies wurden die Daten ausgewertet.

3.11 Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung der Zellaufnahme von RITC-modifizierten magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikeln an primaren humanen Gingivafibroblasten (HGF) wurde mit Hilfe
der Fluoreszenzmikroskopie von Dr. Karen Fabienne Wilhemine Besecke durchgefiihrt.
Diese Mikroskopie ist eine spezielle Art der Lichtmikroskopie, die auf Fluoreszenz beruht.
Neben der Ausstattung einer gewohnlichen Lampe fiir Durchlichtmikroskopie verfiigt ein
Fluoreszenzmikroskop dartiiber hinaus iiber eine Quecksilberdampflampe, welche Licht
iiber das gesamte sichtbare Spektrum sowie UV-Licht liefert, um eine Detektion der
Fluoreszenz zu ermoglichen. Das Objektiv des Mikroskops dient neben der Beleuchtung
der Probe auch als Detektor des emittierten Fluoreszenzlichtes. Fiir die Analyse der
Zellaufnahme wurde ein Fluoreszenzmikroskop des Typs CKX53 der Firma Olympus mit
der Software cellsens Standard und einem Laser von Excelitas Technologies Corp.
verwendet. Die experimentelle Durchfithrung der Probenpraparation fiir die

Zellaufnahmeuntersuchungen ist in Kapitel 4.2 beschrieben.

3.12 Zellviabilitatstest

Die Zellviabilitit der RITC-modifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel
wurde an primdren humanen Gingivafibroblasten (HGF) mit einem CellTiter-Blue®-Test
untersucht. Hierflir erfolgten Analysen von Dr. Karen Fabienne Wilhemine Besecke an

einem Multiplattenreader des Typs Infinite F200 Pro der Firma Tecan in Kombination mit
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der Software i-control 1.12. Als Anregungswellenlange wurden 540 nm eingesetzt und die
Emissionwellenldnge betrug 595 nm. Die experimentelle Durchfithrung der
Probenpraparation fiir den CellTiter-Blue®-Tests fiir die Zellviabilitatsstudien ist in

Kapitel 4.3 erlautert.
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4  Experimenteller Teil

In diesem Kapitel werden die Synthesevorschriften fiir die in dieser Arbeit verwendeten
magnetischen Kerne sowie magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel beschrieben. Dariiber
hinaus werden Methoden zur Ausstattung der Kern-Schale-Nanopartikel mit organischen
Fluorophoren sowie mit Polyethylenglycol oder Lipiden zur Erhdhung der
Biokompatibilitit erlautert. Da diese Partikelsysteme als Wirkstofftrager fiir das Implantat-
dirigierte magnetische Wirkstoff-Targeting (ID-MDT) dienen, werden zudem die
experimentellen Methoden zur Untersuchung der Zellaufnahme und Zellviabilitit sowie
der Einlagerung und Freisetzung von Enrofloxacin als Wirkstoff vorgestellt. Abschliefsend
zu diesem Kapitel werden die Synthesen fiir weitere magnetische Silica-Systeme
beschrieben, welche im Rahmen des magnetischen Drug-Targetings (MDT) als
Wirkstofffreisetzungssysteme fungieren.

In allen experimentellen Arbeiten wurden absoluter Ethanol und Reinstwasser mit einer
maximalen Leitfahigkeit von 0.055°uS cm™ aus einer Reinstwasseranlage des Typs
MicroPure der Firma Thermo Electron GmbH oder des Typs Milli-Q® Integral System der

Firma Merck Millipore verwendet.

4.1 Magnetische Kern-Schale-Nanopartikel mit hydrophoben Eisenoxid-

Kernen

Im Folgenden werden die Synthesen fiir hydrophobe Olsaure-stabilisierten Eisenoxid-
Nanopartikel als Kernmaterial sowie von magnetischen nanoporordsen Silica-
Nanopartikeln (MNPSNPs) als multifunktionale Kern-Schale-Systeme fiir das
ID-MDT-Prinzip vorgestellt. Dariiber hinaus werden die experimentellen Vorschriften zur
Partikelgrofsen- sowie Porengrofseneinstellung beschrieben sowie die Synthesevorschrift
zur Herstellung von MNPSNPs mit einer zusatzlichen Schale aus periodisch mesopordsen

Organosilica (PMO) erlautert.

4.1.1 Synthese von hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikeln

Fiir die Herstellung von hydrophoben Olsaure-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln
(FesOs NPs) als Kernmaterial fiir die magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel wurde eine

abgewandelte Vorschrift von Haynes et al. verwendet.[®?]
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Hierfiir wurden zunachst 30 mL Wasser unter Riihren fiir 10 min mit Stickstoff gespiilt.
Anschliefend wurden unter Rithren bei 500 rpm und Stickstoffatmosphdre 4.8 ¢
FeCls - 6 H:O, 2.0 g FeCl: - 4 H:O sowie 0.8 mL Olséure hinzugegeben. Unter Riickfluss
wurde die Reaktionsmischung auf 90 °C erhitzt. Fiir die Reaktion wurden 20 mL
Ammoniumhydroxid-Losung (14 wt%) rasch zugegeben, was zu einer sofortigen
Schwarzfarbung fiihrte. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 2.5h bei 90 °C und unter
kontinuierlichem Stickstoff-Strom geriihrt und anschliefend auf Raumtemperatur
abkiihlen gelassen. Danach wurde das schwarze Prazipitat mit dem Magneten Dynamag 15
der Firma Life Technologies magnetisch abgetrennt und dreimal mit Wasser gewaschen.
Abschlieffend wurden die FesO:sNPs in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur

getrocknet.

4.1.2 Synthese von magnetischen nanoporosen Silica-Nanopartikeln

Die Synthese von magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikeln (MNPSNPs) ist
schematisch in Abbildung 4.1 dargestellt und erfolgte nach einer Vorschrift von Janfien und

Warwas et al..[52]

X
ol Rl
Phasentransfer Sol-Gel-Reaktion y
* —— — \‘: ° pr- N
.o
Fe;O, NP Fe,O, NP
in organischer Phase in wassriger Phase MNPSNP =
mit CTAB MNPSNPs
@® Fe,0O,NP —e  Olsiure ———= CTAB Pore

Abbildung 4.1: Schema zur Synthese der MNPSNPs. Nach %2,

22,5 mg der hydrophoben Olséaure-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln (FesOs: NPs)
wurden in 3 mL Chloroform (CHCls) mit einem Ultraschallbad dispergiert. Zudem wurden
03 g Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) in 30mL Wasser mit Hilfe des
Ultraschallbades gelost. Fiir einen Phasentransfer wurden anschlieffend die dispergierten
FesOs NPs sowie die CTAB-Losung miteinander in einem offenen Schraubdeckelglas
vereint. Fiir die Verdampfung des Chloroforms von der CTAB-FesOs-Dispersion wurde das
Gemisch fiir 1 h bei 65 °C im offenen Schraubdeckelglas unter Riihren bei 500 rpm erhitzt.
Die CTAB-FesOs-Dispersion wurde anschliefSend in einen Einhals-Rundkolben {tiberfiihrt,
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mit 270 mL Wasser versetzt und bei 40 °C fiir 0.5 h bei 500 rpm geriihrt. Fiir die Synthese
der Silica-Schale wurden danach 9 mL Ammoniumhydroxid-Lésung (25 wt%), 1.5 mL
Tetraethylorthosilicat (TEOS) sowie 15mL Ethylacetat innerhalb 1min zur
Reaktionsmischung gegeben und fiir 3h bei 40 °C geriihrt. Nachdem die Mischung
Raumtemperatur erreicht hatte, erfolgte die Abtrennung der Partikel von der
Syntheselosung durch Zentrifugation. Die Partikel wurden dreimal mit Ethanol gewaschen
und in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Entfernung des CTAB

wurden die MNPSNPs bei 550 °C fiir 5 h und einer Heizrate von 1 °C min calciniert.

4.1.3 Synthesen zur Partikelgréfieneinstellung von magnetischen nanoporosen

Silica-Nanopartikeln

Die Synthesen der MNPSNPs mit Partikelgrofieneinstellung erfolgte nach einer
modifizierten Vorschrift von JanfSen und Warwas et al.52 Basierend auf der Variation der
Syntheseparameter sind MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien zuganglich. Die
Synthese der MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien ist schematisch in
Abbildung 4.2 gezeigt. Die Syntheseparameter mit zugehoriger Probenbezeichnung
(Partikelgrofse in Klammern) sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Vor den Synthesen der MNPSNPs erfolgte ein Phasentransfer der hydrophoben
Olsaure-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln (FesO: NPs) von der organischen in die
wassriger Phase. Hierzu wurden die FesOs NPs mit einem Ultraschallbad in Chloroform
dispergiert. Auflerdem wurden 0.1g CTAB in 10mL Wasser mit Hilfe eines
Ultraschallbades gelost. Die dispergierten FesOs NPs sowie die CTAB-Losung wurden
anschliefend miteinander in einem offenen Schraubdeckelglas vereint und fiir 0.5 h zur
Verdampfung des Chloroforms bei 65 °C unter Riihren bei 500 rpm erhitzt. Die CTAB-
FesOs-Dispersion wurde anschlieffend in einen Einhals-Rundkolben tiberfiihrt, mit 90 mL
Wasser versetzt und bei der Synthesetemperatur aus Tabelle 4.1 fiir 0.5 h bei 500 rpm
geriihrt. Fiir die Synthese der Silica-Schale wurden danach 3 mL Ammoniumhydroxid-
Losung (25 wt%), TEOS sowie 5 mL Ethylacetat innerhalb 1 min zur Reaktionsmischung
gegeben und fiir 3h bei der Synthesetemperatur geriihrt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur erfolgte die Abtrennung der Partikel von der Syntheselésung durch

Zentrifugation. Die Partikel wurden dreimal mit Ethanol gewaschen und in einem
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Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Entfernung des CTAB wurden die

MNDPSNPs bei 550 °C fiir 5 h und einer Heizrate von 1 °C min! calciniert.

()
MNPSNP (94 nm)
7.5 mg Fe;0,
60 °C
7.5 mg Fe,;0, 15 mg Fe;0,
40 °C 40 °C
P [ ] >
° ¢ (X g
Fe;O, NPs
MNPSNP (78 nm)
10 mg Fe;0O, 12.5 mg Fe;0,
40 °C 40 °C
) (]

MNPSNP (69 nm)

MNPSNP (61 nm)

MNPSNP (49 nm)

Abbildung 4.2: Schema zur Synthese der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) mit

unterschiedlichen Partikelgrofien.

Tabelle 4.1: Syntheseparameter fiir der Herstellung der magnetischen nanoporosen Silica-Nanopartikel mit

unterschiedlichen Partikelgroien

Probe m (Fes0s) [mg]  V (CHCL) [mL]  V (TEOS) [mL] T I[°C]
MNPSNP (49 nm) 15 2 0.5 40
MNPSNP (61 nm) 12.5 1.66 0.5 40
MNPSNP (69 nm) 10 1.33 0.5 40
MNPSNP (78 nm) 7.5 1 0.5 40
MNPSNP (94 nm) 7.5 1 0.5 60
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414 Synthese von groflporigen magnetischen nanoporosen Silica-

Nanopartikeln

Fiir die Synthese von grofiporigen MNPSNPs wurde eine modifizierte Vorschrift von
JanBen und Warwas et al..’? unter Einsatz von einem Uberschuss von Ethylacetat als

Quellungsagens verwendet. Die Herstellung dieser Partikelsysteme wird schematisch in

Abbildung 4.3 gezeigt.
7.5 mg Fe;O,
40 °C, 0.5 mL TEOS
. 20 mL Ethylacetat
o0 > n
Fe;O, NPs

MNPSNP-LP (123 nm)

Abbildung 4.3: Schema zur Synthese der grofiporigen magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel
MNPSNP-LP (123 nm).

Hierfiir wurde ebenfalls ein Phasentransfer der hydrophoben Olsiure-stabilisierten
Eisenoxid-Nanopartikeln (FesOsNPs) von der organischen in die waéssrige Phase
durchgefiihrt. Dazu wurden 7.5 mg der FesOsNPs mit einem Ultraschallbad in 1 mL
Chloroform dispergiert. Zudem wurden 0.1 g CTAB in 10 mL Wasser mit Hilfe eines
Ultraschallbades geldst. Nach Vereinigung der dispergierten FesOs NPs und der CTAB-
Losung in einem offenen Schraubdeckelglas, wurden die Partikel anschliefsend fiir 0.5 h zur
Verdampfung des Chloroforms bei 65 °C unter Riithren bei 500 rpm erhitzt. Danach wurde
die CTAB-FesOs-Dispersion in einen Einhals-Rundkolben iiberfiihrt, mit 90 mL Wasser
versetzt und bei 40 °C fiir 0.5 h bei 500 rpm geriihrt. Fiir die Synthese der grofiporigen
Silica-Schale wurden 3 mL Ammoniumhydroxid-Losung (25 wt%), 0.5 mL TEOS sowie
20 mL Ethylacetat innerhalb 1 min zur Reaktionsmischung zugesetzt und fiir 3 h bei 40 °C
geriihrt. Nach erfolgter Synthese und Abkiihlen auf Raumtemperatur, wurden die Partikel
durch Zentrifugation von der Syntheseldsung getrennt, dreimal mit Ethanol gewaschen
und in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur iiber Nacht getrocknet. AnschliefSend
wurden die Partikel zur Entfernung des CTAB bei 550 °C fiir 5 h und einer Heizrate von
1 °C min! calciniert. Die grofSporigen (large pores, LP) MNPSNPs haben im Folgenden die
Bezeichnung MNPSNP-LP (123 nm).
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415 Synthese von magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikeln mit

periodisch mesopordser Organosilica-Schale

Die Umbhiillung der MNPSNPs mit einer weiteren Schale aus periodisch mesoporosem
Organosilica (PMO) basiert auf einer modifizierten Synthese von Jahns et al. und ist in

Abbildung 4.4 schematisch dargestellt.[]

Sol-Gel-Reaktion lonenaustausch
(] —) —————————) [ )
MNPSNP (49 nm) MNPSNP@PMO (76 nm) MNPSNP@PMO (76 nm)

mit CTAB

Abbildung 4.4: Schema zur Synthese der Kern-Schale-Schale-Nanopartikel MNPSNP@PMO (76 nm) mit
zusétzlicher PMO-Schale.

Hierfiir wurden 0.1 g MNPSNPs mit Partikelgréfien von 49 nm (MNPSNP (49 nm)) in
einem Gemisch aus 9mL Ethanol und 113 uL Wasser in einem verschlossenen
Schraubdeckelglas mit einem Ultraschallbad fiir 2 h dispergiert. Danach wurden 1 mL
Ammoniumhydroxid-Losung (25 wt%), 20 mL Wasser und 3 mL einer CTAB-Losung
(0.11 M in Ethanol/Wasser, Veon : Vi,o =1 : 2) zugegeben und bei Raumtemperatur fiir 4 h
bei 500 rpm geriihrt. Anschlieffend wurden 220 uL 1,4-Bis(triethoxysilyl)benzol (BTEB)
zugegben und iiber Nacht bei Raumtemperatur und 500 rpm geriihrt. Am nachsten Tag
wurden die Partikel im Schraubdeckelglas ohne Riihrer fiir 24 h bei 60 °C in einem Ofen
gelagert. Nach der Synthese und dem Abkiihlen wurde das Produkt zentrifugiert und
einmal mit Wasser und zweimal mit Ethanol gewaschen. Die Entfernung des CTABs
erfolgte mit Hilfe einer Ionenaustausch-Methode.?”] Hierfiir wurden die Partikel in einem
Gemisch aus 50 mL Ethanol und 0.3 g NHsNO:s bei 60 °C fiir 1.5 h unter Riickfluss geriihrt.
Nach Abkiihlen und Zentrifugation wurde der Ionenaustausch zweimal wiederholt. Die
Kern-Schale-Schale-Nanopartikel wurden dreimal mit Ethanol gewaschen und schliefdlich
in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Die MNPSNPs mit zuséatzlicher

PMO-Schale haben im Folgenden die Bezeichung MNPSNP@PMO (76 nm).

4.1.6 Modifizierung von magnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln

In diesem Abschnitt werden die Synthesevorschriften zur Modifzierung der

magnetischen  Kern-Schale-Nanopartikel mit organischen Fluororphoren und
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Polyethylenglycol (PEG) beschrieben. Als fluoreszierende Molekiile wurden hierbei
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder Rhodamin B Isothiocyanat (RITC) eingesetzt, welche
zuvor zu Thioharnstoffen umgesetzt wurden. Zur Herstellung multifunktionaler Kern-

Schale-Nanopartikel wurden zudem die Fluorophore mit PEG simultan eingesetzt.

4.1.6.1 Modifizierung der magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel mit

organischen Fluorophoren

Die Modifizierung der magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel mit den organischen
Fluorophoren Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder Rhodamin B Isothiocyanat (RITC)
erfolgte nach einer Vorschrift von Janflen und Warwas et al..®?l Hierzu wurden die
Farbstoffe zunachst mit einer Co-Kondensations-Reaktion mit
3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) zu den Thioharnstoffen FITC-APTMS und RITC-
APTMS umgesetzt, die anschlieffend an die Silica- oder PMO-Schalen angebunden wurden.
Die Reaktionen sind schematisch in Abbildung 4.5 dargestellt.

Fiir die Herstellung von FITC-APTMS und RITC-APTMS wurden 18 mg FITC oder
25mg RITC in 2mL Ethanol in einem Schnappdeckelglas gelost und 5 uL APMTS
zugegeben. Die Mischungen wurden unter Lichtausschluss fiir 24 h bei Raumtemperatur
und 500 rpm gertiihrt.

Fiir die Anbindung der organischen Fluorophore an die Schale der magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikel mittels post-grafting-Methode wurden 120 mg der jeweiligen Partikel
in 42 mL Ethanol in einem Einhals-Rundkolben mit einem Ultraschallbad dispergiert und
anschlieflend unter Riithren bei 500 rpm auf 50 °C erhitzt. Anschlieflend wurden 502 uL von
FITC-APTMS oder RITC-APTMS nacheinander zugegeben und fiir 24 h bei 50 °C und
500 rpm unter Lichtausschluss geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden die
jeweiligen Partikel zentrifugiert, viermal mit Ethanol gewaschen und in einem
Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Die modifizierten Kern-Schale-
Nanopartikel haben in der Probenbezeichnung je nach verwendeten Farbstoff die Endung

,@FITC” oder ,,@RITC”.
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Abbildung 4.5: Schema zur Modifizierung der MNPSNPs mit den organischen Fluorophoren FITC und RITC.

4.1.6.2 Modifizierung der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel mit

Polyethylenglycol

Fir die Modifizierung der MNPSNPs mit

Polyethylenglycol (PEG) wurde eine

modifizierte Vorschrift von JanfSen und Warwas et al. verwendet.[52 Die Reaktion ist

schematisch in Abbildung 4.6 dargestellt.
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Abbildung 4.6: Schema zur Modifizierung der MNPSNPs mit PEG.
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Hierzu wurden 120 mg der MNPSNPs in 42 mL Ethanol in einem Einhals-Rundkolben
mit einem Ultraschallbad dispergiert und auf 50 °C bei 500 rpm erhitzt. AnschliefSend
wurden 1.08 mL [Hydroxy(polyethylenoxy)propyl] triethoxysilan (PEG-Silan) zugegeben
und fiir 24 h bei 50 °C und 500 rpm geriihrt. Die Partikel wurden nach dem Abkiihlen
zentrifugiert, dreimal mit Ethanol gewaschen und in einem Vakuumofen bei
Raumtemperatur getrocknet. Die PEG-modifizierten MNPSNPs werden im Folgenden als
MNPSNP@PEG bezeichnet.

4.1.6.3 Simultane Modifizierung der magnetischen nanopordsen Silica-

Nanopartikel mit organischem Fluorophor und Polyethylenglycol

Die simultane Modifizierung der MNPSNPs mit einem organischen Fluorophor und
PEG erfolgte nach einer Vorschrift von Janfsen und Warwas et al..®? Die Modifizierungen

sind schematisch in Abbildung 4.7 dargestellt.
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G PEG-Silan, o ) PEG-Silan, o
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. \ e . A
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MNPSNP@FITC-PEG MNPSNPs MNPSNP@RITC-PEG

Abbildung 4.7: Schema zur simultanen Modifizierung der MNPSNPs mit PEG und den organischen
Fluorophoren FITC oder RITC. Nach %2,

Die Herstellung von FITC-APTMS wund RITC-APTMS erfolgte nach der
Synthesevorschrift in Kapitel 4.1.6.1. Fiir die Modifizierung der MNPSNPs wurden 120 mg
der Partikel in 42 mL Ethanol in einem Finhals-Rundkolben mit einem Ultraschallbad
dispergiert und unter Riihren bei 500 rpm auf 50 °C erhitzt. Anschliefsend wurden 502 uL
FITC-APTMS oder RITC-APTMS sowie 1.08 mL PEG-Silan zugegeben und unter
Lichtausschluss fiir 24h bei 50°C und 500 rpm gerithrt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurden die jeweiligen Partikel zentrifugiert, viermal mit Ethanol
gewaschen und in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Die MNPSNPs

nach simultaner Modifizierung haben je mnach verwendetem Farbstoff die

Probenbezeichnung MNPSNPS@FITC-PEG oder MNPSNP@RITC-PEG.
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4.2 Untersuchung der Zellaufnahme von Fluorophor-modifizierten
magnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln an HGF-Zellen

Die Zellaufnahme von RITC-modifizierten MNPSNPs und MNPSNP@PMOs wurde an
primdren humanen Gingivafibroblasten (primary human gingival fibroblasts, HGF)
untersucht. Die Zellen wurden von der Arbeitsgruppe Stiesch der Klinik fiir Zahnéarztliche
Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde der Medizinischen Hochschule Hannover
zur Verfiigung gestellt. Die Probenpréparation fiir die Zellaufnahmeuntersuchungen sowie
die mikroskopischen Analysen wurden von Dr.Karen Fabienne Wilhemine Besecke
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die HGF in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
erganzt mit 10% fotalem Rinderserum (fetal bovine serum, FBS) und Penicillin/Streptomycin
(Pen/Strep) (1% V/V) bei 37 °C in befeuchteter Atmosphare mit 5% Kohlenstoffdioxid in
einem Brutschrank kultiviert. Auf 4-Kammer-Objekttragern (Nunc™ Lab-Tek™ II
Chamber Slides™) der Firma Thermo Fischer Scientific wurden 25.000 Zellen in 1 mL
Medium pro Kammer mit einer Dichte von 1.5 x 10 Zellen cm™ ausgesat. Zuvor wurden
die jeweiligen verwendeten RITC-modifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel
unter UV-Licht sterilisiert. In 800 uL des Inkubationsmediums wurden 400 ug der Partikel
dispergiert, um eine Dispersion mit einer Massenkonzentration von 500 pig mL™ zu
erhalten. 24 h nach der Aussaat der Zellen wurden 600 pL des Medium {iiber den Zellen
entfernt. 100 uL  der jeweiligen Partikeldispersion wurden zu 400puL des
Mediumdiiberstandes zugegeben, um eine Massenkonzentration von 100 ug mL' zu
erhalten. Die Zellen wurden 24 h mit den Nanopartikeln inkubiert. Nach der Inkubation
wurde der Uberstand des Zellkulturmediums entfernt und die Zellen dreimal mit
phosphatgepufferter Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen. Fiir die
Fixierung der Zellen wurden 500 uL einer Paraformaldehyd-Losung (PFA) (0.5% in PBS) in
jeder Kammer zugegeben und 10 min inkubiert. AnschlieSfend wurden die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand entfernt und die
Zellen wurden mit 500 mL einer Triton-X100 (0.1% in PBS) fiir 5 min permeabilisiert.
Anschliefend wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen. Fiir die Anfarbung des
Zytoskeletts wurde das Reagenz Phalloidin-iFluor 488 verwendet. Die Stammldsung
wurde 1:1000 mit PBS verdiinnt. Von dieser Losung wurden 500 uL in jede Kammer
pipettiert und fiir 10 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Danach
wurden die Zellen erneut dreimal mit 500 uL PBS gewaschen. Fiir die Anfarbung der

Zellkerne wurde 4,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) eingesetzt. Die Stammldsung wurde
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1 : 1000 mit PBS verdiinnt und 500 pL der erhaltenen Losung wurde zu den Zellen gegeben.
Die Zellen wurden 10 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert.
Anschlieffend wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen und nach dem letzten
Waschschritt wurde der Uberstand entfernt. Fiir die Probenpraparation und Fixierung der
Zellen fiir die Mikroskopie wurden die Kammern entfernt, 50 uL Fluoromount-G™
(Thermi Fischer Scientific) auf jedes Segment der Objekttrager zugegeben und schliefSlich
Deckglasschen auf den Zellen positioniert. Dabei wurden durch vorsichtiges Andriicken
Lufteinschliisse entfernt. Die praparierten Proben wurden bis zur Mikroskopie unter
Lichtausschluss im Kiihlschrank gelagert. Die Zellaufnahme wurde mit Hilfe der

Fluoreszenzmikrokopie analysiert (siehe Kapitel 3.11).

4.3 Untersuchung der Zellviabilitit von Fluorophor-modifizierten
magnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln an HGF-Zellen

Die Zellviabilitat von RITC-modifizierten MNPSNPs sowie MNPSNP@PMOs wurde mit
Hilfe von CellTiter-Blue®-Test untersucht. Hierbei wird der Farbstoff Resazurin von
lebenden Zellen mittels Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) iiber die Atmungskette
in den Fluoreszenzfarbstoff Resofurin umgesetzt.

Die  Probenprdaparation und Analyse der Zellviabilitit ~wurde von
Dr. Karen Fabienne Wilhemine Besecke durchgefiihrt. Dafiir wurden analog zu den
Zellaufnahmeuntersuchungen HGF-Zellen mit dem gleichen Verfahren fiir die Zellaussaat
eingesetzt (siehe Kapitel 4.2). Die Zellen wurden von der Arbeitsgruppe Stiesch der Klinik
fiir Zahnarztliche Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde der Medizinischen
Hochschule Hannover zur Verfiigung gestellt. Fiir die Praparation wurden die Zellen mit
einer Dichte von 1.5 x 10* Zellen cm™ in einer 96-Well-Platte (4.5 x 10° Zellen in 0.3 cm?,
200 pL Medium) ausgesét. 24 h nach der Aussaat wurden 120 uL Medium entnommen.
Anschliefend wurden 20 puL der jeweiligen RITC-modifizierten Partikeldispersion
(500 pg mL™) aus Kapitel 4.2 zu den restlichen 80 uL des Zellmediums zugegeben, um eine
finale Massenkonzentration von 100 pg mL™ zu erhalten. Zudem wurden 10 uL der
jeweiligen RITC-modifizierten Partikeldispersion (500 ug mL™) zu 90 pL des Zellmediums
in einem weiteren Well zugegeben, um eine finale Massenkonzentration von 50 ug mL™ zu
erzielen. Als Kontrolle wurden 20 puL des Inkubationsmediums ohne Nanopartikel zu den

Zellen in weitere Wells gegeben. Die Evaluation erfolgte hierbei als Dreifachbestimmung.
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Nach 24 h des Inkubationsbeginns wurde das Zellmedium gewechselt. Fiir den CellTiter-
Blue®-Test wurde das Medium oberhalb der Zellen vier Tage nach der Inkubation
entnommen. Anschlieffend wurden 100 uL eines Gemisches aus 1.67 mL CellTiter-Blue®-
Reagenzes (CTB, Promega) und 8.33 mL Medium (DMEM + FBS + Pen/Strep) jedem Well
zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 4 h bei 37 °C in einem Inkubationsschrank. Die
quantitative Bestimmung der umgesetzten Farbstoffmengen und somit die Zellviabilitat

wurde mit Hilfe eines Multiplattenreaders analysiert (siehe Kapitel 3.12).

4.4 Beladung der magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel mit

Enrofloxacin

Fiir die Untersuchungen zur Eignung der unmodifizierten und modifizierten MNPSNPs
und MNPSNP@PMOs als Wirkstofffreisetzung-Systeme fiir das ID-MDT-Prinzip wurde
Enrofloxacin (EFX) als Modelmolekiil verwendet. Fiir die MNPSNPs wurden fiir die
Einlagerung des Wirkstoffs EFX-Losungen mit einer Massenkonzentration von 3 mg ml™
und einem pH-Wert von 8.5 eingesetzt. Die MNPSNP@PMOs wurden in einer EFX-Lésung
mit einer Massenkonzentration von 2 mg mL™" und einem pH-Wert von 5.0 beladen. 120 mg
der jeweiligen Partikel wurden zundchst in 17.9 mL der EFX-LOosung mit einem
Ultraschallbad in einem Schraubdeckelglas dispergiert, anschliefend unter Riithren bei
500 rpm auf 37 °C erhitzt und unter Lichtausschluss fiir 24 h bei 500 rpm geriihrt. Nach
Zentrifugation erfolgte ein Waschschritt mit Wasser sowie die Trocknung im Vakuumofen
unter Lichtausschluss und bei Raumtemperatur. Die Enrofloxacin beladenen MNPSNPs
haben in der Probenbezeichnung die Endung ,-EFX”. Fiir die Referenzproben wurde

jeweils eine Partikelprobe unter gleichen Bedingungen ohne Enrofloxacin behandelt.

4.4.1 Umbhiillung der mit Enrofloxacin beladenen magnetischen nanopordsen

Silica-Nanopartikel mit Lipid

Die Umhiillung von Enrofloxacin beladenen RITC-modifizierten MNPSNPs mit dem
Lipid 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) erfolgte nach einer modifizierten
Vorschrift von Caudaetal..”” Die Syntheseroute fiir die RITC-Modifizierung der
MNPSNPs, die Beladung mit Enrofloxacin sowie die Umhiillung mit DOPC ist in
Abbildung 4.8 dargestellt.

80



Experimenteller Teil

ek RITC-APTMS, o

A Ethanol, 50 °C [ o ]
{ ® | D ———
\ ‘ .. \“
& e84
MNPSNPs MNPSNP@RITC
EFX, 37 °C,
24 h
DOPC, w7y Y
Ethanol, H,O Leies m(
— o F OH
.o O O

® Enrofloxacin (EFX)

MNPSNP@RITC-EFX@DOPC MNPSNP@RITC-EFX

Abbildung 4.8: Schema zur Modifizierung der MNPSNPS mit dem organischen Fluorophor RITC und
anschlieffender Beladung mit dem Wirkstoff Enrofloxacin sowie Umbhiillung mit dem Lipid DOPC.

Hierzu wurden zundchst 17.5 mg DOPC in einer Mischung aus Ethanol und Wasser
(Vewon : Vi0 =40 : 60) mit einem Ultraschallbad dispergiert. Anschliefend wurden 70 mg
der Enrofloxacin beladenen RITC-modifizierten MNPSNPs zugeben und ebenfalls mittels
Ultraschallbad dispergiert. Fiir die Bildung der Liposom-Hiille um die MNPSNPs wurden
49 mL Wasser zugegeben. Nach erneuter Behandlung im Ultraschallbad wurden die
Partikel zentrifugiert, einmal mit Wasser gewaschen und anschliefiend gefriergetrocknet.
Hierzu wurden die Partikel in einem Zentrifugenrohrchen in 1 mL Wasser aufgenommen,
und mit Hilfe von fliissigem Stickstoff eingefroren. Anschliefiend erfolgte die Trocknung
der gefrorenen Partikel im Vakuumschrank bei Raumtemperatur. Die Enrofloxacin
beladenen RITC-modifizierten MNPSNPs mit DOPC-Umbhiillung haben im Folgenden die
Bezeichnung MNPSNP@RITC-EFX@DOPC. Fiir die Referenzprobe wurde eine

Partikelprobe ohne Enrofloxacin unter gleichen Bedingungen behandelt.

4.5 Freisetzungsuntersuchungen

Die Freisetzungsuntersuchungen der EFX-beladenen magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel sowie der Blindproben erfolgten in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS), da

dieses Medium einen physioloigschen pH-Wert von 7.4 besitzt und eine Ionenstarke
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aufweist, welche in vielen biologischen Systemen vorzufinden ist. Fiir die Simulation
korperdhnlicher physiologischer Bedingungen erfolgten die Freisetzungen bei einer
Temperatur von 37°C. Dabei wurde fiir jede Probe eine Dreifachbestimmung
durchgefiihrt. Die experimentelle Durchfithrung ist schematisch in Abbildung 4.9
dargestellt.

Frisches PBS

Zentrifugation .
PBS, 37 °C nach x h go " s Wiederholung
— ° °

Transfer des

Uberstandes > HPLC

5 mg EFX-beladene NPs
in 2 mL PBS

Abbildung 4.9: Schema der Freisetzungsuntersuchungen mit EFX-beladenen magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikeln.

5 mg der jeweiligen Partikel wurden in 2 mL PBS in Polypropylen-Rohrchen mit Hilfe
eines Vortexers kurz dispergiert und anschlieffend in einen 37 °C temperierten Ofen
gestellt. Nach bestimmten Zeitabstinden wurden die Partikel zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und 2mL frisches PBS zugegeben. Bis zum Ende der
Freisetzungsuntersuchungen = wurde  dieser = Schritt = wiederholt.  Fiir  die
Freisetzungsuntersuchungen des Partikelsystems MNPSNP@RITC-EFX@DOPC wurde
nach 2h eine PBS-Losung mit 25% Triton X-100 bis zum Ende der
Freisetzungsuntersuchung zugegeben. Die Uberstinde wurden  mittels

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (siehe Kapitel 3.10) analysiert.

4.6 Magnetische Kern-Schale-Nanopartikel mit hydrophilen Eisenoxid-

Kernen

In diesem Abschnitt werden die Synthesen von magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikeln mit hydrophilen Citrat-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln als
Kernmaterial beschrieben. Diese Partikelsysteme dienen als Wirkstofftrager fiir
magnetisches Wirkstoff-Targeting mit gezielter Freisetzung iiber Hyperthermie. Neben der
Synthese des Kern- und des Schalenmaterials wird die Ausstattung der magnetischen

Silica-Systeme mit dem organischen Fluorophor FITC beschrieben.
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4.6.1 Synthese von hydrophilen Eisenoxid-Nanopartikeln

Die Synthese von hydrophilen Citrat-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln
(FesOs NPs) als Kernmaterial fiir die magnetischen Silica-Partikel (MSPs) erfolgte nach
einer modifizierten Vorschrift von Ullah et al..””! In einem Dreihalskolben wurden zu
Beginn 50 mL Wasser und 50 mL Ethanol vermischt. Die Losung wurde fiir 15 min unter
Rithren bei 500 rpm mit Stickstoff gespiilt. Anschliefend wurden 0.71 g Eisen(IIl)-
acetylacetonat zugegeben und fiir weitere 1.5h unter Riihren bei 500 rpm Stickstoff
eingeleitet. Danach wurden 0.76 g Natriumborhydrid der Mischung zugegfiigt, was zu
einer sofortigen Schwarzfarbung fiihrte. Das schwarze Prazipitat wurde weitere 1.5 h unter
Stickstoffstrom geriihrt und anschlieffend mit einem Magneten des Typs Dynamag 15 der
Firma Life Technologies magnetisch abgetrennt. Die Partikel wurden viermal mit Wasser
gewaschen. Zur Stabilisierung wurden die hergestellten Eisenoxid-Nanopartikel in einem
Schraubdeckelglas in 40mL einer Trinatriumcitrat-Losung (0.5M) mit einem
Ultraschallbad dispergiert. Anschliefend wurden die Partikel fiir 20 h bei 60 °C und
500 rpm geriihrt. Nach dem Abkiithlen wurden die Partikel magnetisch getrennt und
einmal mit Wasser und einmal mit Ethanol gewaschen. Die hydrophilen FesOs NPs wurden

in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet.

4.6.2 Synthese von magnetischen Silica-Partikeln

Die Synthese der magnetischen Silica-Partikel (MSPs) unter Einsatz von Ammoniak als
Base erfolgte nach einer Vorschrift von Zhang et al..'® Hierzu wurden 36 mg der Citrat-
stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel (Kapitel 4.6.1) in 246 mL Wasser und 120 mL Ethanol
in einem Dreihalkolben mit einem Ultraschallbad dispergiert. AnschliefSend wurden unter
Rithren bei 500 rpm 0.5g CTAB, 3mL Ammoniumhydroxid-Losung (25 wt%) und
tropfenweise 3 mL TEOS zugegeben. Das Gemisch wurde 17 h bei Raumtemperatur
geriihrt, danach zentrifugiert und dreimal mit Ethanol gewaschen. Die Partikel wurden in
einem Vakuumschrank bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Entfernung des CTAB

wurden die MSPs bei 550 °C fiir 5 h und einer Heizrate von 1 °C min calciniert.

4.6.3 Simultane Synthese und Modifizierung der magnetischen Silica-Partikel

Die simultane Synthese und Modifizierung von magnetischen Silica-Partikeln mit

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) erfolgte nach einer Synthesevorschrift von Ullah et al..l””]
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Die Herstellung von FITC-APTMS fiir die Anbindung des Fluorophors an die Silica-Matrix
erfolgte nach der Synthesevorschrift in Kapitel 4.1.6.1

Fir die Synthese der modifizierten magnetischen Silica-Partikel wurden 36 mg der
Citrat-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel (Kapitel 4.6.1) in 246 mL Wasser und 120 mL
Ethanol in einem Dreihalskolben mit einem Ultraschallbad dispergiert. Anschlieflend
wurden unter Rithren bei 500 rpm 0.5g CTAB, 3mL Ammoniumhydroxid-Losung
(25 wt%) und tropfenweise 226yl FITC-APTMS sowie 3mL TEOS zugegeben. Das
Gemisch wurde 17 h bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss geriihrt, danach
zentrifugiert und dreimal mit Ethanol gewaschen. Die Entfernung des CTABs erfolgte mit
Hilfe einer Ionenaustausch-Methode.?"l Hierfiir wurden die Partikel in einem Gemisch aus
50 mL Ethanol und 0.3 g NHiNOs bei 60 °C fiir 1.5h unter Riickfluss geriihrt. Nach
Abkiihlen und Zentrifugation wurde der Ionenaustausch zweimal wiederholt. Die Kern-
Schale-Partikel wurden dreimal mit Ethanol gewaschen und schliefillich in einem
Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Die Partikel nach simultaner Synthese und

Modifizierung mit FITC haben die Probenbezeichnung MSP@FITC.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Entwicklung geeigneter magnetischer
Kern-Schale-Systeme fiir eine zielgerichtetere Wirkstoffanlieferung vorgestellt und
diskutiert. Im ersten Teil werden hierbei die magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel mit
hydrophoben Eisenoxid-Kernen behandelt, welche fiir das Implantat-dirigierte
magnetische Wirkstoff-Targeting (ID-MDT) eingesetzt werden. Im zweiten Part dieses
Kapitels werden die Ergebnisse der Einlagerung und Freisetzung des Wirkstoffes
Enrofloxacin aus den unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln
beschrieben. Fiir die Begutachtung der Eignung als Wirkstofffreisetzungssysteme liegt
dabei auch ein Augenmerk auf die unterschiedlichen Modifizierungen und die damit
verbundenen Freisetzungsprofile. Der dritte und letzte Part dieses Kapitels beinhaltet die
Ergebnisse und Diskussionen der magnetischen Kern-Schale-Partikel mit hydrophilen

Eisenoxid-Kernen, die fiir das magnetische Wirkstoff-Targeting (MDT) eingesetzt werden.

5.1 Magnetische Kern-Schale-Nanopartikel mit hydrophoben Eisenoxid-

Kernen

Zuniachst werden die FEigenschaften der magnetischen hydrophoben Olséaure-
stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel (FesOs NPs) beschrieben. Im nachsten Schritt werden
die magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) vorgestellt, welche als
Wirkstofffreisetzungssysteme fiir das ID-MDT fungieren. Zudem werden unterschiedliche
Funktionalisierungen der Kern-Schale-Systeme beschrieben, welche die
Multifunktionalitdt der Partikel erhchen. Durch Variation der Syntheseparamater wird
eine Grofienkontrolle sowie eine Variation des Porensystems der MNPSNPs erzielt.
Dariiber hinaus ist durch Verwendung von Organosilanen ein weiteres magnetisches
Wirkstofftragersystem in Form von MNPSNPs mit einer weiteren Schale aus periodisch
mesopordsem Organosilica (PMO) zuganglich. Die unterschiedlichen
Partikeleigenschaften sowie der damit verbundende Einfluss auf die Fluoreszenz der
Fluorophor-modifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel werden abschliefiend

in diesem Kapitel diskutiert.
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5.1.1 Charakterisierung der hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel

Fiir die magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel fiir das Implantat-dirigierte
magnetische Wirkstoff-Targeting wurden hydrophobe Olséure-stabilisierte FesO: NPs
nach einer modifizierten Synthese von Haynes etal. als magnetisches Kernmaterial
eingesetzt.[®?l In Abbildung 5.1 sind TEM-Aufnahmen sowie die Partikelgrofienverteilung
der FesOs NPs dargestellt.

Abbildung5.1:  TEM-Aufnahmen  der  hydrophoben  Olsiure-stabilisierten ~ FesO:NPs  mit
Partikelgrofienverteilung. Nach [521.

Die Nanopartikel weisen eine mittlere Partikelgrofie von 10 +2 nm auf und erfiillen
somit Grundvoraussetzungen fiir superparamagnetische Eigenschaften.®2 Die
Partikelgrofse sollte hierbei unter 30 nm sein, da der Superparamagnetismus sonst nicht
mehr vorliegt und das Eisenoxid mit folglich ferrimagnetischen Eigenschaften eine
unerwiinschte Remanenz nach Anlegen eines externen magnetischen Feldes besitzt,
wodurch das Risiko von Partikelaggregation zunimmt. Allerdings sollten die Partikel auch
nicht kleiner als 10nm sein, da ab hier mit abnehmender Grofle auch die
Sattigungsmagnetisierung verringert wird. In Anbetracht der nanopordsen Silica-Schale
um das Kernmaterial wird durch eine geringere Sattigungsmagnetisierung die magnetische
Anziehung und Akkumulierung am magnetisierbaren Implantat erschwert.[13

Neben der transmissionselektronenmikroskopischen Analyse wurde die Partikelgrofse
auch mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) in Heptan untersucht. Abbildung 5.2 zeigt
die zugehorige Grofienverteilung des hydrodynamischen Durchmessers. Der mittlere
hydrodynamische Durchmesser der magnetischen Kerne betrdgt 50 nm. Der grofiere

Partikeldurchmesser basiert hierbei auf der bei dieser Methode mitgemessenen
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Solvatationshiille sowie auf Partikelagglomeration. Die Agglomeration der Kerne wird

durch einen relativ hohen Polydispersitatsindex (PDI) von 0.552 bestatigt.
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Abbildung5.2: Hydrodynamische Partikelgrofenverteilung der hydrophoben Olsaure-stabilisierten
Fes3O4 NPs mittels DLS.

Zur Stabilisierung der FesOs NPs und Pravention einer Oxidation von Magnetit (FesOs)
zu Maghemit (y-Fe20s) mit schwécheren magnetischen Eigenschaften wurde Olsaure als
Ligand fiir die magnetischen Kern-Nanopartikel eingesetzt. In Abbildung 5.3 ist das IR-
Spektrum der Olsaure-stabilisierten FesOs NPs dargestellt. Die Zuordnung der Banden zu

den Schwingungen ist in Tabelle 5.1 zusammengefasst.
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Abbildung 5.3: IR-Spektrum der hydrophoben Olsaure-stabilisierten FesOs NPs.
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Tabelle 5.1: Zuordnung der Schwingungsbanden des IR-Spektrums der hydrophoben Olsdure-stabilisierten
Fe3Os NPs.[178,366,367]

Wellenzahl [cm™] Schwingungsart Ursache
3383 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
2922 (C-H)-Valenzschwingung Olsaure
2851 (C-H)-Valenzschwingung Olsaure
1711 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
1528 (C=0)-Valenzschwingung Olsaure
1435 (C=C)-Valenzschwingung Olsaure
586 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid

Die Bande bei 586 cm™ mit der hochsten Intensitiat resultiert aus den (Fe-O)-
Valenzschwingungen. Bei einer Wellenzahl von 1435 cm™ und 1528 cm™ sind die (C=C)-
Valenzschwingungen der Ethylengruppe sowie die (C=O)-Valenzschwingungen der
Carboxylgruppe der Olséaure als Stabilisierungsligand der FesO: NPs detektierbar. Hierbei
ist die Carboxylgruppe der Olsaure an das oberlachliche Eisen der FesOsNPs
angebunden.['78%¢] Die beiden Banden bei einer Wellenzahl von 2851 cm™ und 2922 cm™
entsprechen den asymmetrischen und symmetrischen (C-H)-Valenzschwingungen der
Methylengruppen der Olsiure. Die Schwingungen bei einer Wellenzahl von 1711 cm™
sowie die breite Bande bei 3383 cm™ sind (O-H)-Valenzschwingungen zuzuordnen. Diese
Schwingungen sind durch adsorbiertes Wasser begriindet.

Fiir die weitere Charakterisierung der magnetischen Kerne wurde ein Rontgen-
Pulverdiffraktogramm gemessen, welches in Abbildung 5.4 dargestellt ist. In diesem
Diffraktogramm sind alle charakteristischen Reflexe des Magnetits detektierbar.®2!78l Dabei
liegen verbreiterte Reflexe vor, die durch die nanopartikuldre Grofie begriindet ist. Mit
Hilfe der charakteristischen Reflexverbreiterung der hydrophoben Olséure-stabilisierten
FesOs NPs ist eine Partikelgrofienbestimmung durch Scherrer moglich, welche hier bei dem
intensivsten Reflex bei 20 =35.8 ° (311) durchgefiihrt wurde und eine Partikelgrofie von

15 nm ergab.[3%!
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(311)
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Abbildung 5.4: Réntgen-Pulverdiffraktogramm der hydrophoben Olséure-stabilisierten FesO: NPs. Die
charakteristischen Reflexe des Magnetits entsprechen folgenden 20-Werten: (111):18.7°, (220):30.5°,
(811): 35.8 °, (400): 43.5 °, (422): 53.8 °, (511): 57.4 °, (440): 63.0 °.

Die Menge an Olsiure als Stabilisierungsliganden der FesOsNPs wurde mittels
thermogravimetrischer Analyse ermittelt. Das Thermogramm ist in Abbildung 5.5
dargestellt. Hierbei liegt bis zu einer Temperatur von 120 °C ein Massenverlust von 1.7%
vor, welcher adsorbiertem Losungsmittel wie zum Beispiel Wasser zuzuordnen ist. Bei
einer Temperatur zwischen 120 °C und 700 °C betragt der Massenverlust der magnetischen
Kerne 24.5%, welcher auf die Verbrennung der organischen Olsdure zuriickzufiihren ist.

Nach der Verbrennung haben die magnetischen Kerne eine Restmasse von 73.8%.15?]
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Abbildung 5.5: Thermogravimetrische Analyse der hydrophoben Olsaure-stabilisierten FesOs NPs. Nach 1521,

Ein wichtiger Aspekt fiir die Anwendung der magnetischen Kerne fiir das ID-MDT ist
die Untersuchung der magnetischen Eigenschaften. Zu diesem Zweck wurden die

hydrophoben Olsiure-stabilisierten FesOs NPs mit einem Vibrationsmagnetometer
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analysiert. Die zugehorige Magnetisierungskurve bei Raumtemperatur ist in Abbildung 5.6

dargestellt
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Abbildung 5.6: Magnetisierungskurve der hydrophoben Olsaure-stabilisierten FesOs NPs im Hochfeld bei
Raumtemperatur. Unten rechts ist die Magnetisierungskurve im Niedrigfeld abgebildet. Nach 2.

Basierend auf der gemessenen Magnetisierungskurve weisen die magnetischen Kerne
eine Sattigungsmagnetisierung von 48emug?! aufl®? Die Kurve zeigt hierbei
superparamagnetisches Verhalten ohne Hysterese und folglich ohne Remanenz. Die
fehlende Remanenz ist insbesondere in der Magnetisierungskurve im Niedrigfeld
erkennbar. Fiir die Anwendung der magnetischen Kerne fiir Kern-Schale-Nanopartikel fiir
das ID-MDT ist der Superparamagnetismus eine elementare Eigenschaft, da durch
Abschalten eines externen angelegten Magnetfeldes keine Remanenz vorliegt. Durch die
tehlende Restmagnetisierung ist hierbei das Risiko einer unerwiinschten
Partikelaggregation reduziert.

Neben der  Untersuchung der  magnetischen  FEigenschaften  mittels
Vibrationsmagnetometer wurden zudem die magnetischen Hyperthermie-Eigenschaften
der hydrophoben Olsiure-stabilisierten FesOs NPs analysiert. In Abbildung 5.7 ist die
zugehorige Hyperthermie-Messung der magnetischen Kerne in Wasser im magnetischen
Wechselfeld dargestellt. Hierbei ist durch die superparamagnetischen Eigenschaften in den
ersten 10 Minuten ein starker Temperaturanstieg zu erkennen. Nach 30 Minuten hat sich
ein thermisches Gleichgewicht zwischen den magnetischen Kernen und dem Wasser
eingestellt. Mit einer Probenmenge von 10 mg lag nach 30 Minuten die Maximaltemperatur

im magnetischen Wechselfeld bei 41.0 C mit einem Temperaturanstieg von 15.2 °C.
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Abbildung 5.7: Hyperthermie-Messung der hydrophoben Olsdure-stabilisierten FesOsNPs in Wasser im
magnetischen Wechselfeld.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das gewiinschte Material erfolgreich
synthetisiert werden konnte und dass durch die superparmagnetischen Eigenschaften und
die kleine Partikelgrofe, die hydrophoben Olsaure-stabilisierten FesOs NPs sehr gute
Grundvoraussetzungen fiir den Einsatz als Kernmaterial fiir Kern-Schale-Partikelsysteme

fur das ID-MDT besitzen.

5.1.2 Charakterisierung der unmodifizierten und modifizierten magnetischen

nanoporosen Silica-Nanopartikel

Die zuvor beschriebenen hydrophoben Olsiure-stabilisierten FesOs NPs dienen als
Kernmaterial fiir die magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs). Bevor
die magnetischen Kerne in einer wassrigen Synthese mit einer nanoporosen Silica-Schale
als Tragermaterial fiir Wirkstoffe umhiillt werden konnen, ist aufgrund der Olséure als
Stabililiserungsligand ein Phasentransfer der Kerne notwendig. Nach der Aufnahme der
FesOsNPs in Chloroform wird dieser Phasentransfer durch Behandlung der
Partikelsuspension mit einer wassrigen CTAB-Losung und anschliefSfender Verdampfung
des Chloroforms realisiert. Das verwendete CTAB dient hierbei auch als
strukturdirigierendes Agens fiir die Synthese der nanoporosen Silica-Hiille und wird mit
Hilfe einer Calcination spater wieder entfernt. In Abbildung 5.8 sind TEM-Aufnahmen
sowie die Partikelgrofienverteilung der MNPSNPs nach Calcination dargestellt. Mit den
MNPSNPs liegen gleichformige spharische Kern-Schale-Partikelsysteme mit einer
Partikelgrofse von 112 + 16 nm vor.5? Die dunklen Spots innerhalb der Partikel sind die
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FesO4 NPs, welche als magnetische Kerne dienen. Dariiber hinaus ist zudem die Porositat

der Silica-Matrix zu erkennen, die durch den Einsatz des CTABs gebildet wurde.

60 80 100 120 140
Durchmesser / nm

Abbildung 5.8: TEM-Aufnahmen der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) mit
Partikelgrofienverteilung. Nach [52I,

Die Morphologie und Partikelgrofie der sphdrischen MNPSNPs wird neben den
transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen auch anhand der

Rasterelektronenmikroskopie in Abbildung 5.9 bestatigt.

Abbildung 5.9: REM-Aufnahmen der magnetischen nanoporosen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs).

Fiir den Einsatz der MNPSNPs fiir das ID-MDT in vivo ist die Partikelgrofie ein
essenzieller Faktor. Dabei sind fiir den Einsatz in biomedizinischen Anwendungen
Partikelgrofsen von 10 — 100 nm bevorzugt. Bei Partikelgrofsen unter 10 nm besteht das
Risiko einer raschen und vorzeitigen Aufnahme und Abbau der Wirkstofftrager iiber die
Niere. Dagegen konnen bei Partikelgrofsen > 200 nm Aufnahmen der MNPSNPs {iber das
retikuloendotheliale System (RES) erfolgen. Dadurch werden die Partikel in der Leber und
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der Milz akkumuliert, bevor die Wirkstoffe tiberhaupt zum Infektionsort geliefert werden
konnen, was ein erfolgreiches ID-MDT erschwert.*®! Die Partikel in der vorliegenden
Grofie von 112 + 16 nm eignen sich also ideal fiir die beabsichtigte Anwendung.

Neben den elektronenmikroskopischen Analysen wurde die Partikelgrofse und deren
Verteilung auch mittels DLS in Wasser analysiert. Die zugehorige Partikelgrofienverteilung
mit einem mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 191 + 12 nm bei einem PDI-Wert
von 0.346 ist in Abbildung 5.10 dargestellt. Die hohere Partikelgrofse ist hier durch die
Hydratationshiille im wassrigen Medium begriindet. Neben der DLS wurde dariiberhinaus
auch das Zeta-Potential mit einem hohem negativem Potential von -33.6 +1.4 mV in
Wasser bestimmt.52l Dieses Zeta-Potential deutet hierbei auf stabile Dispersionen
(< =30 mV) hin, die durch abstoflende Wechselwirkungen der negativen Silanol-Gruppen
auf der Oberflaiche der MNPSNPs begriindet sind.
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Abbildung 5.10: Hydrodynamische PartikelgrofSenverteilung der magnetischen nanopordsen Silica-
Nanopartikel (MNPSNPs) mittels DLS. Nach 52,

Zur Charakterisierung der Zusammensetzung der MNPSNPs vor und nach der Calcination
wurden IR-Spektren aufgenommen, die in Abbildung 5.11 dargestellt sind. Die zugehorige
Zuordnung der Banden zu den Schwingungen ist in Tabelle 5.2 zusammengefasst. In dem
Spektrum der MNPSNPs vor Calcination befinden sich aufgrund des CTABs zusétzliche
Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von 2922 cm™ und 2853 cm™!
sowie der (C-H)-Deformationsschwingungen bei einer Wellenzahl von 1489 cm™. Nach der
Calcination sind diese Schwingungen nicht mehr vorhanden, was auf eine erfolgreiche
Entfernung des CTABs hindeutet. Bei beiden Spektren sind intensive asymmetrische

(5i-O-Si)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von 1090 cm™ detektierbar. Zudem
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liegen bei Wellenzahlen von 964 cm™, 802 cm™ und 463 cm™ weitere charakteristische
(5i-OH)-Deformationsschwingungen, = symmetrische (Si-O-Si)-Valenzschwingungen
sowie auch (Si—-O-Si)-Deformationsschwingungen vor. Die ausgepragtere breite Bande im
Bereich von 3445 cm™ und die Bande bei 1636 cm™ resultieren aufgrund von (O-H)-
Valenzschwingungen und (O-H)-Deformationsschwingungen durch adsorbiertes Wasser
auf der hydrophilen Silica-Oberflache. Zudem sind bei bei einer Wellenzahl von 571 cm™

die (Fe-O)-Valenzschwingungen der magnetischen Kerne zu erkennen.
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Abbildung 5.11: IR-Spektrum der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs). Rot: Vor
Calcination. Schwarz: Nach Calcination.

Tabelle 5.2: Zuordnung der Schwingungsbanden der IR-Spektren der magnetischen nanopordsen Silica-
Nanopartikel (MNPSNPs) vor und nach Calcination (Wellenzahl [cm™]).[178180,366367,3701

vor Calcination nach Calcination Schwingungsart Ursache
3387 3445 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
2922 - (C-H)-Valenzschwingung CTAB
2853 - (C-H)-Valenzschwingung CTAB
1640 1636 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
1489 - (C-H)-Deformationsschwingung CTAB
1074 1090 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
961 964 (5i-OH)-Valenzschwingung Silica
795 802 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
583 571 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
455 463 (5i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica
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Neben der infrarotspektroskopischen Analyse wurde die Zusammensetzung der
MNPSNPs auch mit Hilfe der Rontgen-Pulverdiffraktometrie analysiert. Das zugehorige
Diffraktogramm ist in Abbildung 5.12 abgebildet. Wie bei den hydrophoben Olséure-
stabilisierten FesOs NPs liegen bei den MNPSNPs die charakteristischen Reflexe des
Magnetits vor. Diese Reflexe weisen auch hier eine Reflexverbreiterung auf, die aus der
nanopartikularen Grofle der Kerne resultiert.21781 Allerdings ist eine deutliche
Intensitatsabnahme zu erkennen, die durch den geringeren Anteil der FesOs NPs begriindet
ist. Neben den Reflexen der Kerne ist zudem ein breiter Reflex bei 26 =23 ° vorhanden,
welcher dem amorphen Silica zuzuordnen ist.®?l Sowohl die IR- als auch die XRD-

Ergebnisse belegen also die erfolgreiche Umhiillung der Magnetit-Kerne mit Silica.

Intensitét / a.u.

Abbildung 5.12: Rontgen-Pulverdiffraktogramm der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel
(MNPSNPs). Die charakteristischen Reflexe des Magnetits der magnetischen Kerne entsprechen folgenden 26-
Werten: (111): 18.7 °, (220): 30.3 ©, (311): 35.8 °, (400): 43.5 °, (422): 53.8 °, (511): 57.4 °, (440): 63.0 °. Der breite
Reflex bei 20 =23 ist dem amorphen Silica als Schalenmaterial der MNPSNPs zuzuordnen.

Fiir die MNPSNPs ist in Anbetracht einer Anwendung als Wirkstofftragersystem fiir das
ID-MDT die Porositét ein wichtiges Kriterium. Die Porositdt wurde hierbei mit Hilfe der
Physisorption unter Verwendung von Stickstoff als Adsorptiv analysiert. In
Abbildung 5.13 ist die Stickstoff-Physisorptionsisotherme mit Adsorption und Desorption
sowie die Porenweitenverteilung der MNPSNPs dargestellt. Hierbei liegt eine Typ IV-
Isotherme nach IUPAC vor, welche charakteristisch fiir mesopordse Systeme ist.?’® Die
Isotherme Dbesitzt eine sehr schwach ausgepragte Hysterese, welche durch
Porenkondensation begriindet ist, bei der das Adsorptiv in den Poren zu einer Fliissigkeit
kondensiert. Die MNPSNPs weisen eine hohe Porositdt mit einer BET-Oberflache von

1080 m? g! auf. Die hohe spezifische Oberflache ist durch das Porensystem zu erklaren,
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welche mit Hilfe des CTABs als strukturdirigierendes Agens bei der Silica-Synthese
gebildet wurde. Anhand des Beginns des Isothermenverlaufs ab ca. 200 cm?® g! kann ein
geringer Anteil von Mikroporen vermutet werden, welche allerdings mit der Stickstoff-
Physisorption nicht ermittelt werden konnen. Die Isotherme ist hierbei bis zu einem
Relativdruck von p/po=0.97 dargestellt, da der folgende Anstieg der Isotherme durch
Kondensation in interpartikuldren Zwischenrdaumen begriindet ist. Das Porenvolumen,
welches folglich bis zu diesem Relativdruck bestimmt wurde, hatte einen Wert von
1.0 cm3 g-1. Mithilfe der DFT-Methode wurde ein mittlerer Porendurchmesser von 3.9 nm

bestimmt, welcher charakteristisch fiir mesopordre Systeme ist.[5%2151
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Abbildung 5.13: Stickstoff-Physisorptionsisotherme mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) (A)
(nach P2l) und Porenweitenverteilung (B) der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs).

Zur weiteren Charakterisierung der MNPSNPs wurden die magnetischen Eigenschaften
analog zu den magnetischen Kernen mit einem Vibrationsmagnetometer analysiert. Die
zugehorige Magnetisierungskurve ist in Abbildung 5.14 abgebildet. Die Kern-Schale-
Nanopartikel weisen eine Sittigungsmagnetisierung von 1 emu g auf.52! Verglichen mit
den hydrophoben Olsdure-stabilisierten FesO: NPs mit 48 emu g! ist die Magnetisierung
deutlich verringert, was durch die geringere Menge an magnetischem Material in den
MNPSNPs mit der Silica-Schale begriindet ist. Anhand der gemessenen Magnetisierung an
den magnetischen Kernen und den MNPSNPs kann der Massenanteil an magnetischem
Material in den Kern-Schale-Systemen berechnet werden. Hierbei weisen die MNPSNPs
einen Massenanteil an magnetischem Material von 2% auf. Wie bei den FesOsNPs ist

anhand der Magnetisierungskurven im Hochfeld und Tieffeld der MNPSNPs keine
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Hysterese zu erkennen. Somit zeigen die Kern-Schale-Systeme ebenfalls
superparamagnetisches Verhalten ohne eine Remanenz nach Entfernung eines externen
angelegten Magnetfeldes. Das Risiko einer unerwiinschten Partikelaggregation ist durch

die fehlende Restmagnetisierung folglich reduziert.
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Abbildung 5.14: Magnetisierungskurve der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) im
Hochfeld bei Raumtemperatur. Unten rechts ist die Magnetisierungskurve im Niedrigfeld abgebildet. Nach 521,

Die magnetische Hyperthermie der MNPSNPs wurden analog zu den hydrophoben
Olsaure-stabilisierten FesOs NPs untersucht und miteinander verglichen. Die zugehérigen
Hyperthermie-Kurven sind in Abbildung 5.15 dargestellt. Wie bei den magnetischen Kern-
Nanopartikeln zeigen auch die MNPSNPs aufgrund der superparamagnetischen
Eigenschaften in den ersten 10 Minuten einen deutlichen Temperaturanstieg. Auch hier hat
sich nach 30 Minuten ein thermisches Gleichgewicht zwischen den MNPSNPs und dem
Wasser eingestellt. Die Maximaltemperatur mit einer Probenmenge von 10 mg betrug im
magnetischen Wechselfeld 33.6 °C mit einem Temperaturanstieg von 6.9 °C. Im Vergleich
zu den reinen magnetischen Kernen mit einem Temperaturanstieg von 15.2 °C und einer
Maximaltemperatur von 41.0 °C ist das Hyperthermie-Verhalten deutlich schwécher. Die
schwécheren Hyperthermie-Eigenschaften sind durch den deutlich geringeren Anteil an
magnetischem Material in den Kern-Schale-Systemen begriindet, welcher anhand der
zuvor beschriebenen VSM-Analysen mit einem Massenanteil von 2% bestimmt wurde. Ein
weiterer Grund fiir die schwacheren Hyperthermie-Eigenschaften liegt in der Silica-Schale
der MNPSNPs, welche im magnetischen Wechselfeld inaktiv ist und somit keinen Beitrag

zur Hyperthermie tragt. Darliberhinaus kann die Silica-Matrix einen isolierenden Effekt
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beziiglich der Warmeiibertragung in dem wassrigen Medium haben, welche somit die
Hyperthermie-Eigenschaften zusitzlich einschrankt. Verglichen mit den magnetischen
Kern-Nanopartikeln besitzen die FesO: NPs mit der Olsdure als Stabilisierungsliganden
eine sehr diinne magnetisch passive Schale. Dennoch zeigen auch die MNPSNPs mit einer
Partikelgrofie von ca. 110nm und der nanopordsen Silica-Schale ein deutliches

Hyperthermie-Verhalten im magnetischen Wechselfeld.
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Abbildung 5.15: Hyperthermie-Messung der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) in
Wasser im magnetischen Wechselfeld (A) und Vergleich der MNPSNPs (schwarz) mit den hydrophoben
Olsiure-stabilisierten FesOs NPs (blau) (B).

Zusammenfassend konnten basierend auf den hydrophoben Olsiure-stabilisierten
FesOsNPs mit den MNPSNPs monodisperse sphérische Kern-Schale-Systeme mit
Partikelgrofsen von ca. 110 nm und einer hoch pordsen Silica-Matrix fiir potenzielle
Wirkstoffeinlagerung und Freisetzung erfolgreich hergestellt werden. Diese Kern-Schale-
Systeme besitzen superparamagnetische Eigenschaften ohne eine Remanenz und erzeugen
in einem magnetischen Wechselfeld magnetische Hyperthermie. Somit weisen diese Kern-
Schale-Systeme sehr gute Grundvoraussetzungen fiir den Einsatz fiir das ID-MDT-Prinzip
zur effektiven Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen auf.

Der nédchste Schritt in der Weiterentwicklung der MNPSNPs bestand in der
Funktionalisierung der Kern-Schale-Systeme zur Erhohung der Mulifunktionalitat und
Biokompatibilitdt. Ein wichtiger Aspekt war hierbei die Austattung der MNPSNPs mit
fluoreszierenden Eigenschaften fiir eine Detektion der Partikel in in vitro- und in vivo-
Untersuchungen. Zu diesem Zweck wurde Fluoresceinisothiocyanat (FITC) als organisches

Fluorophor an die Matrix der Silica-Schale der MNPSNPs funktionalisiert. Dieses griin-
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fluoreszierende organische Molekiil wurde zuvor mit einer Co-Kondensations-Reaktion
mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan zu dem Thioharnstoff FITC-APTMS umgesetzt. In
Abbildung 5.16 sind TEM-Aufnahmen sowie die Partikelgrofienverteilung der
modifizierten Kern-Schale-Partikel MNPSNP@FITC dargestellt.
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Abbildung 5.16: TEM-Aufnahmen der modifizierten MNPSNP@FITC mit Partikelgrofenverteilung.

Nach der Funktionalisierung mit FITC liegen weiterhin spharische Kern-Schale-
Partikelsysteme vor, in denen die magnetischen Kerne sowie die Porositat deutlich zu
erkennen sind. Die Aufnahmen verdeutlichen, dass die Funktionalisierung keinen Einfluss
auf die Morphologie und Porositat hat. Die Partikel weisen einen Durchmesser von
116 + 9 nm auf.

Die Partikelgrofse und -verteilung der funktionalisierten MNPSNPs wurde auch mittels
DLS in Wasser bestimmt. Die Partikelgrofie mit einem mittleren hydrodynamischen
Durchmesser von 213 + 13 nm bei einem PDI-Wert von 0.699 ist in Abbildung 5.17 mit
Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs dargestellt. Verglichen mit dem mittleren
hydrodynamischen Durchmesser der unmodifizierten MNPSNPs von 191 + 12 nm liegt bei
den modifizierten MNPSNP@FITC eine Vergrofierung des Durchmesser vor, welche durch
die Anbindung des organischen FITC an die Silica-Oberflache begriindet sein kann. Durch
die Analyse des Zeta-Potentials der funktionalisierten Nanopartikel in Wasser wurde eine
Oberlachenladung von —28.9 + 0.6 mV ermittelt. Damit liegt ein schwacheres Zeta-Potential
verglichen mit den unmodifizierten MNPSNPs und einem Potential von -33.6 + 1.4 mV vor,
was auf eine leichtere Agglomeration der Partikel hindeutet und den damit verbundenen
hoheren Durchmesser erkldren konnte. Die Neigung zur Partikelagglomeration der

MNPSNP@FITC ist auch anhand der Partikelgroflenverteilung bei hdoheren
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hydrodynamischen Durchmesser ab ca. 700 nm zu erkennen. Auch der hohere PDI-Wert

deutet auf eine stirkere Partikelagglomeration verglichen zu den unmodifizierten

MNPSNPs mit einem PDI-Wert von 0.346 hin.
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Abbildung 5.17: Hydrodynamische PartikelgroSenverteilungen der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz)
(nach ) und der modifizierten MNPSNP@FITC (griin) mittels DLS.

Mit Hilfe der infrarotspektroskopischen Analyse wurden die MNPSNPs vor und nach
der Funktionalisierung untersucht. Die zugehorigen IR-Spektren sind in Abbildung 5.18
dargestellt. Die Zuordnung der Banden zu den Schwingungen ist in Tabelle 5.3 aufgefiihrt.
Bei beiden Spektren sind intensive asymmetrische (Si-O-Si)-Valenzschwingungen bei
einer Wellenzahl von 1090 cm™ bzw. 1084 cm™ zu erkennen. Bei Wellenzahlen von
963 cm™, 800cm? wund 461lcm? liegen weitere charakteristische (S5i—-OH)-
Deformationsschwingungen, symmetrische (Si-O-S5i)-Valenzschwingungen sowie auch
(5i-O-Si)-Deformationsschwingungen vor. Zudem sind bei beiden Spektren bei einer
Wellenzahl von 571 cm™ bzw. 584 cm™ die (Fe-O)-Valenzschwingungen der magnetischen
Kerne detektierbar. Die breite Bande im Bereich von 3443 cm™' bzw 3424 cm™ und die Bande
bei 1636 cm™ bzw. 1630 cm™ sind durch (O-H)-Valenzschwingungen sowie (O-H)-
Deformationsschwingungen durch adsorbiertes Wasser begriindet. Diese Banden sind
verglichen zu den unmodifizierten Partikel weniger stark ausgeprdgt, was auf die
Anbindung des hydrophoben FITC zuriickzufiihren ist. In dem Spektrum von
MNPSNP@FITC befinden sich im Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs zudem
zusatzliche Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von 2984 cm™!
und 2909 cm™ sowie der (C-H)-Deformationsschwingungen bei einer Wellenzahl von

1396 cm™, welche auf eine erfolgreiche Funktionalisierung mit FITC hindeuten.
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Abbildung 5.18: IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) (nach ©2) und der modifizierten

MNPSNP@FITC (griin).

Tabelle 5.3: Zuordnung der Schwingungsbanden der IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs und der
modifizierten MNPSNP@FITC (Wellenzahl [cm™]).[178/180,366367,370]

MNPSNP MNPSNP@FITC Schwingungsart Ursache
3443 3424 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
- 2984 (C-H)-Valenzschwingung FITC
- 2909 (C-H)-Valenzschwingung FITC
1636 1630 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
- 1396 (C-H)-Deformationsschwingung FITC

1090 1084 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
964 963 (5i-OH)-Valenzschwingung Silica
802 800 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
571 584 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
463 461 (5i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Der Einfluss der Funktionalisierung mit dem FITC auf die Porositit wurde mittels

Physisorption analysiert. In Abbildung 5.19 sind die Stickstoff-Physisorptionsisothermen

mit Adsorption und Desorption sowie die normierte Porenweitenverteilungen der

unmodifizierten MNPSNPs im Vergleich zu den modifizierten MNPSNP@FITC dargestellt.

Auch bei den modifizierten Partikeln liegt eine Typ IV-Isotherme nach IUPAC vor.?" Die

BET-Oberflache betragt 920 m2g?' und ist damit kleiner als die Oberfliche der

unmodifizierten MNPSNPs mit 1080 m? g!. Das Porenvolumen hat einen Wert von
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0.8 cm?® g und wurde bei einem Relativdruck von p/po = 0.95 bestimmt. Verglichen mit den
unmodifizierten MNPSNPs mit einem Porenvolumen von 1.0 cm?® g ist das Porenvolumen
von MNPSNP@FITC ebenfalls kleiner. Mittels DFT-Methode wurde bei den FITC-
funktionalisierten Kern-Schale-Partikeln eine mittlere Porengrofie von 3.8 nm bestimmt,
welche wie bei den unmodifizierten MNPSNPs mit einer mittleren Porengrofie von 3.9 nm
charakteristisch fiir mesoporose Systeme ist. Der geringe Verlust der Porositat, welcher
anhand der BET-Oberflache, dem Porenvolumen und dem mittleren Porendurchmesser
von MNPSNP@FITC ermittelt wurde, ist auf die kovalente Anbindung des organischen
Fluorophors im Porensystem des Silicas zuriickzufithren. Dennoch zeigen die
funktionalisierten MNPSNP@FITC immer noch eine sehr hohe Porositit und somit sehr

gute Grundvoraussetzungen fiir die Einlagerung und Freisetzung von Wirkstoffen.
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Abbildung 5.19: Stickstoff-Physisorptionsisothermen mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) (A)
(nach B2) und normierte Porenweitenverteilungen (B) der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) und der
modifizierten MNPSNP@FITC (griin).

Mit Hilfe der thermogravimetrischen Analyse wurde die Menge des organischen
Fluorophors FITC auf den funktionalisierten MNPSNP@FITC quantifiziert. Das zugehorige
Thermogram ist mit Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs in Abbildung 5.20
gezeigt. Bis zu einer Temperatur von 120 °C betragt bei den modifzierten Kern-Schale-
Nanopartikeln der Massenverlust 1.7%, welcher durch adsorbiertes Wasser resultiert.
Zwischen einem Temperaturbereich von 120 °C und 700 °C liegt bei MNPSNP@FITC ein
Massenverlust von 6.3% vor, welcher auf die Verbrennung des organischen Fluorophors

zuriickzufiihren ist. Dagegen weisen die unmodifizierten Partikel bis zu einer Temperatur
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von 120 °C einen Massenverlust von 4.2% auf, welcher auf adsorbiertes Wasser basiert. Im
Temperaturbereich zwischen 120 °C und 700 °C liegt ein Massenverlust von 1.8% vor.
Dieser Massenverlust ist durch Dehydroxylieren der Silica-Oberflache begriindet. Der
geringere Wasseranteil der modifizierten Partikel ist durch die Anbindung des

hydrophoben Fluorophors begriindet, welches die Wasseradsorption verringert.
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Abbildung 5.20: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) (nach ©?) und der
modifizierten MNPSNP@FITC (griin).

Die  Fluoreszenz  der  modifizierten = MNPSNP@FITC  wurde  mittels
Fluoreszenzspektroskopie analysiert. Das zugehodrige Emissionspektrum sowie

Fotographien der Partikeldispersion unter normalem Licht sowie UV-Licht sind in

Abbildung 5.21 dargestellt.
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Abbildung 5.21: Normiertes Emissionsspektrum der modifizierten MNPSNP@FITC (Anregungswellenlédnge

bei 482 nm, Emissionsmaximum bei 522 nm) sowie Fotographien der Partikeldispersion unter normalem Licht
(links) und UV-Licht (rechts).
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In dem Spektrum ist ein deutliches Emissionsmaximum bei einer Wellenldnge von
522 nm bei einer Anregungswellenldnge von 482 nm zu erkennen, welches charakteristisch
fiir das organische Fluorophor FITC ist. Die charakteristische griine Fluoreszenz ist
dariiberhinaus auch in der Fotographie der Partikeldispersion unter UV-Licht zu erkennen.
Somit konnten die MNPSNPs erfolgreich mit einem organischen Fluorophor bei Erhaltung
der Fluoreszenzeigenschaften modifiziert werden. Eine Fluoreszenzloschung, welche
durch die Kombination von magnetischen und fluoreszierenden Eigenschaften verursacht
werden konnte, ist anhand der Analyse mittels Fluoreszenzspektrokopie und der
Partikeldispersion unter UV-Licht nicht ersichtlich.

Weitere wichtige Anforderungen an die MNPSNPs als Wirkstofftrager fiir das ID-MDT
sind die Biokompatibilitdt sowie die Maskierung der magnetischen Kern-Schale-Systeme
zur Verhinderung eines frithzeitigen Abfangens der Partikel durch Makrophagen und dem
mononukledren Phagozyten-System (MPS). Durch die Phagozytose wiirden die MNPSNPs
vor Erreichen des Infektionsortes abgefangen werden, was eine erfolgreiche selektive
Behandlung der Infektion durch das ID-MDT deutlich erschweren wiirde. Aus diesem
Grund wurden die MNPSNPs mit Hilfe von Polyethylenglycol (PEG) funktionalisiert. Die
PEG-Funktionalisierung, auch haufig als PEGylierung bezeichnet, dient zur Erh6hung der
Hydrophilie, was die Aufnahme der Partikel durch Makrophagen erschwert und folglich
die Blutzirkulationszeit erhoht.’¥%1 Das PEG fungiert somit als sogenanntes Stealth-
Molekiil. In Abbildung 5.22 sind TEM-Aufnahmen der PEG-funktionalisierten Kern-
Schale-Partikel MNPSNP@PEG dargestellt.

Durchmesser W

Abbildung 5.22: TEM-Aufnahmen der modifizierten MNPSNP@PEG mit PartikelgrofSenverteilung.
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Wie auch nach der Funktionalisierung mit FITC liegen mit MNPSNP@PEG sphaérische
Kern-Schale-Nanopartikel vor. Auch hier sind die magnetischen Kerne und die Porositat
deutlich zu erkennen. Die Partikel haben einen Durchmesser von 116 +10 nm. Die
Morphologie und Porositdt ist anhand der TEM-Bilder nach der Funktionalisierung
ebenfalls nicht beeintrachtigt.

Auch bei MNPSNP@PEG wurde mit Hilfe der DLS-Methode die Partikelgrofie und
deren Verteilung analysiert. Die zugehorigen Ergebnisse sind in Abbildung 5.23 mit
Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs abgebildet. Im Vergleich zu den
unmodifizierten MNPSNPs mit einem mittleren hydrodynamischen Durchmesser von
191 £ 12 nm (PDI-Wert 0.346) weisen die PEG-funktionalisierten Partikel einen mittleren
hydrodynamischen Durchmesser von 220 + 8 nm sowie einen PDI-Wert von 0.310 auf. Der
hohere Durchmesser kann dhnlich wie bei MNPSNP@FITC durch die Anbindung der
organischen PEG-Molekiile an die Silica-Oberflache erklart werden. Die Bestimmung des
Zeta-Potentials von MNPSNP@PEG in Wasser lieferte einen Wert von -31.0 +0.4 mV.
Damit ist die Oberflaichenladung etwas kleiner verglichen mit den unmodifizierten
MNPSNPs und einem Zeta-Potential von —-33.6 £ 1.4 mV. Dieses Resultat deutet auf eine
leicht hohere Neigung zur Partikelagglomeration hin, die in der verbreiterten

Partikelgrofienverteilung der PEG-funktionilisierten Partikel auch erkennbar ist.
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Abbildung 5.23: Hydrodynamische Partikelgrolenverteilungen der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz)
(nach B2l) und der modifizierten MNPSNP@PEG (rot) mittels DLS.

Die Funktionalisierung der MNPSNPs mit Polyethylenglycol konnte mittels IR-

Spektroskopie nachgewiesen werden. Das zugehorige IR-Spektrum im Vegleich zu den
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unmodifizierten MNPSNPs ist in Abbildung 5.24 abgebildet. Die Zuordnung der Banden

zu den Schwingungen ist in Tabelle 5.4 zusammengefasst.
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Abbildung 5.24: IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) (nach P?) und der modifizierten
MNPSNP@PEG (rot).

Tabelle 5.4: Zuordnung der Schwingungsbanden der IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs und der
modifizierten MNPSNP@PEG (Wellenzahl [cm™]).[178/180,366,367,370]

MNPSNP MNPSNP@PEG Schwingungsart Ursache
3443 3417 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
- 2984 (C-H)-Valenzschwingung PEG
- 2911 (C-H)-Valenzschwingung PEG
1636 1628 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
- 1396 (C-H)-Deformationsschwingung PEG

1090 1080 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
964 961 (5i-OH)-Valenzschwingung Silica
802 802 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
571 584 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
463 461 (S§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Auch hier weisen beide Spektren intensive asymmetrische (S5i-O-5i)-
Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von 1090 cm™ bzw. 1080 cm™ auf. Bei
Wellenzahlen von 963 cm™, 802 cm™ und 461 cm™ sind weitere charakteristische (Si-OH)-

Deformationsschwingungen, symmetrische (Si-O-Si)-Valenzschwingungen sowie auch
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(S5i-O-S5i)-Deformationsschwingungen detektierbar. Zudem sind bei beiden Spektren bei
einer Wellenzahl von 571 cm™ bzw. 584 cm™ die (Fe-O)-Valenzschwingungen der
magnetischen Kerne zu erkennen. Die breite Bande im Bereich von 3443 cm™ bzw 3417 cm™!
und die Bande bei 1636 cm™ bzw. 1628 cm™! sind durch (O-H)-Valenzschwingungen sowie
(O-H)-Deformationsschwingungen durch adsorbiertes Wasser zu erkldaren. Im Vergleich
zu den unmodifizierten MNPSNPs sind in dem Spektrum von MNPSNP@PEG zusitzliche
Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von 2984 cm™ und 2911 cm™!
sowie der (C-H)-Deformationsschwingungen bei einer Wellenzahl von 1396 cm™
vorhanden. Diese Banden deuten auf eine erfolgreiche Funktionalisierung und Anbindung
des PEG an die Silica-Matrix hin.

Die Ergebnisse der Physisorption zur Analyse des Einflusses der PEG-Modifizierung auf
die Porositit sind in Abbildung 5.25 dargestellt. Die Stickstoff-Physisorptionsisothermen
mit Adsorption und Desorption sowie die normierte Porenweitenverteilung von
MNPSNP@PEG im Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs zeigen, dhnlich wie
MNPSNP@FITC, einen geringen Verlust der Porositat. Bei den PEG-modifizierten Partikeln
liegt ebenfalls eine Typ IV-Isotherme vor und die BET-Oberflache betragt 995 m? g™ und ist
somit geringfiigig kleiner als die Oberfliche der unmodifizierten MNSPNPs.'5I Das
Porenvolumen von MNPSNP@PEG wurde bei einem Relativdruck von p/po=0.95 mit
0.9 cm® g bestimmt und der mittlere Porendurchmesser basierend auf der DFT-Methode
ist 3.8 nm. Auch bei diesem System ist der geringe Verlust der Porositit auf die kovalente

Anbindung der organischen PEG-Molekiile im Porensystem des Silicas zurtickzufiihren.
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Abbildung 5.25: Stickstoff-Physisorptionsisothermen mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) (A)
(nach P2) und normierte Porenweitenverteilungen (B) der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) und der
modifizierten MNPSNP@PEG (rot).
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Zur Quantifizierung der Menge des organischen PEG von MNPSNP@PEG wurde die
thermogravimetrische Analyse durchgefiihrt. Das Thermogramm mit Vergleich zu den
unmodifizierten Partikeln ist in Abbildung 5.26 abgebildet. Die erste Stufe bis zu einer
Temperatur von 120 °C weist hierbei einen Massenverlust von 2.0% auf, der adsorbiertem
Wasser zuzuordnen ist. Zwischen einem Temperaturbereich von 120 °C und 700 °C
verlieren die PEG-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel einen Massenanteil von 6.6%
durch die Verbrennung der organischen Molekiile. Der Anteil an der Modifizierung mit
dem organischen PEG ist hierbei vergleichbar mit der Modifizierung der Fluorophors FITC

mit einem Anteil von 6.3%.
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Abbildung 5.26: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) (nach 2) und der
modifizierten MNPSNP@PEG (rot).

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte eine erfolgreiche Funktionalisierung der
MNPSNPs mit PEG erzielt und nachgewiesen werden. Die Anbindung des PEG an die
Silica-Matrix der Partikel hat wie die FITC-Funktionalisierung einen vergleichbaren
Einfluss auf die Morphologie, die Porositat sowie den Funktionalisierungsgrad. Bei beiden
Funktionalisierungen ist die spharische Morphologie der MNPSNPs unverdandert. Zudem
liegt nur ein geringer Verlust der Porositdt vor, welcher durch die Anbindung der
organischen Molekiile an die Silica-Oberflache begriindet ist. Sowohl MNPSNP@FITC als
auch MNPSNP@PEG weisen durch die weiterhin hohe Porositat sehr gute Eigenschaften
fiir die Einlagerung und Freisetzung von Wirkstoffen auf.

Nach den Funktionalisierungen der MNPSNPs mit einem organischen Fluorophor zur
moglichen Detektion der Partikel in in vitro- und in vivo-Untersuchen sowie der

Funktionalisierung mit PEG zur Erhohung der Biokompatibilitit und Maskierung der
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Partikel zur Pravention eines friihzeitigen Abfangens durch Makrophagen, war der nachste
Schritt die Kombination dieser Funktioanlisierungen und folglich die Erhohung der
Multifunktionalitit der MNPSNPs. Zu diesem Zweck wurden die oben zuvor
beschriebenen Funktionalisierungen unter simultaner Verwendung der Molekiile FITC
und PEG durchgefiihrt. Neben FITC wurde zudem als weiteres organisches Fluophor
Rhodamin B Isothiocyanat (RITC) eingesetzt, welches anders als das griin-fluoreszierende
FITC eine charakteristische orange Fluoreszenz besitzt. In Abbildung 5.27 sind die TEM-
Aufnahmen wund die dazugehorigen Partikelgrofienverteilungen der zweifach
funktionalisierten Partikelsysteme MNPSNP@FITC-PEG sowie MNPSNP@RITC-PEG
dargestellt. Analog zu den zuvor beschriebenen funktionalisierten Partikelsystemen zeigen
auch die Kern-Schale-Nanopartikel nach der simultanen Funktionalisierung keinen
Einfluss auf die spharische Morphologie und Porositit. Auch hier bleibt die porose-Silica-
Matrix weiterhin erhalten und die magnetischen Kerne sind weiterhin deutlich zu
erkennen. MNPSNP@FITC-PEG besitzt einen Partikeldurchmesser von 111 + 16 nm und
die Partikelgrofie von MNPSNP@RITC-PEG betragt 115 + 14 nm. Die Partikelgrofien sind

folglich nahezu identisch in Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs. 52
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Abbildung 5.27: TEM-Aufnahmen und Partikelgrofenverteilungen der modifizierten
MNPSNP@FITC-PEG (A) und MNPSNP@RITC-PEG (B). Nach ©21.

Mittels DLS wurde an beiden Partikelsystemen der mittlere hydrodynamische
Durchmesser und die zugehorige Partikelgrofienverteilung analysiert. Die
Grofienverteilungen mit Vergleich zu den wunmodifizierten MNPSNPs sind in
Abbildung 5.28 dargestellt. Die Verteilungen der mit PEG und Fluorophor simultan
modifizierten Partikel sind dhnlich zu den zuvor beschriebenen modifizierten MNPSNPs

leicht zu grofieren Durchmessern verschoben. MNPSNP@FITC-PEG hat einen mittleren
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hydrodynamischen Durchmesser von 243 + 11 nm mit einem PDI-Wert von 0.364. Im
Vergleich dazu betragt der Durchmesser von MNPSNP@RITC-PEG 220 + 8 nm mit einem
PDI-Wert von 0.355. Beide Partikelsysteme weisen eine Vergrofierung des Durchmessers
verglichen mit den unmodifizierten Partikeln (191 + 12 nm, PDI-Wert 0.346) auf. Auch hier
resultiert der hohere Partikeldurchmesser aus der Anbindung der organischen
Fluorophore und der PEG-Molekiille an die Silica-Oberflache der Kern-Schale-
Nanopartikel. ~Basierend auf Zeta-Potential-Messungen in Wasser Dbesitzen
MNPSNP@FITC-PEG ein Potential von -31.0+1.0 mV und MNPSNP@RITC-PEG ein
Potential von -29.6 £2.1 mV. Somit liegt bei beiden modifizierten Partikelsystemen ein
leicht verringertes Zeta-Potential verglichen zu den unmodifizierten MNPSNPs mit einem
Potential von -33.6 + 1.4 mV vor. Dennoch weisen die simultan modifizierten Partikel ein
stark negatives Zeta-Potential auf, wodurch die Stabilitat der Dispersionen aufgrund von

abstoflenden Wechselwirkungen an der Oberfldche unterstiitzt wird.l>l
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Abbildung 5.28: Hydrodynamische Partikelgrofenverteilungen der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) und
der modifizierten MNPSNP@FITC-PEG (griin) sowie MNPSNP@RITC-PEG (orange) mittels DLS. Nach 2.

Die beiden simultan funktionalisierten Partikelsysteme wurden mit Hilfe der IR-
Spektroskopie analysiert, um die Anbindung der organischen Fluorophore und der PEG-
Molekiile nachzuweisen. In Abbildung 5.29 sind die zugehorigen IR-Spektren der
Partikelsysteme MNPSNP@FITC-PEG und MNPSNP@RITC-PEG mit den unmodifizierten
MNPSNP dargestellt. In Tabelle 5.5 ist dariiber hinaus die Zuordnung der Banden zu den
Schwingungen dargestellt. Die Spektren der simultan funktionalisierten Partikel weisen
sehr grofle Ahnlichkeiten zu den Spektren der zuvor beschriebenen Kern-Schale-

Nanopartikel MNPSNP@FITC sowie MNPSNP@PEG auf.
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Abbildung 5.29: IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) und der modifizierten
MNPSNP@FITC-PEG (griin) sowie MNPSNP@RITC-PEG (orange). Nach [52I,

Tabelle 5.5: Zuordnung der Schwingungsbanden der IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs (A) und der
modifizierten MNPSNP@FITC-PEG (B) sowie MNPSNP@RITC-PEG (C) (Wellenzahl [cm™]).[52178180366,367,370]

A B C Schwingungsart Ursache
3420 3399 3427 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
- 2982 2984 (C-H)-Valenzschwingung FITC/RITC/PEG
- 2905 2911 (C-H)-Valenzschwingung FITC/RITC/PEG
1628 1628 1632 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
- 1396 1393 (C-H)-Deformationsschwingung FITC/RITC/PEG
1084 1082 1084 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
961 966 961 (S5i-OH)-Valenzschwingung Silica
804 799 800 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
584 584 581 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
459 463 461 (S§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Bei allen Spektren sind wieder intensive asymmetrische (Si-O-5i)-Valenzschwingungen
bei einer Wellenzahl von ca. 1080 cm™ detektierbar. Dariiber hinaus sind bei Wellenzahlen
im Bereich von «ca. 960cm™, 800cm? und 460cm™? weitere (Si-OH)-
Deformationsschwingungen, symmetrische (Si-O-Si)-Valenzschwingungen sowie auch
(S§i-O-S5i)-Deformationsschwingungen zu erkennen. Bei den Spektren liegen bei einer
Wellenzahl von ca 580 cm™ charakteristische (Fe-O)-Valenzschwingungen der

magnetischen Kerne vor. Die breite Bande im Bereich von ca. 3400 cm™ und die Bande bei
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ca. 1630 cm™  sind  durch  (O-H)-Valenzschwingungen  sowie  (O-H)-
Deformationsschwingungen durch adsorbiertes Wasser begriindet. Verglichen mit den
unmodifizierten MNPSNPs sind zudem in den Spektren von MNPSNP@FITC-PEG und
MNPSNP@RITC-PEG zusatzliche Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer
Wellenzahl von ca. 2980 cm™ und 2910 cm™ sowie der (C-H)-Deformationsschwingungen
bei einer Wellenzahl von 1390 cm™ sichtbar. Diese zusatzlichen Banden stammen aus der
Funktionalisierung und Anbindung der organischen Fluorophore FITC bzw. RITC sowie
der PEG-Molekiile an die Silica-Schale der magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel.l>?
Der Einfluss der simultanen Funktionalisierung mit einem organischen Fluorophor und
PEG-Molekiilen auf die Porositdat im Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs ist
anhand von Stickstoff-Physisorptionsisothermen mit Adsorption und Desorption sowie

normierten Porenweitenverteilungen in Abbildung 5.30 gezeigt.
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Abbildung 5.30: Stickstoff-Physisorptionsisothermen mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) (A)
(nach B2) und normierte Porenweitenverteilungen (B) der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) und der
modifizierten MNPSNP@FITC-PEG (griin) sowie MNPSNP@RITC-PEG (orange).

Alle drei Isothermen zeigen auch hier eine charakteristische Typ IV-Isotherme nach
IUPAC fiir mesopordse Systeme.?®l Die funktionalisierten Kern-Schale-Nanopartikel
MNPSNP@FITC-PEG haben eine BET-Oberflache von 850 m? g7, ein Porenvolumen von
0.7 cm?® g bei einem Relativdruck von p/po = 0.95 sowie einen mittleren Porendurchmesser
von 3.5 nm. Sehr dhnliche Werte zeigt MNPSNP@RITC-PEG mit einer BET-Oberfldache von
875 m? g7, ein Porenvolumen von 0.8 cm? g bei einem Relativdruck von p/po=0.97 sowie
einen mittleren Porendurchmesser von 3.7 nm. Durch die kovalente Anbindung der

organischen Fluorophore und der PEG-Molekiile im Porensystem des Silicas weisen auch
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diese multifunktionalen Nanopartikel eine geringe Abnahme der Porositat verglichen mit
den zuvor beschriebenen unmodifizierten MNPSNPs auf. Wegen des nur geringen
Einflusses der simultanen Funktionalisierung auf die Porositit besitzen die modifizierten
MNPSNPs sehr gute Eigenschaften fiir die Einlagerung und Freisetzung von Wirkstoffen
zur effektiven Infektionsbehandlung.’>?

Zur Bestimmung der Menge an organischen Fluorophor sowie PEG wurde die
Thermogravimetrie ebenfalls fiir die simultan funitionalisierten MNPSNP@FITC-PEG und
MNPSNP@RITC-PEG durchgefiihrt. Die zugehorigen Thermogramme mit Vergleich zu
den unmodifizierten MNPSNPs sind in Abbildung 5.31 dargestellt. Zwischen einem
Temperaturbereich von 120°C und 700°C liegt bei MNPSNP@FITC-PEG ein
Massenverlust von 14.5% vor, welcher aus der Verbrennung des FITC und des PEG
resultiert. Das modifizierte Kern-Schale-System MNPSNP@RITC-PEG besitzt im gleichen
Temperaturbereich einen Massenverlust von 13.5% durch die Verbrennung von RITC und
PEG.52 Verglichen mit den zuvor beschriebenen einfach funktionalisierten Partikeln
MNPSNP@FITC (Massenverlust von 6.3%) sowie MNPSNP@PEG (Massenverlust von
6.6%) ist der Gewichtsanteil der Modifizierung bei den simultan funktionalisierten Kern-

Schale-Nanopartikel etwas mehr als doppelt so hoch.
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Abbildung 5.31: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten MNPSNPs (schwarz) und der
modifizierten MNPSNP@FITC-PEG (griin) sowie MNPSNP@RITC-PEG (orange). Nach [52],

Mittels Fluoreszenzspektroskopie wurden die Fluoreszenzeigenschaften der simultan
funktionalisierten MNPSNP@FITC-PEG und MNPSNP@RITC-PEG untersucht. In
Abbildung 5.32 sind die zugehorigen Emissionsspektren sowie Fotographien der

Partikeldispersionen unter normalem Licht und UV-Licht abgebildet. Das Spektrum der
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simultan modifizierten Kern-Schale-Systeme MNPSNP@FITC-PEG weist ein deutliches
Emissionsmaximum bei einer Wellenldnge von 525 nm bei einer Anregungswellenldnge
von 482 nm auf, welches charakteristisch fiir das organische Fluorophor FITC ist. Wie schon
bei den zuvor beschriebenen einfach funktionalisierten MNPSNP@FITC liegt auch hier die
charakteristische griine Fluoreszenz vor, welche anhand der Fotographie der
Partikeldispersion unter UV-Licht gezeigt wird. Verglichen hierzu befindet sich das
Emissionsmaximum der simultan modifizierten Nanopartikel MNPSNP@RITC-PEG bei
einer Wellenldnge von 573 nm bei einer Anregungswellenlinge von 525 nm. Dieses
Maximum ist charakteristisch fiir das organische Fluorophor RITC. Unter UV-Licht wird
die charakteristische orange Fluoreszenz der Partikeldispersion anhand der Fotographie
bestdtigt. Somit konnte bei den beiden simultan modifizierten Partikelsystemen eine
Fluoreszenzloschung durch die Kombination von magnetischen und fluoreszierenden

Eigenschaften ebenfalls nicht bestatigt werden.

—— MNPSNP@RITC-PEG .

—— MNPSNP@FITC-PEG

|
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Abbildung 5.32: Normierte Emissionsspektren der modifizierten ~MNPSNP@FITC-PEG  (griin)
(Anregungswellenldnge bei 482 nm, Emissionsmaximum bei 525 nm) und MNPSNP@RITC-PEG (orange)
(Anregungswellenlange bei 525nm, Emissionsmaximum bei 573nm) sowie Fotographien der
Partikeldispersionen. (1) MNPSNP@FITC-PEG unter normalem Licht (oben) und UV-Licht (unten).
(2) MNPSNP@RITC-PEG unter normalem Licht (oben) und UV-Licht (unten).

Anhand der beschriebenen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die magnetischen
nanopordsen Silica-Nanopartikel erfolgreich simultan mit jeweils einem organischen
Fluorophor sowie PEG funktionalisiert werden konnten. Auch die Kombination von zwei
Funktionalisierungen hatte einen sehr geringen Einfluss auf die Morphologie und Porositat
der Partikel. Durch die Anbindung des PEGs sowie unterschiedlicher organischer

Fluorophore an die Silica-Matrix der MNPSNPs sind somit superparamagnetische Kern-
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Schale-Nanopartikel mit einer sehr hohen Multifunktionalitit als potenzielle

Wirkstofftragersysteme fiir das ID-MDT-Prinzip zuganglich.

5.1.3 Grofienkontrolle der magnetischen nanoporosen Silica-Nanopartikel

In Kapite] 5.1.2  konnte die erfolgreiche Synthese von  sphérischen
superparamagnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln mit einer pordsen Silica-Schale
vorgestellt werden. Diese Partikel konnten mit organischen Fluorophoren zur potenziellen
Bildgebung sowie PEG zur Erhohung der Biokompatibilitat und Maskierung der Partikel
vor Makrophagen funktionalisiert werden. Auch die Kombination dieser beiden
Funktionalisierungen wurde realisiert und ermoglicht somit die Herstellung von
superparamagnetischen  Kern-Schale-Partikelsystemen mit einer sehr hohen
Mulitfunktionalitat fiir das ID-MDT-Prinzip.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Entwicklung der MNPSNPs liegt in der
Grofieneinstellung der Partikel und dem damit verbunden Einfluss auf die
Materialeigenschaften. Zu diesem Zweck wurden die Syntheseparameter fiir die Formation
der nanoporosen Silica-Schale um die hydrophoben superparamagnetischen FesOs NPs
nach erfolgtem Phasentransfer variiert. In Abbildung 5.33 sind TEM-Aufnahmen sowie die
PartikelgroSenverteilung  der eingesetzten Olsdure-stabilisierten  FesOsNPs  als
Kernmaterial und der erhaltenen unmodifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen
Partikelgrofsen dargestellt. Die ermittelten Partikelgrofien sind zudem in Tabelle 5.6
zusammengefasst. Anhand der TEM-Aufnahmen und der Partikelgrofienbestimmungen
kann gezeigt werden, dass die durchschnittlichen Partikeldurchmesser der Olsdure-
stabilisierten FesOsNPs 10+2nm aufweisen. Die durschnittlichen Durchmesser der
unmodizierten MNPSNPs sind im Bereich von 49 +4 nm bis zu 94 + 7 nm. Durch den
Einsatz von hoheren Massen an FesOs NPs als Kernmaterial konnten hierbei kleinere Kern-
Schale-Nanopartikel erhalten werden. Bei Verwendung von hoheren Mengen an FesOs NPs
wird bei der Synthese der MNPSNPs das Verhaltnis FesOs/TEOS vergrofSert. Dadurch sind
bei der Schalen-Synthese mehr Nukleationszentren fiir die Formation der Silica-Matrix um
die magnetischen Kerne vorhanden. Bei gleichbleibender Menge an verwendetem TEOS
als Silica-Prakursor resultieren folglich durch hohe Mengen an FesO: NPs mehr kleine
MNPSNPs. Im Gegensatz dazu entstehen bei geringen Mengen an Kernmaterial grofse

Kern-Schale-Nanopartikel, weil weniger Nukleationszentren vorhanden sind, um die sich
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dieselbe Menge an TEOS bzw. nach erfolgter Synthese das Silica anlagert. Einen dhnlichen
Trend beziiglich des Zusammenhanges zwischen der Partikelgrofie von magnetischen
Silica-Nanopartikeln und dem FesOs/TEOS-Verhiltnis wurde auch von Haynes et al.
gezeigt. Durch Verringerung des FesOs/TEOS-Verhiltnisses wurden grofiere

Partikeldurchmesser von magnetischen Kern-Schale-Systemen erhalten.[¢?
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Abbildung 5.33: TEM-Aufnahmen und PartikelgroSenverteilungen der hydrophoben Olséure-stabilisierten
Fes0: NPs (A), MNPSNP (49 nm) (B), MNPSNP (61 nm) (C), MNPSNP (69 nm) (D), MNPSNP (78 nm) (E) und
MNPSNP (94 nm) (F).
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Tabelle 5.6: Ergebnisse der TEM-, DLS- und Zeta-Potential-Analysen der FesOs NPs und unmodifizierten
MNPSNPs. d: Durchmesser. PDI: Polydispersitatsindex. (: Zeta-Potential.

Probe drem [nm] dois [nm] PDI C ImV]
FesOs NPs 10+2 - - -
MNPSNP (49 nm) 49 +4 97 +7 0.381 -30.1+1.1
MNPSNP (61 nm) 61+3 105+ 8 0.333 -29.5+1.2
MNPSNP (69 nm) 69+5 113+ 8 0.355 -30.3+0.6
MNPSNP (78 nm) 78+5 146 +9 0.565 -30.3+1.6
MNPSNP (94 nm) 94 +7 173+ 8 0.386 -31.2+0.7

Bei der Synthese der MNPSNPs sind unter Einsatz einer geringen Menge an FesOs NPs
sowie durch Erhohung der Synthesetemperatur ebenfalls Partikelgréfien von bis zu
94 +7nm zugdnglich. Durch die Erhohung der Synthesetemperatur bei dem
Schalenwachstum folgt eine Erhohung der Hydrolyse- und Kondensationsraten des Silica-
Prakursors, wodurch die Formation von dickeren Silica-Schalen bei den MNPSNPs
begtinstigt wird.l?71372]

Der Anstieg der Partikeldurchmesser der MNPSNPs wurde ebenfalls mittels DLS-
Analyse bestitigt. Die Partikelgrofienverteilungen sind in Abbildung 5.34 dargestellt und
die zugehorigen hydrodynamischen Durchmesser mit PDI-Werten sind ebenfalls in
Tabelle 5.6 zusammengefasst.
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Abbildung 5.34: Hydrodynamische Partikelgroienverteilungen der unmodifizierten MNPSNPs mittels DLS.
MNPSNP (49 nm) (orange), MNPSNP (61 nm) (blau), MNPSNP (69 nm) (schwarz), MNPSNP (78 nm) (lila) und
MNPSNP (94 nm) (griin).
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Im Vergleich zur Partikelgroflenbestimmung durch die TEM-Analysen zeigen die
unmodifizierten MNPSNDPs hohere Partikeldurchmesser von 97 + 7 nm bis zu 173 + 8 nm,
die durch die Hydratationshiillen im wassrigen Medium begriindet sind. Die Zeta-
Potential-Messungen lieferten hohe negative Oberflaichenladungen von ca. -30 mV in
Wasser. Die Werte sind in Tabelle 5.6 aufgefiihrt und deuten auf eine kolloidale Stabilitat
durch elektrostatische Repulsion hin.

Die IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs sind in Abbildung 5.35 gezeigt. Die

Zuordnung der Banden zu den Schwingungen ist in Tabelle 5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung 5.35: IR-Spektren der unmodifizierten MNPSNPs. MNPSNP (49 nm) (A), MNPSNP (61 nm) (B),
MNPSNP (69 nm) (C), MNPSNP (78 nm) (D) und MNPSNP (94 nm) (E).

Tabelle 5.7: Zuordnung der Schwindungsbanden der IR-Spekiren der unmodifizierten MNPSNPs.
MNPSNP (49nm) (A), MNPSNP (61nm) (B), MNPSNP (69nm) (C), MNPSNP (78nm) (D) und
MNPSNP (94 nm) (E) (Wellenzahl [cm™]).[178180,366,367,370]

A B C D E Schwingungsart
3426 3455 3455 3454 3453 (O-H)-Valenzschwingung
1634 1638 1638 1636 1636 (O-H)-Deformationsschwingung
1084 1088 1086 1086 1086 (5i-O-Si)-Valenzschwingung
963 966 966 969 968 (5i-OH)-Valenzschwingung
802 800 800 800 800 (S§i-O-5i)-Valenzschwingung
581 565 571 563 563 (Fe-O)-Valenzschwingung
461 465 465 465 465  (S5i-O-Si)-Deformationsschwingung
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Die Spektren sind hierbei nahezu identisch zueinander und zu dem zuvor in
Kapitel 5.1.2  vorgestellen = IR-Spektrum der unmodifizierten MNPSNPs. Im
Wellenzahlenbereich von ca. 1090 cm™ liegen sehr intensive asymmetrische (Si-O-5i)-
Valenzschwingungen vor. Zudem sind basierend durch die Silica-Schale weitere (S5i-OH)-
Deformationsschwingungen, symmetrische (5i—-O-S5i)-Valenzschwingungen sowie dariiber
hinaus auch (Si—-O-Si)-Deformationsschwingungen bei Wellenzahlen im Bereich von
970 cm™, 800 cm™ und 470 cm™ detektierbar. Die fiir die MNPSNPs charakteristischen
(Fe-O)-Valenzschwingungen der magnetischen Kerne befinden sich bei den
unmodifizierten Kern-Schale-Systemen bei Wellenzahlen von ca. 560 bis 580 cm™. Die
(O-H)-Valenzschwingungen sowie (O-H)-Deformationsschwingungen des adsorbierten
Wassers sind in den IR-Spektren durch eine breite Bande im Bereich von ca. 3450 cm™ sowie
durch eine weitere Bande bei ca. 1640 cm™ erkennbar. Somit sind die IR-Spektren der
MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikeldurchmessern sehr vergleichbar zu den zuvor
beschriebenen unmodifizierten MNPSNPs.

Die Porositat der MNPSNPs mit unterschiedlichem Partikeldurchmesser wurde mittels
Stickstoff-Physisorption untersucht. Die zugehorigen Physisorptionsisothermen sowie die
zugehorigen Porenweitenverteilungen der Kern-Schale-Systeme sind in Abbildung 5.36
dargestellt. In Tabelle 5.8 sind die ermittelten Werte fiir die BET-Oberflachen, die

Porenvolumina sowie die mittleren Porendurchmesser zum Vergleich zusammengefasst.

Tabelle 5.8: Ergebnisse der Stickstoff-Physisorptions-Analysen der unmodifizierten MNPSNPs.
Seer: BET-Oberflédche. Vrore: Porenvolumen. dpore: Porendurchmesser.

Probe Seer [m? g] Veore [cm? g] drore [nm]
MNPSNP (49 nm) 900 1.3 43
MNPSNP (61 nm) 910 1.2 4.3
MNPSNP (69 nm) 950 1.2 4.3
MNPSNP (78 nm) 990 1.2 43
MNPSNP (94 nm) 950 1.0 4.3

Auch die MNPSNPs mit ihren unterschiedlichen Partikelgroflen weisen eine
charakteristische Typ IV-Isotherme fiir mesopordse Systeme auf und sind nahezu identisch

zu den zuvor beschriebenen Isothermen der unmodifizierten MNPSNPs. 2151
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Abbildung 5.36: Stickstoff-Physisorptionsisothermen mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) sowie
Porenweitenverteilungen der unmodifizierten MNPSNPs. MNPSNP (49 nm) (A), MNPSNP (61 nm) (B),
MNPSNP (69 nm) (C), MNPSNP (78 nm) (D) und MNPSNP (94 nm) (E).

Mit zunehmender Partikelgrofie der MNPSNPs bis 78 nm nehmen die BET-Oberflachen
ebenfalls zu und rangieren von 900 m? g™ bis 990 m? g!. Die Vergrofierung der BET-

Oberflaiche mit zunehmendem Partikeldurchmesser ist durch den geringeren
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Volumenanteil der magnetischen Kerne und damit groflerem Anteil an pordsem Silica bei
grofieren Kern-Schale-Nanopartikel begriindet. Dagegen liegt bei MNPSNP (94 nm) eine
geringere BET-Oberfliche von 950 m? g™ verglichen mit den kleineren Partikeln
MNPSNP (78 nm) vor, was durch die hohere Synthesetemperatur fiir die Silica-Schale
begriindet ist. Durch die hohere Synthesetemperatur bei MNPSNP (94 nm) folgen hohere
Hydrolyse- und Kondensationsraten des Silica-Prakursors, welche wiederum eine
Verringerung der Mikroporositat durch dichtere Packung der Silica-Nuklei zur Folge
haben kann.’”!l Die Porenvolumina der unmodizierten MNPSNPs bis zu einer
Partikelgrofse von 78 nm liegen bei 1.2 cm? g bis 1.3 cm® g™! bei einem Relativdruck von
p/po=0.97. Auch hier weist MNPSNP (94 nm) eine etwas geringere Porositit durch ein
Porenvolumen von 1.0 cm® g auf. Alle MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien
haben einen mittleren Porendurchmesser von 4.3 nm, sodass auch hier die Kern-Schale-
Systeme mit ihren mesopordsen Hiillen sehr grofses Potential als Wirkstofftrager besitzen.

Folglich kann eine kontrollierte Partikelgrofieneinstellung bei der Herstellung der
MNPSNPs iiber eine Variation der eingesetzten Menge an hydrophoben Olsdure-
stabilisierten FesOs NPs bei gleich bleibender Menge an Silica-Prakursor erzielt werden.
Durch Vergroierung des FesOs/TEOS-Verhiltnisses sind bei der Synthese MNPSNPs mit
kleineren Partikeldurchmessern zuganglich. Dagegen werden durch Erhéhung der
Synthesetemperatur ~ dickere  Silica-Schalen = durch  hoéhere  Hydrolyse- und
Kondensationsraten des Silica-Prakursors erhalten. In Kapitel 5.1.6 werden die
verschiedenen MNPSNPs nach Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor RITC
vorgestellt. Neben dem Einfluss der Partikelgrofie und der Funktionalisierung auf die
magnetischen und optischen Eigenschaften der MNPSNPs wird dort auch die

Biokompatibilitat untersucht.

5.1.4 Grofsporige magnetische nanoporose Silica-Nanopartikel

Neben der Partikelgrofieneinstellung der MNPSNPs durch Variation des eingesetzen
FesOs/TEOS-Verhiltnisses bei der Synthese der Silica-Schale, ist unter Verwendung einer
grofieren Menge an Ethylacetat dariiber hinaus ein anderes Porensystem zuganglich.
Abbildung 5.37 zeigt TEM-Aufnahmen und die zugehorige Partikelgrofienverteilung der
grofiporigen unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm). Hierbei liegen sphéarische Kern-

Schale-Partikelsysteme mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 123 + 12 nm vor. Die
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magnetischen Kerne sind wieder innerhalb der Partikel durch die dunklen Spots zu
erkennen. Im Gegensatz zu den zuvor vorgestellten MNPSNPs liegen deutlich hohere
Partikeldurchmesser aufgrund einer dickeren Silica-Schale vor. Die dickere Silica-Schale ist
durch ein grofleres Porensystem mit konischen Poren begriindet, welches sich stark von
den kleinporigen Gertisten der MNPSNPs unterscheidet. Durch den Einsatz einer groieren
Menge FEthylacetat liegt bei der Silica-Synthese eine Ol-Wasser-Emulsion vor. Das
Ethylacetat fungiert bei dem Schalenwachstum um die magnetischen Kerne als Templat
und Quellungsagens, welches eine Porenexpansion und damit verbunden grofsere Poren

sowie eine hohere Ausdehnung der Silica-Schale begiinstigt.[*4

Durchmesser/ nm

Abbildung 5.37: TEM-Aufnahmen der unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm) mit PartikelgréSenverteilung.

Die Partikelgrofienverteilung der unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm) mittels DLS-
Analyse in Wasser ist in Abbildung 5.38 dargestellt.
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Abbildung 5.38: Hydrodynamische Partikelgrofienverteilung der unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm)
mittels DLS.
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Fiir die grofsporigen Kern-Schale-Nanopartikel wurde ein mittlerer hydrodynamischer
Partikeldurchmesser von 201 + 17 nm mit einem PDI-Wert von 0.595 bestimmt. Verglichen
mit den hydrodynamischen Durchmessern der zuvor beschriebenen unmodifizierten
MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofsen, liegt bei den grofsporigen Partikeln ein
groierer Durchmesser vor. Durch diese Daten wird auch die hohere Ausdehnung der
Silica-Schale bestatigt, welche zuvor anhand der TEM-Analyse verdeutlicht wurde. Mit
Hilfe der Zeta-Potential-Analyse wurde an den grofiporigen Partikeln ein stark negatives
Potential von -282+0.7mV in Wasser bestimmt. Durch die hohe negative
Oberflachenladung wird durch abstofsfende Wechselwirkungen die Stabilitit von
Partikeldispersionen begiinstigt.

Zur weiteren Charakterisierung der grofiporigen Kern-Schale-System erfolgte die
Analyse mittels IR-Spektroskopie. Das zugehorige Spektrum ist in Abbildung 5.39
dargestellt. Die Zuordung der Banden zu den Schwingungen ist in Tabelle 5.9
zusammengefasst. Im IR-Spektrum sind bei einer Wellenzahl von 1084 cm™ die intensiven
asymmetrischen (Si-O-Si)-Valenzschwingungen detektierbar. Bei Wellenzahlen von
957 cm!, 806 cm™ und 459 cm™ sind dariiber hinaus weitere charakteristische (Si—-OH)-
Deformationsschwingungen, symmetrische (Si-O-5i)-Valenzschwingungen sowie auch
(5i-O-Si)-Deformationsschwingungen zu erkennen. Die breite Bande im Bereich von
3406 cm™ und die Bande bei 1636 cm™ sind durch (O-H)-Valenzschwingungen und (O-H)-
Deformationsschwingungen durch adsorbiertes Wasser begriindet. Bei einer Wellenzahl

von 583 cm™ sind die (Fe-O)-Valenzschwingungen der magnetischen Kerne lokalisiert.
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Abbildung 5.39: IR-Spektrum der unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm).
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Tabelle 5.9: Zuordnung der Schwingungsbanden der unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm).[178180,366,367,370]

Wellenzahl [cm™] Schwingungsart Ursache
3406 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
1630 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
1084 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
957 (S5i-OH)-Valenzschwingung Silica
806 (5i—-O-5i)-Valenzschwingung Silica
583 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
459 (5i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Mit Hilfe der Stickstoff-Physisorption wurde das Porensystem der unmodifizierten
Kern-Schale-Systeme MNPSNP-LP (123 nm) analysiert. Die zugehorige Isotherme sowie
die zugehorige Porenweitenverteilung dieser Partikel ist in Abbildung 5.40 gezeigt. Auch
bei den grofporigen MNPSNP-LP (123 nm) liegt nach IUPAC eine charakteristische
Typ IV-Isotherme fiir mesopordse Systeme vor.?"l Dabei weisen die Partikel eine BET-
Oberflache von 900 m? g! sowie ein Porenvolumen von 1.3 cm? g! bei einem Relativdruck
von p/po=0.97 auf. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen MNPSNPs liegen bei der
Porenweitenverteilung der grofsporigen MNPSNP-LP (123 nm) deutliche Unterschiede
vor. Neben kleineren Poren bei einem Maximum von 5.5 nm durch den Einsatz von CTAB
sind dartiber hinaus auch deutlich grofierere Poren von bis zu 15 nm vertreten, wobei das

zweite Maximum einen Porendurchmesser von 8.1 nm beschreibt.
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Abbildung 5.40: Stickstoff-Physisorptionsisotherme mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) sowie
Porenweitenverteilung der unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm).
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Die hoheren Porendurchmesser dieser Kern-Schale-Systeme wurden zuvor anhand der
Transmissionselektronenmikroskopie bestatigt und sind durch die groflere Menge an
Ethylacetat begriindet, welches als Quellungsagens in der Ol-Wasser-Emulsion wihrend
der Silica-Synthese fungiert. Folglich ist durch Erhohung der Ethylacet-Menge eine
Variation des Porensystems moglich, sodass neben der Variation des FesOs/TEOS-
Verhaltnisses zur Partikelgrofseneinstellung ein weiterer Parameter zur Verfiigung steht,
um die Materialeigenschaften der MNPSNPs gezielt zu beinflussen. Die grofiporigen Kern-
Schale-Systeme MNPSNP-LP (123 nm) mit ihren hoheren Porendurchmessern sind im
Rahmen einer Wirkstoffeinlagerung und Freisetzung insbesondere fiir grofiere Molekiile
interessant. Zu diesen gehoren Wachstumsfaktoren zur Regeneration von Gewebe wie zum
Beispiel BDNF (brain-derived neurotrophic factor), BMP-2 (bone morphogenetic protein 2)
TGF-B3 (transforming growth factor-p3) und VEGF (vascular endothelial growth factor) aber
auch kurze doppelstrangige RNA-Fragmente wie siRNA (short interfering ribonucleic acid)
oder Oberflachenproteine wie CD47 (Cluster of Differentiation 47).1353373-3761 Die grofSporigen
MNPSNP-LP (123 nm) werden in Kapitel 5.1.6 nach einer Funktionalisierung mit dem
organischen Fluorophor RITC beziiglich der magnetischen und optischen Eigenschaften

sowie der Biokompatibilitit weitergehend diskutiert.

5.1.5 Charakterisierung der magnetischen nanopordsen Silica-Nanopartikel mit

periodisch mesopordser Organosilica-Schale

Dieses Kapitel stellt die Ergebnisse der Kern-Schale-Schale-Nanopartikel vor, bei denen
die zuvor beschriebenen MNPSNPs nach einer Vorschrift von Jahnsetal. mit einer
zusatzlichen Schale aus periodisch mesopordsem Organosilica (PMO) umbhiillt wurden. 6]
Fiir die Herstellung dieses magnetischen Multischichten-Komposits wurde ein Ansatz mit
kleinen MNPSNPs mit einer Partikelgrofie von 49 + 5 nm als Kernmaterial verwendet, die
bereits in Kapitel 5.1.3 vorgestellt wurden. Abbildung 5.41 zeigt TEM-Aufnahmen sowie
die Partikelgrofsenverteilung der hergestellten unmodifizierten Kern-Schale-Schale-
Systeme MNPSNP@PMO (76 nm). Die Partikel haben einen mittleren Partikeldurchmesser
von 76 + 5 nm und weisen eine deutlich erkennbare zusétzliche Schale aus PMO auf. Die
dunklen Spots innerhalb der Partikelsystems stellen die magnetischen Kerne dar, welche
von nanopordsem Silica umhiillt sind. Die PMO-Schale besitzt eine mittlere Dicke von

13 £ 1 nm. Dariiber hinaus ist die Porositat der PMO-Matrix zu erkennen, sodass neben
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dieser pordsen Schale durch die eingesetzten MNPSNPs auch ein pordser Kern fiir

potenzielle Wirkstoffeinlagerung und Freisetzung zuganglich ist.

50 60 70 80 90
Durchmesser /| nm

Abbildung 5.41: TEM-Aufnahmen der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm) mit PartikelgrofSenverteilung.

Die Partikelgrofie der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm) und deren Verteilung
wurde auch mittels DLS-Analyse in Wasser untersucht. In Abbildung5.42 ist die
zugehorige Partikelgrofienverteilung dargestellt.
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Abbildung 5.42: Hydrodynamische Partikelgrofienverteilung der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm)
mittels DLS.

Die Partikel besitzen einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 254 + 17 nm
bei einem PDI-Wert von 0.411. Neben der Hydratationshiille im wassrigen Medium ist ein
weiterer Grund fiir den deutlich hoheren mittleren Partikeldurchmesser die starke Tendenz

zur Agglomeration, welche anhand der bimodalen Partikelgrofienverteilung erkennbar ist.
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Durch die Zeta-Potential-Analyse in Wasser wurde bei den Kern-Schale-Schale-Systemen

ein stark negatives Potential von -28.8 + 0.7 mV bestimmt.

Abbildung 5.43 zeigt das IR-Spektrum von MNPSNP@PMO (76 nm) und in Tabelle 5.10

ist zudem die Bandenzuordnung zu den Schwingungen aufgefiihrt.

Abbildung 5.43: IR-Spektrum der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm).
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Tabelle 5.10: Zuordnung der Schwingungsbanden der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm).[180366:367,370,377]

Wellenzahl [cm] Schwingungsart Ursache
3455 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
3064 (C-H)-Valenzschwingung PMO
3015 (C-H)-Valenzschwingung PMO
1638 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
1377 (C-H)-Deformationsschwingung PMO
1155 (Si—-Ph-Si)-Valenzschwingung PMO
1088 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica

937 (S5i-OH)-Valenzschwingung Silica
786 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
643 (C-H)-Deformationsschwingung PMO
525 (Si—-C)-Valenzschwingung PMO
461 (S§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica
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Ahnlich wie bei den IR-Spektren der zuvor vorgestellten Partikelsysteme sind bei einer
Wellenzahl von 1088 cm™ die intensiven asymmetrischen (Si-O-Si)-Valenzschwingungen
vertreten. Die charakteristischen (Si-OH)-Deformationsschwingungen, die symmetrischen
(5i—-O-S5i)-Valenzschwingungen sowie auch die (5i-O-5i)-Deformationsschwingungen
sind bei einer Wellenzahl von 937 cm™, 786 cen! und 461 cm™ zu erkennen. Zudem sind die
(O-H)-Valenzschwingungen und (O-H)-Deformationsschwingungen durch die breite
Bande im Bereich von 3455 cm™ sowie durch die Bande bei 1636 cm™ aufgrund von
adsorbiertem Wasser begriindet. Basierend auf der PMO-Schale dieses Kompositmaterials
sind im IR-Spektrum bei einer Wellenzahl von ca. 3064 cm™ und 3015 cm™ die (C-H)-
Valenzschwingungen sowie bei einer Wellenzahl von 1377 cm™ und 643 cm™ die (C-H)-
Deformationsschwingungen des aromatischen Ringes des BTEB erkennbar. Dariiber
hinaus wird die organische BTEB-Briicke der PMO-Schale durch die charakteristischen
(S8i-Ph-Si)-Valenzschwingungen bei 1155 cm™ sowie die (5i—C)-Valenzschwingungen bei
525 cm™ bestatigt. Somit wird durch die zuséatzlichen Schwingungsbanden verglichen mit
den zuvor vorgestellten MNPSNPs die Formation der PMO-Schale um die unmodifizierten
MNPSNP@PMO (76 nm) verifiziert. Anders als bei den MNPSNPs sind bei diesem Kern-
Schale-Schale-System allerdings die charakteristischen (Fe-O)-Valenzschwingungen der
magnetischen Kerne bei einer Wellenzahl von ca. 570 cm™ nicht zu erkennen. Ein Grund
hierfiir konnte der geringe Anteil des Eisenoxids in diesem Hybrid-System verglichen mit
den MNPSNPs sein, weshalb die Intensitdt der Eisenoxid-Schwingungsbande geringer ist.
Zudem konnten in dem Spektrum die (Si-C)-Valenzschwingungen die (Fe-O)-
Valenzschwingungen {iberdecken, welche in einem &hnlichen Wellenzahl-Bereich
detektiert werden. Die Anwesenheit der magnetischen Kerne konnte jedoch durch die
TEM-Aufnahmen bestatigt werden.

Zur Charakterisierung der pordsen Eigenschaften von MNPSNP@PMO (76 nm) wurden
Stickstoff-Physisorptions-Messungen durchgefiihrt. In Abbildung 5.44 ist die zugehorige
Isotherme mit Adsorption und Desorption sowie die dazugehorige Porenweitenverteilung
dargestellt. Nach IUPAC liegt eine charakteristische Typ IV-Isotherme fiir mesopordse
Systeme vor.?'! Die Partikel besitzen eine BET-Oberflache von 1050 m? g! sowie ein
Porenvolumen von 1.0cm?®g™? bei einem Relativdruck von p/po=0.97. Anhand der
Porenweitenverteilung der unmodifizierten Partikel ist ein bimodaler Verlauf mit zwei
Maxima bei 2.6 nm und 3.8 nm erkennbar. Der durchschnittliche Porendurchmesser von

2.6 nm ist den Poren der dufieren PMO-Schale des Partikelsystems zuzuordnen.*! Dagegen
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stammt der charakteristische Porendurchmesser von 3.8 nm von den MNPSNPs, die bei

diesem Hybridmaterial als Kern eingesetzt wurden.
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Abbildung 5.44: Stickstoff-Physisorptionsisotherme mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) sowie
Porenweitenverteilung der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm).

Bei einem Relativdruck von p/po = 0.47 weist die Isotherme im Desorptionszweig einen
deutlichen Abfall auf. Dieser Abfall ist bei einem Relativdruckbereich von p/po=0.4-0.5
charakteristisch fiir eine kavitatsinduzierte Desorption.”s! Dieser Prozess ist auf
tintenfassformige Poren an der Grenzschicht der nanopordsen Silica-Schale der MNPSNPs
und der Organosilica-Hiille zuriickzufiihren. Hierbei sind die Poren der magnetischen
Silica-Kerne grofser als die Poren der aufieren PMO-Hiille. Zudem koénnen aufgrund der
basischen Reaktionsbedingungen wahrend der PMO-Synthese auch grofiere Hohlrdume an
der Materialgrenze entstehen. Durch die tintenfassférmigen Poren mit einem schmalen
Porenhals konnen spontan Gasblasen gebildet werden, gefolgt von einer plotzlichen
Porenentleerung, welche den deutlichen Abfall im Desorptionszweig erkldrt. Die beiden
unterschiedlichen Porengrofsen bei MNPSNP@PMO (76 nm) bieten ein grofies Potential fiir
ein duale Einlagerung und Freisetzung von zwei unterschiedlichen Wirkstoffen, welche
von Jahns et al. an unmagnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln mit nanopordsem Silica-
Kern und nanopordser PMO-Schale vorgestellt wurden.l®! So konnten aufgrund der
unterschiedlichen chemischen Figenschaften des Silica-Kerns und der PMO-Hiille
unterschiedliche Gastmolekiile in Abhéngigkeit der Polaritat in verschiedene Regionen der
Silica-PMO-Komposite aufgenommen werden. Dadurch konnte eine rasche Freisetzung

aus der hydrophoben PMO-Schale und eine verzogerte Freisetzung aus dem hydrophilen
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Silica-Kern realisiert werden. Dieses System mit einem nanopordsen Silica-Kern und einer
nanopordsen PMO-Hiille in Kombination mit einem superparamagnetischen Kern bietet
somit die Moglichkeit einer gezielten Behandlung von akuten sowie auch chronischen
Infektionen am Implantat.

Mit Hilfe der Thermogravimetrie wurde zudem der organische Anteil des
Partikelsystems MNPSNP@PMO (76 nm) analysiert. Das zugehorige Thermogramm ist in
Abbildung 5.45 abgebildet.
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Abbildung 5.45: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm).

Zu Beginn wird hierbei ein Massenverlust von 6.3% detektiert, welcher dem Verlust an
adsorbierten Wasser bzw. Losungsmittelresten zuzuordnen ist. Der organische Anteil,
welcher bei der Verbrennung der PMO-Schale zu Wasser und Kohlenstoffdioxid ermittelt
wurde, betrdgt 18.8%. Nach erfolgter Analyse liegt eine Restmasse von 74.9% vor, welche
auf die Eisenoxid-Kerne und die Silica-Matrix zuriickzufiihren ist.

Anhand der vorgestellten Ergebnisse liegt mit MNPSNP@PMO (76 nm) ein weiteres
Partikelsystem mit groffem Potential fiir die selektive Behandlung von Implantat-
assoziierten Infektionen mittels des ID-MDT-Prinzips vor. Insbesondere die pordsen
Eigenschaften dieser Kern-Schale-Schale-Systeme mit magnetischen Kernen ermdglichen
aufgrund der unterschiedlichen Porengrofien in Kombination mit den unterschiedlichen
chemischen Charakteristika eine simultane Finlagerung und Freisetzung von
unterschiedlichen Wirkstoffen fiir eine kombinierte Behandlung von akuten und
chronischen Infektionen. Im folgenden Kapitel 5.1.6 werden die Partikel

MNPSNP@PMO (76 nm) nach einer Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor
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RITC weitergehend beziiglich der magnetischen und optischen Eigenschaften sowie der
Biokompatibilitit analysiert und mit den zuvor vorgestellten Partikelsystem

gegeniibergestellt.

5.1.6 Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften und Biokompatibilitat

Die zuvor vorgestellten Ergebnisse der magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel zeigten
die Zuganglichkeit von unterschiedlichen Partikelsystemem auf Basis von
superparamagnetischen hydrophoben Olséaure-stabilisierten FesOs NPs. Durch Variation
der Syntheseparamater konnten hierbei MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofsen
sowie auch unterschiedlichen Porensystemen hergestellt werden. Auch die Umhiillung der
MNPSNPs mit einer zusatzlichen nanopordsen PMO-Schale bietet den Einsatz eines
weiteren sehr interessanten potenziellen Wirkstofftragersystems fiir das ID-MDT-Prinzip.
In diesem Kapitel werden die unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-
Partikelsysteme nach einer Funktionalisierung mit dem organische Fluorophor RITC
beziiglich der generellen Materialeigenschaften und tiefergehend beziiglich der
magnetischen und optischen Eigenschaften sowie der Biokompatibilitat diskutiert.
Inbesondere der Einfluss der superparamagnetischen Eisenoxid-Kerne auf die Absorption
und Emission von Licht soll hierbei mit Hinblick auf eine potenzielle
Fluoreszenzausloschung (fluroescence quenching) naher betrachtet werden. Basierend auf
diesen Ergebnissen werden die magnetischen fluoreszierenden Kern-Schale-Nanopartikel
anhand von Zellviabilitats-Analysen sowie der Fluoreszenzmikroskopie auf die Fignung
der Partikel fiir den Einsatz im ID-MDT-Prinizips sowie der Biobildgebung untersucht.

In Abbildung 5.46 sind TEM-Aufnahmen sowie die Partikelgrofienverteilungen der in
Kapitel 5.1.3 vorgestellten MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien nach der
Funktionalisierung mit RITC dargestellt. Dariiber hinaus sind die ermittelten
Partikeldurchmesser der funktionalisierten Partikel sowie der eingesetzten hydrophoben
Olsdure-stabilisierte FesO:NPs in Tabelle 5.11 zusammengefasst. Auch nach der
Funktionalisierung mit RITC weisen die MNPSNPs Partikeldurchmesser von von
499+4nm bis zu 94+8nm auf. Ein Einfluss der Fluorophor-Modifizierung auf die
spharische Morphologie sowie die Porositdt konnte anhand der TEM-Aufnahmen nicht

festgestellt werden. Die pordse Silica-Matrix der MNPSNPs ist weiterhin vorhanden und
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die magnetischen Kerne sind deutlich durch die dunklen Spots in den funktionalisierten

Kern-Schale-Nanopartikeln zu erkennen.
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Abbildung 5.46:  TEM-Aufnahmen  und  Partikelgrofienverteilungen = der  RITC-modifizierten
MNPSNP@RITC (49 nm) (A), MNPSNP@RITC (61 nm) (B), MNPSNP@RITC (69 nm) (C),

MNPSNP@RITC (78 nm) (D) und MNPSNP@RITC (94 nm) (F).

Mit Hilfe der DLS-Analyse wurden die mittleren hydrodynamischen Durchmesser der
RITC-funktionalisierten MNPSNPs untersucht. Die Partikelgrofienverteilungen sind in
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Abbildung 5.47 abgebildet und die zugehorigen hydrodynamischen Durchmesser mit PDI-
Werten sind in Tabelle 5.11 aufgefiihrt.
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Abbildung 5.47: Hydrodynamische Partikelgrofienverteilungen der RITC-modifizierten MNPSNPs mittels
DLS. MNPSNP@RITC (49 nm) (orange), MNPSNP@RITC (61 nm) (blau), MNPSNP@RITC (69 nm) (schwarz),
MNPSNP@RITC (78 nm) (lila) und MNPSNP@RITC (94 nm) (griin).

Tabelle 5.11: Ergebnisse der TEM-, DLS-, Zeta-Potential-, und VSM-Analysen der hydrophoben Olsdure-
stabilisierten FesOsNPs und RITC-modifizierten MNPSNPs (MNPSNP@RITC). d: Durchmesser.
PDI: Polydispersitatsindex. C: Zeta-Potential. M: Sattigungsmagnetisierung

Probe drem [nm] dois [nm] PDI ¢ [mV] M [emu g']
FesOs NPs 10£2 - - - 29.6

(49 nm) 49 +4 145+7 0.346 -264+0.6 7.4

(61 nm) 61+4 158 +6 0.332 -27.0+1.2 3.1

(69 nm) 69+5 162 +9 0.361 -26.3+1.2 21

(78 nm) 78+6 172+7 0.357 -272+1.0 1.6

(94 nm) 94 +8 198 +7 0.356 -27.2+0.6 1.3

Verglichen mit den ermittelten Partikeldurchmessern der TEM-Analyse weisen die
RITC-modifizierten Partikel, wie auch zuvor bei den unmodifizierten MNPSNPs, hohere
hydrodynamische Durchmesser von 145+7 nm bis zu 198 +7nm auf. Die hoheren
Partikelgrofsen basieren hier ebenfalls auf den Hydratationshiillen im wassrigen Medium.
Allerdings liegen bei den RITC-modifizierten Partikeln hohere hydrodynamische
Partikeldurchmesser als bei den unmodifizierten MNPSNPs vor. Ein Grund hierfiir besteht
in der Modifizierung des organischen Fluorophors RITC auf die Oberflache der Silica-
Matrix. Zudem sind bei Betrachtung der Partikelgrofsenverteilungen aus den DLS-
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Analysen, Agglomerationen der Partikel zu erkennen, welche die durchschnittlichen
hydrodynamischen Durchmesser erhohen. Diese Agglomerationen konnen durch eine
Verringerung der Zeta-Potentiale auf ca. -27 mV in Wasser begriindet sein. Dennoch
besitzen die MNPSNPs auch nach der Modifizierung hohe negative Obefldchenladungen,
welche eine prinzipielle kolloidale Stabilitit von Dispersionen durch elektrostatische
Repulsion unterstiitzen. Die Zeta-Potentiale sind ebenfalls in Tabelle 5.11 aufgefiihrt.

Die magnetischen Eigenschaften der RITC-funktionalisierten MNPSNPs sowie der
eingesetzten hydrophoben Olsiure-stabilisierten FesOs NPs als Kernmaterial wurden
mittels Vibrationsmagnetometer analysiert. Die zugehorigen Magnetisierungskurven der
eingesetzten Kerne und der Kern-Schale-Nanopartikel sind in Abbildung 5.48 dargestellt

und die ermittelten Sattigungsmagnetisierungen sind in Tabelle 5.11 zusammengefasst.
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Abbildung 5.48: Magnetisierungskurven der hydrophoben Olsaure-stabilisierten FesOs NPs (A) und der RITC-
modifizierten MNPSNPs (B) im Hochfeld bei Raumtemperatur. Unten rechts sind jeweils die Magnetisierungs-
kurven im Niedrigfeld abgebildet. MNPSNP@RITC (49 nm) (orange), MNPSNP@RITC (61 nm) (blau),
MNPSNP@RITC (69 nm) (schwarz), MNPSNP@RITC (78 nm) (lila) und MNPSNP@RITC (94 nm) (griin).

Die Sattigungsmagnetisierung der hier eingesetzten magnetischen Kerne betragt
29.6emug' und anhand der Magnetisierungskurve sind superparamagnetische
Eigenschaften ohne Remanenz erkennbar. Die fehlende Remanenz ist insbesondere durch
die Magnetisierungskurve im Niedrigfeld ersichtlich. Die Magnetisierungskurven der
RITC-modizierten MNPSNPs zeigen ebenfalls superparamagnetisches Verhalten ohne
Hysterese. Allerdings sind die Sattigungsmagnetisierungen der Kern-Schale-Systeme
deutlich geringer verglichen zu dem eingesetzten Kernmaterial. Mit steigender
Partikelgrofse von 49 nm bis zu 94 nm sinkt die Sattigungsmagnetisierung von 7.4 emu g

auf 1.3emug?. Der Grund fiir die Verringerung der Magnetisierung liegt in dem
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sinkenden Massenanteil der Eisenoxid-Kerne in den MNPSNPs mit steigender
Partikelgrofse. Basierend auf der Sattigungsmagnetisierung der magnetischen Kerne und
den RITC-funktionalisierten MNPSNPs kann der Massenanteil der Kern-Schale-Systeme
berechnet werden. Dadurch besitzen die RITC-funktionalisierten MNPSNPs die folgenden
Massenanteile an magnetischen Kernen: MNPSNP@RITC (49 nm): 25%,
MNPSNP@RITC (61 nm): 11%, MNPSNP@RITC (69 nm): 7%, MNPSNP@RITC (78 nm): 5%
und MNPSNP@RITC (94 nm): 4%.

Die Modifizierung der MNPSNPs mit dem organischen Fluorophor RITC wurde mittels
IR-Spektroskopie analysiert und ist in den IR-Spektren in Abbildung 5.49 dargestellt. Die
Zuordnung der Banden zu den Schwingungen der modifizierten Partikel ist in Tabelle 5.12

beschrieben.
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Abbildung 5.49:  IR-Spektren der RITC-modifizierten =~ MNPSNPs. MNPSNP@RITC (49 nm) (A),
MNPSNP@RITC (61 nm) (B), MNPSNP@RITC (69 nm) (C), MNPSNP@RITC (78 nm) (D) und
MNPSNP@RITC (94 nm) (E).

Wie schon bei den unmodifizierten MNPSNPs sind auch die Spektren der RITC-
modifizierten MNPSNPs nahezu identisch zueinander. So befinden sich im
Wellenzahlenbereich von ca. 1085 cm™ die sehr intensiven asymmetrischen (5i—O-5i)-
Valenzschwingungen. Zudem sind auch durch die Silica-Schale im Bereich von 965 cm™,
800 cm™ und 460 cm™ weitere (Si-OH)-Deformationsschwingungen, symmetrische
(5i-O-Si)-Valenzschwingungen sowie auch (Si-O-Si)-Deformationsschwingungen zu
erkennen. Die charakteristischen (Fe-O)-Valenzschwingungen der magnetischen Kerne

sind bei allen Spektren bei Wellenzahlen im Bereich von ca. 570 cm™ und 580 cm™
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detektierbar. Eine breite Bande im Bereich von ca. 3430 cm™ und 3460 cm™ und eine weitere
schmalere Bande im Bereich um ca. 1635 cm™ sind durch adsorbiertes Wasser in Form von
(O-H)-Valenzschwingungen sowie (O-H)-Deformationsschwingungen begriindet.
Dartiber hinaus sind durch die RITC-Modifizierung bei den funktionalisierten MNPSNPs
zusatzliche Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von ca. 2990 cm™!
und 2910 cm™ sowie (C-H)-Deformationsschwingungen bei einer Wellenzahl von

1395 cm! sichtbar.

Tabelle 5.12: Zuordnung der Schwindungsbanden der IR-Spektren der RITC-modifizierten MNPSNPs.
MNPSNP@RITC (49 nm) (A), MNPSNP@RITC (61 nm) (B), MNPSNP@RITC (69 nm) (C),
MNPSNP@RITC (78 nm) (D) und MNPSNP@RITC (94 nm) (E) (Wellenzahl [cm-1]).1175180.366367,370]

A B C D E Schwingungsart
3427 3445 3457 3449 3452 (O-H)-Valenzschwingung
2987 2987 2984 2990 2984 (C-H)-Valenzschwingung
2911 2907 2906 2912 2912 (C-H)-Valenzschwingung
1632 1637 1638 1638 1634 (O-H)-Deformationsschwingung
1390 1396 1394 1396 1393 (C-H)-Deformationsschwingung
1085 1085 1085 1085 1089 (5i-O-Si)-Valenzschwingung
965 965 966 964 966 (5i-OH)-Valenzschwingung
800 800 801 801 801 (S§i-O-5i)-Valenzschwingung
574 574 577 574 568 (Fe-O)-Valenzschwingung
462 463 464 467 464  (S5i-O-Si)-Deformationsschwingung

Mit Hilfe der Stickstoff-Physisorption wurde der Einfluss der RITC-Modifizierung auf
die Porositit der funktionalisierten MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien
analysiert. In Abbildung 5.50 sind die zugehorigen Physisorptionsisothermen mit
Adsorption und Desorption sowie die zugehorigen Porenweitenverteilungen der
modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel abgebildet. Die ermittelten Daten fiir die BET-
Oberflachen, die Porenvolumina, und die mittleren Porendurchmesser sind zudem in
Tabelle 5.13 aufgefiihrt. Nach der Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor
RITC liegen weiterhin charakteristische Typ IV-Isothermen nach IUPAC fiir mesoporose
Systeme vor.1?"®l Die Isothermen sehen hierbei untereinander sowie auch verglichen mit den

zuvor beschriebenen funktionalisierten MNPSNDPs nahezu identisch aus.
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Abbildung 5.50: Stickstoff-Physisorptionsisothermen mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) sowie
Porenweitenverteilungen der RITC-modifizierten MNPSNPs. MNPSNP@RITC (49 nm) (A),
MNPSNP@RITC (61 nm) (B), MNPSNP@RITC (69 nm) (C), MNPSNP@RITC (78 nm) (D) und
MNPSNP@RITC (94 nm) (E).

Die BET-Oberflachen der RITC-funktionalisierten Partikel rangieren von 790 m? g™ bis

910 m2 g'! mit zunehmendem Partikeldurchmesser. Ahnlich wie bei den unmodifizierten
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MNPSNPs ist die Vergroflerung der BET-Oberfliche mit zunehmendem
Partikeldurchmesser durch den geringeren Volumenanteil der magnetischen Kern-
Nanopartikel und damit grofierem Anteil an pordsem Silica bei der Synthese der grofieren
Kern-Schale-Systeme zu erkldren. Die Partikel weisen Porenvolumina von 1.0 cm?® g™ bis
1.2cm3 g?! und Porendurchmesser von 3.8nm bis 4.1 nm auf. Verglichen mit den
unmodifizierten Partikeln ist die Porositit der RITC-modifizierten Systeme leicht
verringert, was auf die kovalente Anbindung des organischen Fluorophors RITC im

Porensystem des Silicas zuriickzufiihren ist.

Tabelle 5.13: Ergebnisse der Stickstoff-Physisorptions-Analysen und Thermogravimetrie der RITC-
modifizierten MNDPSNPs. Seer: BET-Oberflache. Vrore: Porenvolumen. drore: Porendurchmesser.
m (RITC): Massenverlust an RITC.

Probe Seer [m2 g1l Veore [cm3 g']  dpore [nm] m (RITC) [%]
MNPSNP@RITC (49 nm) 790 1.2 4.1 7.0
MNPSNP@RITC (61 nm) 800 1.1 4.1 7.8
MNPSNP@RITC (69 nm) 830 1.1 3.8 7.3
MNPSNP@RITC (78 nm) 890 1.1 3.8 9.3
MNPSNP@RITC (94 nm) 910 1.0 4.1 6.7

Die RITC-modifizierten MNPSNPs wurden auch mittels Thermogravimetrie zur

Quantifizierung untersucht. Die Thermogramme sind in Abbildung 5.51 dargestellt.
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Abbildung 5.51: Thermogravimetrische Analyse der RITC-modifizierten MNPSNPs.

MNPSNP@RITC (49 nm) (orange), MNPSNP@RITC (61 nm) (blau), MNPSNP@RITC (69 nm) (schwarz),
MNPSNP@RITC (78 nm) (lila) und MNPSNP@RITC (94 nm) (griin).
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Dartiber hinaus sind die zugehorigen Massenverluste im Temperaturbereich zwischen
120°C und 600°C in Tabelle 5.13 zusammengefasst. Hierbei besitzen die RITC-
modifizierten MNPSNPs (49 nm, 61 nm, 69 nm, 94 nm) Massenverluste von 6.7% bis 7.8%.
Einzig MNPSNP@RITC (78 nm) hat einen leicht hdheren Massenverlust von 9.3%, was auf
eine hohere Menge an angebundenem RITC hindeutet.

Die Charakterisierung der optischen Eigenschaften der RITC-modifizierten MNPSNPs
mittels Emissions- und Absorptionsspektren sowie Fotographien von Partikeldispersionen
sind in Abbildung 5.52 dargestellt. Zudem sind Absorptionspektren der unmodifizierten
MNPSNPs gezeigt.

150000 - 0.30 S
— MNPSNP@RITC (94 nm) MNPSNP@RITC (49 nm)
o —— MNPSNP@RITC (61 nm)
° —— MNPSNP@RITC (78 nm)
c —— MNPSNP@RITC (69 nm)
S 125000 4 ——MNPSNP@RITC (69 nm) 0.25
< —— MNPSNP@RITC (78 nm)
3 — MNPSNP@RITC (61 nm) — MNPSNP@RITC (94 nm)
——MNPSNP@RITC (49 nm)
© 100000 4 < 020+
a 5] s
) s 00
(72} O
S 75000 1 3 0.15 S 0.06
Q. Q =
£ < S 004
T 50000 - 010+ S 002 :f\\\
Q
7} 0.00
g 25000 0.05 + 500 520 540 560 580 600
Wellenldnge / nm
w
0.00
0 T T T T 1 T T T T 1
550 600 650 700 750 400 500 600 700 800
Wellenldnge / nm Wellenlénge / nm

0.30 -
C —— MNPSNP (49 nm)
—— MNPSNP (61 nm)

( D
(
0.25 1 —— MNPSNP (69 nm)
—— MNPSNP (78 nm) '
020 ] —— MNPSNP (94 nm)

0.08

0.00 &

500 520 540 560 580 600
Wellenléange / nm

Absorption
Absorption

o o

f 8

o
o
R

400 500 600 700 800
Wellenldnge / nm

Abbildung 5.52: Emissionsspektren (Anregungswellenldnge bei 523 nm) (A) und Absorptionsspektren (B) der
RITC-modifizierten MNPSNPs. MNPSNP@RITC (49 nm) (orange), MNPSNP@RITC (61 nm) (blau),
MNPSNP@RITC (69 nm) (schwarz), MNPSNP@RITC (78 nm) (lila) und MNPSNP@RITC (94 nm) (griin).
Absorptionsspektren (C) der unmodifizierten MNPSNPs. MNPSNP (49 nm) (orange), MNPSNP (61 nm) (blau),
MNPSNP (69 nm) (schwarz), MNPSNP (78 nm) (lila) und MNPSNP (94 nm) (griin). Unten rechts wird die
Absorption zwischen 500 nm und 600 nm vergrofSert dargestellt. Fotographien von Partikeldispersionen (D)
der RITC-modifizierten = MNPSNPs unter normalem  Licht (oben) und  UV-Licht (unten).
MNPSNP@RITC (49 nm) (1), MNPSNP@RITC (61 nm) (2), MNPSNP@RITC (69 nm) (3),
MNPSNP@RITC (78 nm) (4) und MNPSNP@RITC (94 nm) (5).
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Die Emissionsspektren der funktionalisierten Kern-Schale-Nanopartikel weisen bei
einer Anregungswellenldnge von 523 nm ein deutliches Emissionsmaximum bei 571 nm
auf, welches charakteristisch fiir das organische Fluorophor RITC ist. Die
Fluoreszenzintensitit steigt hierbei mit steigendem Partikeldurchmesser von 49 nm bis
78 nm. Bei MNPSNP@RITC (94 nm) liegt die Fluoreszenzintensitit zwischen den
Intensitaten der Partikel mit einem Durchmesser von 61 nm und 69 nm, was durch zwei
mogliche Griinde erkldrt werden kann. Zum einen ist die Menge an angebundenem RITC
mit 6.7% bei den funktionalisierten Partikel mit einem Durchmesser von 94 nm geringer
verglichen mit den anderen RITC-modifizierten MNPSNPs. Zum anderen neigen die
Partikel mit hoheren Partikeldurchmesser zur Agglomeration, was auch anhand der DLS—
und Zeta-Potential-Analyse gezeigt werde konnte. Durch diese Agglomeration von
MNPSNP@RITC (94 nm) werden einige Partikel aufgrund von Sedimentation in der
Dispersion nicht vom Anregungslicht des Fluoreszenzspektrometers angeregt, wodurch
folglich die geringere Fluoreszenzintensitat detektiert wird.

Bei Betrachtung der Absorptionsspektren der RITC-modifizierten MNPSNPs ist ein
gegenlaufiger Trend erkennbar. Hierbei sinkt die Absorptionsintensitat mit zunehmender
Partikelgrofse. Das Absorptionsmaximum ist bei allen Partikeln bei 549 nm lokalisiert, was
charakteristisch fiir das organische Fluorophor RITC ist. Zur genaueren Untersuchung des
gegenlaufigen Trends der Emissionsspektren und der Absorptionsspektren wurden zudem
Absorptionsspektren der unmodifizierten MNPSNPs gemessen und somit der Einfluss der
magnetischen Kerne auf die optischen Eigenschaften analysiert. Auch bei den
unmodifizierten MNPSNPs sinkt die Absorptionsintensitit mit zunehmendem
Partikeldurchmesser, was noch deutlicher in der vergrofserten Darstellung der Spektren
zwischen 500 nm und 600 nm zu erkennen ist. Bei der Analyse der mit RITC modifizierten
Partikel mittels Fluoreszenzspektrokopie werden die Kern-Schale-Systeme bei einer
Wellenldnge von 523 nm angeregt. Bei dieser Wellenldnge besitzen die kleinsten
unmodifizierten MNPSNPs mit einem Durchmesser von 49nm die hochste Absorption mit
einer optischen Dichte von 0.027, wogegen die grofiten unmodifizierten MNPSNPs mit
einem Durchmesser von 94 nm die geringste Absorption mit einer optischen Dichte von
0.010 aufweisen. Das geringere Absorptionsverhalten bei den grofieren MNPSNPs kann
durch den Gehalt an magnetischen Kernen in den Kern-Schale-Systemen erkléart werden.
Basierend auf denselben eingesetzten Massenkonzentrationen der Partikel (250 ug mL™")

fiir die Analysen, haben die kleinen MNPSNPs einen hoheren Gehalt an magnetischen
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Kernen verglichen zu den grofieren Kern-Schale-Systemen. Dieser hohere Gehalt an
magnetischen Kernen, welcher auch anhand der Analyse der RITC-modifizierten
MNPSNPs mittels Vibrationsmagnetometer verifiziert wurde, fithrt zu einer hoheren
Absorption. Die hohere Absorption der kleinen MNPSNPs fiihrt in den
Emissionsmessungen wiederum zu einer Abschwéachung des Anregungslichtes bei 523 nm
und folglich zu einer Verringerung der resultierenden Fluoreszenzintensitdt. Zudem
weisen die kleineren MNPSNPs auch eine hohere Absorption bei einer Wellenlange von
571 nm auf, sodass das emittierte Licht zum Teil ebenfalls stiarker von den kleinen
MNPSNPs  absorbiert und die Fluoreszenz zusatzlich abgeschwacht wird.
Zusammenfassend besitzen die RITC-modifizierten MNPSNPs mit sinkendem
Partikeldurchmesser eine schwichere Fluoreszenz aufgrund des hoheren Gehaltes an
magnetischen Kernen und folglich einer stdrkeren Lichtabsorption und einem damit
verbundenen Verlust an Anregungs- sowie auch Emissionslicht. Die starkere Fluoreszenz
der grofleren RITC-modifizierten MNPSNPs ist auch anhand der Fotographien der
Partikeldispersionen unter Einfluss von UV-Licht erkennbar. Fine vollstandige
Fluoreszenzloschung der RITC-modifizierten MNPSNPs, bei welcher die Emission mittels
Fluoreszenzspektroskopie nicht detektiert wird oder auch visuell an den Dispersionen
unter UV-Licht nicht zu erkennen ist, konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Neben den RITC-modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikeldurchmessern
wurden zum Vergleich auch die modifizierten groffporigen MNPSNP-LP@RITC (123 nm)
sowie die modifizierten Kern-Schale-Schale-Systeme MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) mit
zusdtzlicher PMO-Schale hinsichtlich der generellen Materialeigenschaften und
tiefergehend beziiglich der magnetischen und optischen Eigenschaften sowie der
Biokompatibitlitdt untersucht. Hierzu sind in Abbildung 5.53 TEM-Aufnahmen sowie
Partikelgrofienverteilungen der in Kapitel 5.1.4 vorgestellten grofiporigen Partikelsysteme
MNPSNP-LP(123 nm) und der in Kapitel 5.1.5 vorgestellten Kern-Schale-Schale-Systeme
MNPSNP@PMO (76 nm) nach erfolgter RITC-Modifizierung dargestellt. Dariiber hinaus
ist der Ansatz der eingesetzten hydrophoben Olsdure-stabilisierten FesO: NPs gezeigt,
welche als Kernmaterialien fiir die beiden modifizierten magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel —eingesetzt ~wurden. Die ermittelten Partikeldurchmesser der
funktionalisierten Partikelsysteme sowie der eingesetzten magnetischen Kerne sind zudem
in Tabelle 5.14 aufgefiihrt. Nach der Funktionalisierung besitzen die grofSporigen Kern-
Schale-Systeme MNPSNP-LP@RITC (123 nm) einen mittleren Partikeldurchmesser von
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123 + 11 nm. Die modifizierten Partikelsysteme MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) weisen
einen mittleren Partikeldurchmesser von 76 + 6 nm auf. Die Partikelgrofsen sind hierbei
identisch zu den unmodifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln. Anhand der
TEM-Aufnahmen ist bei beiden Partikelsystemen nach der Fluorophor-Modifizierung kein
Einfluss auf die sphérische Morphologie sowie die Porositdt ersichtlich. Zudem sind
weiterhin die pordsen Schalen sowie die magnetischen Kerne durch die dunklen Spots
erkennbar. Die PMO-Schale von MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) besitzt weiterhin eine
Schalendicke von 13 + 1 nm, sodass die RITC-Modifizierung anhand der TEM-Aufnahmen
auch bei der PMO-Matrix keinen Einfluss hat. Der eingesetzte Ansatz an magnetischen
Kernen fiir diese beiden Partikelsysteme weist einen mittleren Partikeldurchmesser von
11 + 3 nm auf. Verglichen mit den eingesetzten magnetischen Kernen mit einem mittleren
Durchmesser von 10 + 2 nm fiir die RITC-modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen

Partikeldurchmessern besitzen diese Kerne somit leicht hohere Partikelgrofien.

120 e 80 90 100 —
Durchmesser | nm 100 nm Durchmesser | nm 100 nm

Abbildung 5.53: TEM-Aufnahmen und Partikelgroienverteilungen von MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (A),
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (B) und der hydrophoben Olséaure-stabilisierten FesOs NPs (C).
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Die mittleren hydrodynamischen Durchmesser der beiden Partikelsysteme
MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) wurden mittels DLS-
Analyse bestimmt. In Abbildung 5.54 sind die Partikelgrofsenverteilungen der Partikel
abgebildet. In Tabelle 5.14 sind die zugehorigen hydrodynamischen Durchmesser mit PDI-

Werten sowie Ergebnisse der Zeta-Potential-Messungen zusammengefasst.
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Abbildung 5.54: Hydrodynamische Partikelgrofienverteilungen der RITC-modifizierten Kern-Schale-
Nanopartikel mittels DLS. MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (braun) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (grau).

Tabelle 5.14: Ergebnisse der TEM-, DLS-, Zeta-Potential-, und VSM-Analysen der hydrophoben Olsaure-
stabilisierten ~ FesOs NPs, MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (A) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (B).
d: Durchmesser. PDI: Polydispersitatsindex. C: Zeta-Potential. M: Sattigungsmagnetisierung

Probe drem [nm] dois [nm] PDI ¢ [mV] M [emu g']
FesOs NPs 11+3 - - - 514
A 123 +11 234+6 0.417 -26.3+0.4 3.2
B 76 £6 248 £ 6 0.635 -21.7+0.5 4.0

Die RITC-modifizierten MNPSNP-LP@RITC (123 nm) besitzen einen mittleren
hydrodynamischen Durchmesser von 234 + 6 nm mit einem PDI-Wert von 0.417. Das Zeta-
Potential betragt —26.3 + 0.4 mV in Wasser. Die modifizierten Kern-Schale-Schale-Systeme
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) haben eine hydrodynamischen Durchmesser von
248 + 6 nm mit einem PDI-Wert von 0.635. Nach der RITC-Modifizierung liegt bei diesem
Partikelsystem ein negatives Zeta-Potential von -21.7 + 0.5 mV in Wasser vor. Anhand der
Partikelgrofienverteiligung der modifizierten grofSporigen Partikel ist eine deutliche

Tendenz zur Agglomeration zu erkennen. Zum einen ist das Zeta-Potential nach der
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Funktionalisierung nicht mehr so stark negativ verglichen zu den unmodifizierten
MNPSNP-LP (123 nm) mit einem Zetapotential von —28.2 + 0.7 mV, sodass die Stabilitit der
Partikeldispersion in Wasser verringert ist. Zum anderen konnte die Partikelagglomeration
durch die héheren Durchmesser und folglich durch die hohere Masse begiinstigt sein. Auch
bei den modifizierten MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) ist anhand der bimodalen
Partikelgrofsenverteilung des hydrodynamischen Durchmessers eine deutliche Tendenz
zur Partikelagglomeration erkennbar. Verglichen mit den unmodifizierten Partikeln
MNPSNP@PMO (76 nm) mit einem Zeta-Potential von —28.8 + 0.7 mV sind bei den RITC-
modifizierten Partikeln die Oberflachenladung und folglich die elektrostatischen
Abstofsungskrifte deutlich verringert, wodurch die Agglomeration der Partikel in Wasser
erleichtert wird.

Auch bei MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) sowie bei
den eingesetzten hydrophoben Olsédure-stabilisierten FesOs NPs als Kernmaterial wurden
die magnetischen Eigenschaften mit Hilfe eines Vibrationsmagnetometers charakterisiert.
In Abbildung 5.55 sind die zugehorigen Magnetisierungskurven dargestellt. In Tabelle 5.14
sind die ermittelten Sattigungsmagnetisierungen der eingesetzten Kerne und der RITC-

modifizierten Partikel aufgefiihrt.
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Abbildung 5.55: Magnetisierungskurven der hydrophoben Olsdure-stabilisierten FesOs NPs (A) und der RITC-
modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel (B) im Hochfeld bei Raumtemperatur. Unten rechts sind die
Magnetisierungskurven  im  Niedrigfeld  abgebildet. =~ MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (braun)  und
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (grau).

Die Magnetisierungskurven der eingesetzten magnetischen Kerne sowie der beiden

RITC-modifizierten Partikelsysteme bestdtigen superparamagnetisches Verhalten ohne

144



Ergebnisse und Diskussion

eine Remanenz. Auch hier ist wieder die fehlende Remanenz insbesondere durch die
Magnetisierungskurven im Niedrigfeld erkennbar. Die hier eingesetzten Kerne besitzen
eine Sattigungsmagnetisierung von 51.4 emu g™'. Damit ist die Sattigungsmagnetisierung
dieser FesOs NPs deutlich starker im Vergleich zu den eingesetzten Kernen fiir die RITC-
modifizierten MNPSNPs mit einer Sattigungsmagnetisierung von 29.6 emu g'. Die hohere
Magnetisierung beruht hierbei auf der hoheren durchschnittlichen Partikelgrofie. Bei
superparamagnetischen Nanopartikeln ist die Sattigungsmagnetisierung abhangig von der
Partikelgrofse, wobei eine Verringerung der Magnetisierung mit einer Verkleinerung der
Partikelgrofsen verbunden ist.[?%1% Durch die hohere Sattigungsmagnetisierung der hier
eingesetzten Kerne weisen die modifizierten magnetischen Kern-Schale-Systeme eine
relativ starke Magnetisierung verglichen mit den zuvor beschriebenen RITC-modifizierten
MNPSNPs auf. MNPSNP-LP@RITC (123 nm) hat eine Sattigungsmagnetisierung von
3.2 emu g ! mit einem Massenanteil an magnetischen Kernen von 6% im grofiporigen Kern-
Schale-System. Die Sattigungsmagnetisierung des RITC-modifizierten Kern-Schale-Schale-
Systems MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) betragt 4.0 emu g mit einem Massanteil an
magnetischen Kernen von 8%.

Mit Hilfe der IR-Spektroskopie wurde die RITC-Modifizierung der Kern-Schale-Systeme
MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) analysiert. Die
zugehorigen IR-Spektren sind in Abbildung 5.56 dargestellt und die Zuordnung der

Banden zu den Schwingungen der modifizierten Partikel ist in Tabelle 5.15

zusammengefasst.
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Abbildung 5.56: IR-Spektren der RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel.

MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (A) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (B).
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Tabelle 5.15: Zuordnung der Schwindungsbanden der IR-Spektiren der RITC-modifizierten Kern-Schale-

Nanopartikel. MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (A) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (B)
(Wellenzahl [cm-1]).[178180.366.367370,377
A B Schwingungsart Ursache
3458 3458 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
- 3062 (C-H)-Valenzschwingung PMO
- 3014 (C-H)-Valenzschwingung PMO
2987 2968 (C-H)-Valenzschwingung RITC
2912 2907 (C-H)-Valenzschwingung RITC
1637 1637 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
1397 1380 (C-H)-Deformationsschwingung PMO, RITC
- 1156 (Si-Ph-Si)-Valenzschwingung PMO
1090 1090 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
969 942 (S5i-OH)-Valenzschwingung Silica
800 783 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
- 641 (C-H)-Deformationsschwingung PMO
569 - (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
- 525 (S§i-C)-Valenzschwingung PMO
467 467 (§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Bei beiden Spektren liegen im Wellenzahlenbereich von 1090 cm™ die sehr intensiven
asymmetrischen (Si-O-5i)-Valenzschwingungen der Silica-Schale vor. Weitere (Si-OH)-
Deformationsschwingungen, symmetrische (Si—-O-5i)-Valenzschwingungen sowie auch
(5i-O-Si)-Deformationsschwingungen sind daiiber hinaus im Bereich von 940 cm™ bis
970 cm™?, von 780 cm™ bis 800 cm™ und 467 cm™ detektierbar. Die breite Bande bei einer
Wellenzahl von 3458 cm™ sowie die schmalere Bande bei 1637 cm™ basieren auf (O-H)-
Valenzschwingungen sowie (O-H)-Deformationsschwingungen von adsorbiertem Wasser.
Die RITC-Modifizierung bei den funktionalisieren Kern-Schale-Nanopartikeln wird durch
zusatzliche (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von ca. 2970 cm™ bis
2990 cm™ und ca. 2910 cm™ sowie (C-H)-Deformationsschwingungen bei einer Wellenzahl
von 1380 cm™ bis 1397 cm™ bestdtigt. Bei MNPSNP-LP@RITC (123 nm) sind bei einer
Wellenzahl von 569 cm™ charakterisitsche (Fe-O)-Valenzschwingungen der magnetischen
Kerne zu erkennen. Diese Schwingungen sind allerdings im Spektrum von

MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) nicht ersichtlich. Neben dem geringen Anteil an
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magnetischen Kernen kénnten hierbei die (Si—-C)-Valenzschwingungen der PMO-Schale bei
525 cm™ die (Fe-O)-Valenzschwingungen {iiberdecken, da diese in einem dhnlichen
Wellenzellenbereich detektiert werden. Aufgrund der PMO-Schale des modifizierten Kern-
Schale-Schale-Systems sind die (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von ca.
3062 cm™ und 3014 cm™! sowie auch die (C-H)-Deformationsschwingungen bei einer
Wellenzahl von 1385 cm™ und 643 cm™ durch den aromatischen Ring der organischen
BTEB-Briicke vertreten. Die charakteristischen (Si-Ph-Si)-Valenzschwingungen bei
1156 cm™ basieren ebenfalls auf dem BTEB-Linker der PMO-Schale.

Mittels Stickstoff-Physisorption wurde der Einfluss der RITC-Modifizierung auf die
Porositit von MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm)
charakterisiert. Die zugehorigen Physisorptionsisothermen sowie Porenweiten-
verteilungen sind in Abbildung 5.57 dargestellt. In Tabelle 5.16 sind die ermittelten Daten

fur die BET-Oberflaichen, Porenvolumina und die mittleren Porendurchmesser

Zusammengefasst.
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Abbildung 5.57: Stickstoff-Physisorptionsisothermen mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) sowie
Porenweitenverteilungen der RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel. MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (A)
und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (B).

Tabelle 5.16:  Ergebnisse der  Stickstoff-Physisorptions-Analysen ~und Thermogravimetrie = von
MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (A) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (B). Seer: BET-Oberflache.
Vrore: Porenvolumen. drore: Porendurchmesser. m (RITC): Massenverlust an RITC.

Probe Seer [m? g1] Vrore [cm?® g7] drore [Nm] m (RITC) [%]
A 680 1.1 43/8.1 6.3
B 1110 1.0 26/3.7 4.2
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Bei beiden Isothermen der RITC-modifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel
liegt wieder nach IUPAC eine charakteristische Typ IV-Isotherme fiir mesopordse Systeme
vor.25l MNPSNP-LP@RITC (123 nm) besitzt nach der Funktionalisierung eine BET-
Oberflache von 680 m? g! sowie ein Porenvolumen von 1.1 cm? g™ bei einem Relativdruck
von p/po=097. Ahnlich wie bei den unmodifizierten grofporigen Kern-Schale-
Nanopartikeln, weisen die RITC-modifizierten Partikel unterschiedliche
Porendurchmesser auf. So liegen in der Porenweitenverteilung neben Kkleineren
Porendurchmessern mit einem Maximum bei 4.3 nm auch grofiere Poren von bis zu 15 nm
und einem weiteren Maximum bei 8.1 nm vor. Die Porositdt der modifizierten Partikel ist
verglichen mit den unmodifizierten MNPSNP-LP (123 nm) aufgrund der kovalenten
Anbindung des organischen Fluorophors verringert. Das modifizierte Kern-Schale-Schale-
System MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) weist eine BET-Oberflache von 1110 m? g sowie
ein Porenvolumen von 1.0 cm?® g™! bei einem Relativdruck von p/po = 0.97 auf. Wie schon bei
den unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm) ist bei den RITC-modifizierten Partikeln in
der Porenweitenverteilung ein bimodaler Verlauf mit zwei Maxima bei 2.6 nm und 3.7 nm
erkennbar. Auch hier ist der kleinere Porendurchmesser von 2.6 nm dem Porensystem der
dufleren PMO-Schale zuzuordnen, wogegen die grofieren Poren mit Durchmessern von
3.7nm durch das Porensystem der eingesetzten MNPSNPs als Kern fiir dieses
Hybridmaterial begriindet sind. Die Isotherme des modifizierten Partikelsystems
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) zeigt bei einem Relativdruck von p/po=0.49 wieder einen
deutlich Abfall, der durch kavitatsinduzierte Prozesse an tintenfassformigen Poren an der
Grenzschicht der inneren nanopordsen Silica-Schale und der Organosilica-Hiille verursacht
wird.

Mittels Thermogravimetrie wurde der Anteil an RITC in den Partikelsystemen
MNPSNP-LP@RITC (123nm) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) bestimmt. Die
zugehorigen Thermogramme sind in Abbildung 5.58 abgebildet und die zugehorigen
Massenverluste sind in Tabelle5.16 aufgefithrt. Das modifizierte grofiporige
Partikelsystem MNPSNP-LP@RITC (123 nm) hat einen Massenverlust von 6.3%. Diese
Massenverlust ist etwas geringer verglichen zu den zuvor beschriebenen RITC-
modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien. Das RITC-modifizierte
Kern-Schale-Schale-System MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) weist einen Massenverlust von
42% auf und basiert auf der thermogravimetischen Analyse im Vergleich zu den

unmodifizierten Partikeln MNPSNP@PMO (76 nm). Die beiden Thermogramme der
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unmodifizierten und RITC-modifizierten Partikel zum Vergleich sind im Anhang in
Abbildung 8.1 dargestellt. Bei den unmodifizierten Partikeln betragt der Massenverlust
zwischen einer Temperatur von 400°C und 700°C dabei 18.8%, welcher den

verbriickenden Phenylen-Einheiten der Organosilica-Schale zugeordnet werden kann.
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Abbildung 5.58: Thermogravimetrische Analyse der RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel.
MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (braun) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (grau).

Analog zu den zuvor vorgestellten RITC-modifizierten MNPSNPs mit
unterschiedlichen Partikelgrofien wurden zum Vergleich auch die optischen Eigenschaften
der modifizierten Kern-Schale-Partikelsysteme MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) charakterisiert. Zu diesem Zweck sind in Abbildung 5.59
Emissions- und Absorptionsspektren sowie Fotographien von zugehorigen
Partikeldispersionen abgebildet. Dariiber hinaus sind Absorptionsspektren von
Dispersionen der unmodifizierten Partikelsysteme MNPSNP-LP (123 nm) und
MNPSNP@PMO (76 nm) dargestellt. Bei einer Anregungswellenldnge von 523 nm zeigt das
Emissionsspektrum des modifizierten grofiporigen Kern-Schale-Partikelsystems
MNPSNP-LP@RITC (123 nm) ein Maximum bei einer Wellenldnge von 575 nm, welches
charakteristisch fiir das organische Fluorophor RITC ist. Im Absorptionsspektrum des
modifizierten Partikelsystems ist das Absorptionsmaxium bei einer Wellenlange von
551 nm lokalisiert. Beide Spektren weisen eine hohere Emission und Absorption verglichen
zu den RITC-modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien auf. Wahrend
das zuvor beschriebene Partikelsystem MNPSNP@RITC (94 nm) eine Fluoreszenzintensitat

von ca. 127000 Impulsen pro Sekunde besitzt, zeigte das modifizierte groflporige
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Partikelsystem MNPSNP-LP@RITC (123 nm) eine hchehere Fluorszenzintensitat von ca.
244000 Impulsen pro Sekunde. Auch mit einer leicht geringeren Menge an RITC mit einem
Massenanteil von 6.3% bei MNPSNP-LP@RITC (123 nm) ist die Fluoreszenzintensitat
hoher verglichen zu MNPSNP@RITC (94 nm) mit einem Massenanteil von 6.7% an RITC.
Bei Betrachtung des  Absorptionsspektrums der unmodifizierten  Partikel
MNPSNP-LP (123 nm) wird ersichtlich, dass die Absorption des grofiporigen Systems bei
einer Wellenlange von 523 nm mit einer optischen Dichte von 0.015 leicht hoher ist
verglichen mit dem unmodifizierten Partikelsystem MNPSNP (94 nm) mit einer optischen
Dichte von 0.010. Die hohere Absorption von MNPSNP-LP (123 nm) ist durch den hoheren
Massenanteil von 6% an magnetischen Kernen in MNPSNP-LP@RITC (123 nm) begriindet,
wogegen der Massenanteil an magnetischen Kernen in MNPSNP@RITC (94 nm) 4%
betragt. Trotz des hoheren Gehaltes an magnetischen Kernen und damit verbunden einer
hoheren Magnetisierung in MNPSNP-LP@RITC (123 nm) ist der FEinfluss der
Lichtabsorption durch die magnetischen Kerne auf die Emission nicht so stark wie bei den
zuvor beschriebenen RITC-modifizierten MNPSNPs. Im Falle des modifizierten
grofiporigen Partikelsystems kann der grofiere Raum in den vorhandenen Poren einen
unterstitzenden Effekt flir die Fluoreszenz haben, da eine intermolekulare
Fluoreszenzabschwachung zwischen den individuellen Farbstoffmolekiilen reduziert
wird.32 Neben der geringeren intermolekularen Fluoreszenzabschwiachung konnte die
hohere Partikelgrofie selbst ein weiterer Faktor fiir die hohere Emission sein. Durch die
dickere grofSporige Silica-Schale wird ein grofierer Abstand von Farbstoffmolekiilen und
den magnetischen Kernen ermdoglicht. Dadurch wird das Risiko einer potenziellen
Fluorszenzabschwachung durch einen nichtstrahlenden Energietransfer auf die Eisenoxid-
Oberflache der magnetischen Kerne reduziert.®

Verglichen mit den modifizierten grofiporigen Partikeln MNPSNP-LP@RITC (123 nm)
weist das modifizierte Partikelsystem MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) mit zuséatzlicher
PMO-Schale eine noch hohere Emission wund Absorption auf. Bei einer
Anregungswellenldnge von 523 nm ist das Emissionsmaxium bei einer Wellenldange von
579 nm mit einer Intensitit von 338000 Impulsen pro Sekunde lokalisiert. Das
Absorptionsmaximum der RITC-modifizierten Partikel wird bei einer Wellenldnge von
551 nm detektiert. Basierend auf dem Absorptionsspektrum der unmodifizierten Partikel
MNPSNP@PMO (76 nm) ist die Absorption bei einer Wellenldnge von 523 nm mit einer

optischen Dichte von 0.011 etwas geringer verglichen zu den unmodifizierten grofiporigen
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Partikeln MNPSNP-LP (123 nm) mit einer optischen Dichte von 0.015. Dennoch ergaben
die Analysen der RITC-modifizierten Partikel mittels Vibrationsmagnetometer einen
hoheren Massenanteil von 8% an magnetischen Kernen und eine starkere Magnetisierung.
Zudem wurde bei MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) mit Hilfe von thermogravimetrischen
Analysen ein Massenanteil von 4.2% an RITC ermittelt. Der Anteil an organischem
Farbstoff ist damit geringer als bei dem grofiporigen Partikelsystem
MNPSNP-LP@RITC (123 nm). In diesem Fall konnte die nanopordse Silica-Matrix der
eingesetzten kleinen MNPSNP-Kerne als Abstandshalter und schiitzende Hiille gegen eine
potenzielle Fluoreszenzabschwiachung durch einen nichtstrahlenden Energietransfer auf

die Eisenoxid-Oberflache der magnetischen Kerne fungieren. (]
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Abbildung 5.59: Emissionsspektren (Anregungswellenldnge bei 523 nm) (A) und Absorptionsspektren (B) der
RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel. MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (braun) und
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (grau). Absorptionsspektren (C) der unmodifizierten Kern-Schale-
Nanopartikel. MNPSNP-LP (123 nm) (braun) und MNPSNP@PMO (76 nm) (grau). Unten rechts wird die
Absorption zwischen 500 nm und 600 nm vergrolert dargestellt. Fotographien von Partikeldispersionen (D)
der RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel unter normalem Licht (oben) und UV-Licht (unten).
MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (1), MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (2).
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Einen weiteren Einfluss auf die Fluoreszenz konnte dabei auch der hydrophobe
Charakter der PMO-Schale mit ihren verbriickenden Phenylen-Einheiten und der
hydrophobe Charakter der unpolaren organischen RITC-Molekiile haben. Durch
intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den verbriickenden Phenylen-Einheiten und
dem Farbstoff konnte das Fluorophor bevorzugt auf der Oberflaiche der PMO-Schale
lokalisiert sein. Die Lokalisation von unpolaren organischen Farbstoffmolekiilen in der
dufseren PMO-Schale wurde bereits von Jahns et al. beschrieben.®! Hierbei wurden Kern-
Schale-Nanopartikel mit unmagnetischen nanoporosen Silica-Nanopartikeln als Kern und
PMO-Schale zur Finlagerung des unpolaren organischen Fluorophors Fluorescein
eingesetzt. Die erhaltenen Ergebnisse des modifizierten grofiporigen Partikelsystems
MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und des Kern-Schale-Schale-Systems
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) zeigen, dass eine Verwendung einer Silica-Schale mit
grofieren Poren oder einer zusdtzlichen PMO-Schale vorteilhaft fiir die
Fluoreszenzeigenschaften von magnetischen fluoreszierenden Hybrid-Partikelsystemen
sein kann. Die stdrkere Fluoreszenz der beiden RITC-modifizierten Partikelsysteme
gegeniiber den zuvor beschriebenen modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen
Partikelgrofsen ist auch anhand der Fotographien der Partikeldispersionen unter Einfluss
von UV-Licht erkennbar. Die ermittelten Ergebnisse zeigen auch hier wieder, dass eine
vollstandige Fluoreszenzloschung bei den beiden Partikelsystemen trotz des kombinierten
Einsatzes eines organischen Fluorophors und superparamagnetischen Kernen in einem
Hybridmaterial nicht festgestellt werden konnte.

Neben der optischen Charakterisierung der vorgestellten multifunktionalen
Partikelsysteme mittels Fluoreszenzspektroskopie und UV/Vis-Spektroskopie, wurden die
magnetischen fluoreszierenden Partikel mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die Eignung
fiir den Einsatz in der Biobildgebung analysiert. Zu diesem Zweck wurde die Zellaufnahme
der  RITC-modifizierten = Kern-Schale-Nanopartikel = an  primdren = humanen
Gingivafibroblasten =~ (HGF) wuntersucht. In Abbildung5.60 sind hierzu die
fluoreszenzmikroskopischen ~Aufnahmen der RITC-modifizierten MNPSNPs mit
unterschiedlichen Partikelgrofsen dargestellt. Die Zellaufnahme der RITC-modifizierten
Kern-Schale-Partikel MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm)
zeigen die fluoreszenzmikroskopischen ~Aufnahmen in Abbildung5.61. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind hierbei iiberlagerte Bilder des griinen, des

blauen sowie des roten Fluoreszenzkanals. Wahrend im griinen Fluoreszenzkanal die mit
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Phalloidin-iFluor 488 fluoreszenzmarkierten Zytoskelette detektiert werden, sind im
blauen Fluoreszenzkanals die mit DAPI fluoreszenzmarkierten Zellkerne sichtbar. Im roten

Fluoreszenzkanal werden die RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel dargestellt.

Abbildung 5.60: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der RITC-modifizierten MNPSNPs fiir die
Untersuchung der Zellaufnahme an primaren humanen Gingivafibroblasten (HGF) nach 24 h Inkubationszeit.
Griin: mit Phalloidin-iFluor 488 fluoreszenzmarkierte Zytoskelette. Blau: mit DAPI fluoreszenzmarkierte
Zellkerne. Rot: RITC-modifizierte MNPSNPs MNPSNP@RITC (49 nm) (A), MNPSNP@RITC (61 nm) (B),
MNPSNP@RITC (69 nm) (C), MNPSNP@RITC (78 nm) (D) und MNPSNP@RITC (94 nm) (E).
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Abbildung 5.61: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel
fir die Untersuchung der Zellaufnahme an primaren humanen Gingivafibroblasten (HGF) nach 24h
Inkubationszeit. Griin: mit Phalloidin-iFluor 488 fluoreszenzmarkierte Zytoskelette. Blau: mit DAPI
fluoreszenzmarkierte Zellkerne. Rot: RITC-modifizierte Partikelsysteme. MNPSNP-LP@RITC (123 nm) (A) und
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (B).

Anhand der Aufnahmen ist bei allen modifizierten Partikelsystemen die
charakteristische Fluoreszenz des RITC innerhalb der HGF-Zellen klar zu erkennen. Die
RITC-modifizierten Partikel erscheinen hierbei als Agglomerate und diskrete Punkte,
welche auf eine kovalente Anbindung des organischen Fluorophors RITC ohne ein
Auswaschen hindeuten. Obwohl MNPSNP@RITC (49 nm) anhand der optischen
Charakterisierung die geringste Fluoreszenzintensitit aufwies, sind diese kleinen
modifizierten Kern-Schale-Systeme dennoch innerhalb der Zellen deutlich sichtbar. Im
Vergleich sehen alle RITC-modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgrofien
sehr dhnlich in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen aus. Dagegen zeigt das
modifizierte grofsporige Partikelsystem MNPSNP-LP@RITC (123 nm) in den Aufnahmen
eine starkere Fluoreszenz, was durch die Ergebnisse der Charakterisierung der optischen
Eigenschaften verifiziert wurde. Bei Betrachtung des modifizierten Kern-Schale-Schale-
Systems MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) ist ebenfalls eine starke Fluoreszenz in den
Aufnahmen zu erkennen. Allerdings erscheinen die modifizierten Partikel hier als gelbe
Agglomerate und Punkte, was durch eine Autofluoreszenz im griinen Fluoreszenzkanal
der Aufnahme durch die verbriickenden Phenylen-Einheiten der zusatzlichen PMO-Schale
begriindet ist. Anhand der erhaltenen Ergebnisse zur Untersuchung der Zellaufnahme
mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte erfolgreich gezeigt werden, dass alle zuvor
beschriebenen magnetischen fluoreszierenden Hybrid-Partikelsysteme fiir den Einsatz in

der Biobildgebung geeignet sind. Auch mit einer geringeren Fluoreszenzintensitat sind die
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RITC-modifizierten Kern-Schale-Systeme klar detektierbar. Durch die Kombination von
magnetischen und fluoreszierenden Eigenschaften in einem Hybrid-System besitzen die
vorgestellten multifunktionalen Kern-Schale-Nanopartikel ein grofies Potential fiir ein
kombiniertes Monitoring mittels Magnetresonanzbildgebung (magnetic resonance imaging,
MRI) und Fluoreszenzmikroskopie.[¢!-6

Ein weiterer sehr wichtiger Aspekt fiir die potenzielle Anwendung der
multifunktionalen magnetischen Kern-Schale-Systeme in der Biobildgebung sowie fiir das
ID-MDT-Prinzip ist die Sicherstellung der Biokompatibilitat. Zu diesem Zweck wurden die
Zellviabilitaten der zuvor vorgestellten modifizierten Partikel mittels CellTiter-Blue®-Tests
an primdaren humanen Gingivafibroblasten (HGF) analysiert. Die Ergebnisse zur
Untersuchung der Zellviabilitdten sind in Abbildung 5.62 dargestellt und basieren auf einer
Normierung der Werte einer Kontrollkultur ohne Partikelinkubation. Hierbei zeigen alle
modifizierten Partikelsysteme mit einer Massenkonzentration von 50 pgmL™ und
100 pg mL™" eine sehr gute Zellviabilitdit in einem Bereich von 100%, was der
Negativkontrolle entspricht. Einzig MNPSNP@RITC (94 nm) weist eine etwas geringere
Zellviabilitdat von 83% fiir eine Massenkonzentration von 100 ug mL™ auf. Insgesamt
konnte somit die Biokompatibilitit der magnetischen fluoreszierenden Hybrid-
Partikelsysteme als Grundvoraussetzung fiir den Einsatz in biomedizinischen

Anwendungen bestatigt werden.

[ 50 pg mL™
120 4 [ 100 pg mL™"

100 ]
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Abbildung 5.62: Untersuchung der Zellviabilitdt der RITC-modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel mittels
CellTiter-Blue®-Test an primédren humanen Gingivafibroblasten (HGF).
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Zusammenfassend wurden in diesem Kapitel die zuvor beschriebenen Partikelsysteme
nach erfolgter Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor RITC beziiglich der
Materialeigenschaften sowie tiefergehend beziiglich der magnetischen und optischen
Eigenschaften =~ untersucht. Anhand der RITC-modifizierten MNPSNPs mit
unterschiedlichen Partikelgrofien konnte gezeigt werden, dass mit sinkendem
Partikeldurchmesser ein hoherer Gehalt an magnetischen Kernen und folglich eine starkere
Magnetisierung in den Partikelsystemen vorhanden war. Damit verbunden zeigten die
modifizierten MNPSNPs mit sinkenden Partikelgrofien eine starkere Lichtabsorption,
welche wiederum zu einem erhdhten Verlust von Anregungs- sowie auch Emissionslicht
fiihrte. Die starkere Lichtabsorption fiihrt zu einer Verringerung der Fluoreszenzintensitat
mit sinkendem Partikeldurchmesser. Ein Vergleich der magnetischen und optischen
Eigenschaften von zwei weiteren RITC-modifizierten Kern-Schale-Systemen in Form der
grofiporigen Partikel MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und MNPSNP@PMO@RITC (76 nm)
mit zusatzlicher PMO-Schale zeigte eine geringere Fluoreszenzabschwachung, trotz des
Einsatzes von magnetischen Kernen mit einer hoheren Sattigungsmagnetisierung. Im Falle
des grofSporigen Partikelsystems MNPSNP-LP@RITC (123 nm) kann der grofiere Raum in
den vorhandenen Poren einen unterstiitzenden Effekt durch die Reduzierung einer
potenziellen intermolekularen Fluoreszenzabschwiachung zwischen den individuellen
Farbstoffmolekiilen haben. Durch die dickere Silica-Schale wird zudem der Abstand der
RITC-Molekiile zu den magnetischen Kernen vergrofiert, sodass auch das Risiko einer
potenziellen Fluoreszenzabschwiachung durch einen nichtstrahlenden Energietransfer auf
die Eisenoxid-Oberfldche reduziert wird. Der Einsatz einer zusatzlichen PMO-Schale in
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm)  unterstiitzt  zusatzlich die  Verringerung  der
Fluoreszenzabschwachung. Hier fungiert die nanopordse Silica-Matrix der eingesetzten
MNPSNP-Kerne als Abstandshalter und schiitzende Hiille, sodass nichtstrahlende
Energietransfers noch stiarker verhindert werden. Zudem unterstiitzt die PMO-Matrix
aufgrund ihres hydrophoben Charakters die Lokalisierung des hydrophoben organischen
Fluorophors RITC auf der Oberfldche der dufieren Schale. Insgesamt konnte an allen RITC-
modifizierten Kern-Schale-Partikelsystemen gezeigt werden, dass eine vollstindige
Fluoreszenzloschung trotz des kombinierten Einsatzes von superparamagnetischen
Kernen und eines organischen Fluorophors nicht festgestellt werden konnte. Weitere
Analysen zur Untersuchung der Zellaufnahme der vorgestellen modifizierten

Partikelsysteme mittels Fluoreszenzmikroskopie sowie zur Untersuchung der

156



Ergebnisse und Diskussion

Biokompatibilitat mittels Zellviabilitats-Tests konnten sehr vielversprechende Ergebnisse
liefern. Dadurch wurde das grofie Potential der unterschiedlichen RITC-modifizierten
Kern-Schale-Nanopartikel mit ihren magnetischen und fluoreszierenden Eigenschaften
sowie ihrer hohen Biokompatibilitit im Hinblick auf eine Anwendung fiir die
Biobildgebung und fiir das ID-MDT-Prinzip zur effektiven Behandlung von Implantat-

assoziierten Infektionen bestatigt.

5.1.7 Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel vorgestellt, welche fiir das Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-
Targeting (ID-MDT) zur selektiven Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen
entwickelt wurden. Dabei wurde zunachst das eingesetzte Kernmaterial der Hybrid-
Systeme betrachtet, wobei es sich um hydrophobe Olsiure-stabilisierte FesO: NPs handelt.
Diese FesOsNPs zeigten Superparamagnetismus und folglich keine Remanenz nach
Entfernung eines externen angelegten Magnetfeldes sowie Hyperthermie-Eigenschaften in
einem magnetischen Wechselfeld.

Nach erfolgten Phasentransfer mittels einer wassrigen CTAB-Losung konnten die
Eisenoxid-Kerne mit einer nanopordsen Silica-Matrix umhiillt werden. Diese magnetischen
nanoporosen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) sind monodisperse spharische Kern-Schale-
Systeme mit Partikelgrofien von 112 + 16 nm und einer nanopordsen Silica-Schale mit einer
hohen  BET-Oberfliche @ von 1080m2g?. Auch die MNPSNPs zeigten
superparamagnetisches  Verhalten und Hyperthermie-Eigenschaften in einem
magnetischen Wechselfeld.

Fiir die Anwendung der Kern-Schale-Systeme fiir das ID-MDT-Prinzip bestand der
nachste Schritt in der Weiterentwicklung der Partikel durch die Erhoéhung der
Multifunktionalitat. Zu diesem Zweck wurden die MNPSNPs fiir eine Detetektion in
invitro- und  invivo-Untersuchungen = mit dem  organischen  Fluorophor
Fluoresceinisothicyanat (FITC) mittels der post-grafting-Methode modifziert. Die
Modifizierung der nanopordsen Silica-Schale hatte hierbei keine negativen Auswirkungen
auf die spharische Morphologie der Nanopartikel. Stickstoff-Physisorptions-Messungen
zeigten, dass die BET-Oberflache mit 920 m? g™ nur geringfiigig reduziert wurde, sodass

auch nach der Modifzierung weiterhin ein hoch pordses Kern-Schale-System fiir die
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potenzielle Einlagerung und Freisetzung von Wirkstoffen fiir das ID-MDT-Prinzip vorliegt.
Die Anbindung des organischen Fluorophors FITC konnte mittels IR-Spektroskopie,
Thermogravimetrie sowie durch fluoreszenzspektrokopische Analysen und der
charakteristischen griinen Fluoreszenz des organischen Farbstoffs unter UV-Licht
verifiziert werden. Eine Fluoreszenzloschung aufgrund der Kombination von
magnetischen und fluoreszierenden Eigenschaften in einem Hybrid-System konnte jedoch
nicht bestatigt werden. Zur Erhéhung der Biokompatibilitat und zur Verhinderung eines
frithzeitigen Abfangens der MNPSNPs durch Makrophagen und dem mononukledren
Phagozyten-System (MPS) wurden die MNPSNPs mit Polyethylenglycol (PEG) als Stealth-
Molekiile modifiziert. Ziel dieser sogenannten PEGylierung ist die Erhohung der
Hydrophilie, wodurch die Blutzirkulationszeit erhoht und die selektive Behandlung am
Infektionsort optimiert werden soll. Wie zuvor die FITC-Modifizierung hatte die
Anbindung des PEG an die Silica-Matrix der MNPSNPs nur einen geringen Einfluss auf
die sphdrische Morphologie und die Porositit, wodurch weiterhin sehr gute
Voraussetzungen fir den Einsatz der Kern-Schale-Nanopartikel als
Wirkstofffreisetzungssysteme vorlagen.

Da die Modifizierungen der MNPSNPs mit einem organischen Fluorophor und dem
PEG sehr vielversprechende Ergebnisse beziiglich der Materialeigenschaften lieferten,
wurden zur Erhéhung der Multifunktionalitdt die beschriebenen Funktionalisierungen
unter simultaner Verwendung der Molekiile FITC und PEG durchgefiihrt. Neben dem griin
fluoresziernden FITC wurde als weiteres organisches Fluorophor das orange
fluoreszierende Molekiil Rhodamin B Isothiocyanat (RITC) simultan mit PEG an die Silica-
Matrix der MNPSNPs gebunden. Auch die zweifache Modifizierung mit FITC oder RITC
und PEG hatte keinen Einfluss auf die spharische Morphologie und Partikelgrofie der Kern-
Schale-Systeme. Die Porositat war durch die Anbindung der organischen Molekiile an die
Silica-Matrix geringfligig reduziert. Dennoch besafien die zweifach modifizierten Partikel
weiterhin hohe BET-Oberflachen, Porenvolumina sowie Porendurchmesser im
mesopordsen Bereich. Die Anbindung der organischen Fluorophore und des PEG wurde
mittels IR-Spektroskopie, Thermogravimetrie sowie Fluoreszenzspektroskopie bestatigt.
Auch die charakteristische griine Fluoreszenz des FITC sowie die orange Fluoreszenz des
RITC waren bei den Partikeldispersionen der zweifach modifizierten MNPSNPs unter
Einfluss von UV-Licht klar erkennbar. Folglich konnte auch bei den zweifach modifizerten

Hybridsystemen MNPSNP@FITC-PEG und MNPSNP@RITC-PEG eine vollstindige
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Fluoreszenzloschung nicht bestatigt werden. Die simultane Modifizierung der MNPSNPs
mit einem organischen Fluorophor und PEG konnte somit erfolgreich durchgefiihrt
werden, sodass superparamagnetische Kern-Schale-Nanopartikel mit einer hohen
Multifunktionalitat als potenzielle Wirkstofftragersysteme fiir das ID-MDT zur Verfiigung
stehen.

Durch Variation der Syntheseparameter fiir die Formation der nanoporosen Silica-
Schale um die hydrophoben superparamagnetischen FesOs NPs konnten nach erfolgtem
Phasentransfer Kern-Schale-Systeme mit unterschiedlichen Partikelgrofien hergestellt
werden. So waren durch die Vergrofierung des FesOs/TEOS-Verhailtnisses bei der Synthese
der Silica-Matrix aufgrund der Erhéhung der Menge an vorhandenen Nukleationszentren
MNPSNPs mit kleineren Partikeldurchmessern zuganglich. Eine Erhohung der
Synthesetemperatur ermdglicht zudem durch héhere Hydrolyse- und Kondensationsraten
des Silica-Prakursors die Formation von dickeren Silica-Schalen. Folglich sind iiber die
Variation der Menge an eingesetzten FeiOsNPs sowie durch Erhohung der
Synthesetemperaturen Partikelgrofieneinstellungen der MNPSNPs realisierbar. Unter
Verwendung einer grofseren Menge an Ethylacetat bei der Synthese der Silica-Schale sind
dariiber hinaus Variationen des Porensystems moglich. Das Ethylacetat fungiert hierbei als
sogenanntes Quellungsagens in der Ol-Wasser-Emulsion wihrend der Silica-Synthese.
Dadurch konnten grofSporige magnetische Kern-Schale-Systeme (MNPSNP-LP (123 nm))
mit hoheren Porendurchmessern hergestellt werden, welche inbesondere fiir die
Einlagerung grofserer Molekiile interessant sind. Durch die Variation der Syntheseparamer
bei der Herstellung der Silica-Schale fiir die MNPSNPs konnen folglich die
Materialeigenschaften dieser Kern-Schale-Nanopartikel gezielt beeinflusst werden.

Unter Verwendung kleiner MNPSNPs als Kernmaterial konnten Kern-Schale-Schale-
Partikelsysteme hergestellt werden, welche von einer zusatzlichen Schale aus periodisch
mesopordsem Organosilica (PMO) umhiillt wurden. Diese MNPSNP@PMO (76 nm) hatten
einen mittleren Partikeldurchmesser von 76 + 5 nm sowie eine mittlere PMO-Schalendicke
von 13 + 1 nm und zeichneten sich ebenfalls durch eine hohe Porositat aus. Aufgrund der
MNPSNPs als Kernmaterial und der nanopordsen PMO-Hiille konnte durch Stickstoff-
Physisorptions-Messungen eine Porenweitenverteilung mit einem bimodalen Verlauf mit
einem mittlerem Porendurchmesser von 2.6 nm fiir die PMO-Matrix und 3.8 nm fiir die
Silica-Matrix ermittelt werden. Die Isotherme zeigte zudem eine kavitdtsinduzierte

Desorption mit einer deutlichen Hysterese, welche auf tintenfassférmige Poren an der

159



Ergebnisse und Diskussion

Grenzschicht der nanoporosen Silica-Schale der MNPSNPs und der Organo-Silica-Hiille
zuriickzufiihren sind. Die unterschiedlichen Porengrofien und chemischen Eigenschaften
des magnetischen Silica-Kerns und der PMO-Schale bei MNPSNP@PMO (76 nm) bieten
grofies Potential fiir eine duale Einlagerung und Freisetzung von zwei verschiedenen
Wirkstoffen.

Die zuvor beschriebenen unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-Partikelsysteme
wurden nach einer Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor RITC beziiglich
der generellen Materialeigenschaften und tiefergehend beziiglich der Interaktion von
magnetischen und optischen Eigenschaften sowie der Biokompatibilitdt untersucht.
Hierbei konnte bei den RITC-modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen
Partikelgrofien gezeigt werden, dass mit sinkendem Partikeldurchmesser ein hoherer
Gehalt an magnetischen Kernen und somit eine stiarkere Magnetisierung in den
Hybridsystemen vorlag. Allerdings zeigten die modifizierten Kern-Schale-Nanopartikel
mit sinkendem  Partikeldurchmesser eine zunehmende Verringerung der
Fluoreszenzintensitdt. Dieser Verlust an Fluoreszenzintensitdt ist durch eine starkere
Lichtabsorption mit sinkenden Partikelgréflen und folglich einem erhchten Verlust von
Anregungs- und Emissionslicht begriindet. Anhand der RITC-modifizierten Kern-Schale-
Systeme in  Form  der  grofiporigen = MNPSNP-LP@RITC (123 nm)  und
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) mit zusatzlicher PMO-Schale wurde eine geringere
Fluoreszenzabschwidchgung trotz des Einsatzes von magnetischen Kernen mit einer
hoheren Saittigungsmagnetisierung festgestellt. Dabei ist durch die gréfleren Poren bei
MNPSNP-LP@RITC (123nm) das Risiko der potenziellen intermolekularen
Fluoreszenzabschwachung zwischen den individuellen Farbstoffmolekiilen verringert.
Zudem liegt durch die dickere Silica-Schale ein grofierer Abstand zwischen den
Farbstoffmolekiilen und den magnetischen Kernen vor, sodass das Risiko einer
potenziellen Fluoreszenzabschwachung durch einen nichtstrahlenden Energietransfer
reduziert ~ wird. Bei dem = RITC-modifizierten = Kern-Schale-Schale-System
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass der Einsatz
einer PMO-Schale um die kleinen MNPSNPs die Verringerung der
Fluoreszenzabschwachung zusatzlich unterstiitzt. Die nanopordse Silica-Matrix der
eingesetzten MNPSNPs fungiert auch hier als Abstandshalter und reduziert somit das
Risiko von nichtstrahlenden Energietransfers. Zudem unterstiitzt die hydrophobe PMO-
Matrix die Anbindung des hydrophoben und unpolaren organischen Fluorophors RITC
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auf der Oberflache der dufseren Schale. Generell konnte bei den vorgestellten modifizierten
unterschiedlichen Partikelsystemen eine vollstindige Fluoreszenzloschung trotz des
kombinierten FEinsatzes eines organischen Fluorophors und superparamagnetischen
Kernen nicht festgestellt werden. Zur Beurteilung fiir den Einsatz in der Biobildgebung
wurden die vorgestellten RITC-modifizierten magnetischen Kern-Schale-Partikelsysteme
zudem mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierzu wurde die Zellaufnahme der
Partikelsysteme an primaren humanen Gingivafibroblasten (HGF) analysiert. Bei allen
modifizierten Nanopartikeln war in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen die
charakteristische Fluoreszenz des RITC innerhalb der HGF-Zellen klar erkennbar. Die
Eignung fiir den Einsatz der Partikel in der Biobildgebung konnte somit erfolgreich
bestaitigt werden, sodass die vorgestellten multifunktionalen Kern-Schale-Nanopartikel ein
grofles Potential fiir ein kombiniertes Monitoring mittels Magnetresonanzbildgebung und
Fluoreszenzmikroskopie besitzen. Weitere Untersuchungen der Biokompatibilitat der
modifizierten Nanopartikel mittels Zellviabilitats-Tests an HGF-Zellen konnten ebenfalls
sehr vielversprechende Ergebnisse liefern. Alle Partikelsyteme zeigten hierbei eine sehr
gute Biokompatibilitdt und bestdtigten das grofie Potential fiir die Anwendung in der
Biobildgebung und fiir das IDT-MDT-Prinzip zur effektiven Behandlung von Implantat-
assoziierten Infektionen.

Im folgenden Part5.2 dieses Kapitels werden die Ergebnisse der Einlagerung und
Freisetzung des Wirkstoffes Enrofloxacin aus den magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikeln ~ beschrieben. = Fiir = die  Begutachtung der  Eignung  als
Wirkstofffreisetzungssysteme liegt dabei auch ein Augenmerk auf den unterschiedlichen
Modifizierungen und den daraus resultierenden Freisetzungsprofilen. Dariiberhinaus wird
in diesem Part im Rahmen des ID-MDT ein Auszug aus den Ergebnissen aus der
Kooperation mit der Tierdrztlichen Hochschule Hannover und der Medizinischen
Hochschule Hannover vorgestellt. Das Augenmerk liegt hierbei auf weiteren in vitro-
Untersuchungen beziiglich der Biokompatibilitdt der magnetischen nanoporésen Silica-
Nanopartikel sowie in vitro- und in vivo-Analysen fiir das ID-MDT-Prinzip. Hierzu wurde
zundchst in vitro die Akkumulationsfahigkeit von FITC- und PEG-modifizierten MNPSNPs
an martensitischen und ferritischen Stahlen unter Einfluss eines externen angelegten
Magnetfeldes betrachtet. Zudem wurden im Balb/c-Maus-Modell die Distribution und
Biokompeatibilitdt von RITC- und PEG-modifizierten MNPSNPs nach subkutaner sowie
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intravendser Injektion nach Applikation eines externen angelegten Magnetfeldes

untersucht.

5.2 Wirkstoffeinlagerung und Freisetzung aus den magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikeln sowie in vitro- und in vivo-Untersuchungen
fiir das ID-MDT-Prinzip

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Einlagerung und Freisetzung des
Wirkstoffes Enrofloxacin (EFX) aus unmodifizierten und modifizierten magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikeln im Hinblick auf eine Anwendung im ID-MDT zur selektiven
Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen diskutiert. Dabei wird ein Augenmerk
auf den Einfluss der unterschiedlichen Materialien und Oberflachenmodifizierungen
beziiglich der Freisetzungsprofile gelegt. Neben der Freisetzung aus unmodifizierten
MNPSNPs werden hierbei auch die Profile von PEG-modifizierten MNPSNPs, zweifach-
funktionalisierten MNPSNPs mit RITC- und PEG-Modifizierung sowie dem
unmodifizierten Partikelsystem MNPSNP@PMO mit zusatzlicher PMO-Schale betrachtet.
Dartiber hinaus wird der Einfluss der Oberflaichenmodifizierung von RITC-
funktionalisierten und EFX-beladenen MNPSNPs mit einer Doppellipidschicht fiir eine
Stimulus-gesteuerte Freisetzung untersucht. Zudem wird ein Auszug aus den Ergebnissen
von in vitro- und in vivo-Untersuchungen der MNPSNPs aus der Kooperation mit der
Tierdrztlichen Hochschule Hannover und der Medizinischen Hochschule Hannover

beziiglich der Biokompatibilitat und Eignung fiir das ID-MDT-Prinzip vorgestellt.

5.2.1 Wirkstoffeinlagerung und Freisetzung aus den magnetischen Kern-

Schale-Nanopartikeln

Fiir die selektive Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen unter Anwendung
des ID-MDT-Prinzips wurden zundchst die magnetischen nanopordsen Silica-
Nanopartikel (MNPSNPs) als Trager fiir den Wirkstoff Enrofloxacin (EFX) eingesetzt.
Hierzu wurden neben unmodifizierten MNPSNPs auch PEG-modifizierte MNPSNPs sowie
MNPSNPs nach einer simultanenen Modifizierung mit dem organischen Fluorophor RITC
sowie PEG verwendet. Fiir die Einlagerungen des Wirkstoffes in die Kern-Schale-
Nanopartikel dienten EFX-Losungen mit einer Massenkonzentration von 3 mg mL™ und
einem pH-Wert von 8.5. Die Partikel wurden hierzu bei 37 °C fiir 24 h mit der EFX-Losung
unter Riithren behandelt. Fiir die MNPSNPs und das Enrofloxacin spielt der pH-Wert der

162



Ergebnisse und Diskussion

Einlagerungslosung eine wichtige Rolle. Wahrend die Loslichkeit des EFX bei neutralen
pH-Werten (6.0 — 8.0) sehr gering ist, liegt bei sauren pH-Werten (< 6.0) sowie basischen
pH-Werten (>8.0) eine deutlich hohere Loslichkeit des Wirkstoffes vor.’”l Allerdings
besteht bei zu sauren pH-Werten die Gefahr des Auflosens der superparamagnetischen
Kerne der MNPSNPs, sodass die Verwendung der Wirkstofftrager fiir das ID-MDT-Prinzip
unter Einfluss eines externen angelegten Magnetfeldes nicht moglich ist. Bei einer
Einlagerung des EFX in die MNPSNPs unter basischen Bedingungen wird jedoch die
Auflosung der nanopordsen Silica-Schale gefordert, sodass dadurch die Porositit und
folglich das Einlagerungsvermdgen stark beeintrachtigt wird.’®l In Abbildung 8.2,
Abbildung 8.3 und Abbildung 8.4 im Anhang sind TEM-Aufnahmen der Partikelsysteme
MNPSNP-EFX, MNPSNP@PEG-EFX sowie MNPSNP@RITC-PEG-EFX nach Einlagerung
des Enrofloxacin bei einem pH-Wert von 8.5 fiir 24 h und einer Temperatur von 37 °C
dargestellt. Verglichen mit den unbeladenen frisch synthetisierten und modifizierten Kern-
Schale-Nanopartikeln =~ weisen = die  EFX-beladenen  Partikelsysteme  deutliche
Veranderungen hinsichtlich der Morphologie und Porositit auf. Den deutlichsten Wandel
zeigen dabei die unmodifizierten MNPSNPs nach der Einlagerung durch einen deutlichen
Angriff der Partikeloberfliche. Neben einem zunehmenden Verlust der sphérischen
Struktur und einer Verringerung des Partikeldurchmessers besitzen die Partikel eine
inhomogenere Porenstruktur. Die Verdnderungen der Partikeloberflache sind hierbei
durch einsetzende Auflosungsprozesse durch die leicht basische Einlagerungslosung mit
einem pH-Wert von 8.5 begriindet. Im Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNP-EFX
zeigen die Partikelsysteme MNPSNP@PEG-EFX und MNPSNP@RITC-PEG-EFX weniger
Beanspruchungen  beziiglich der Partikelmorphologie und Porositit. Die
Oberflachenmodifizierungen der MNPSNPs mit PEG-Molekiillen oder mit dem
organischen Fluorophor RITC in Kombination mit PEG schiitzen die MNPSNPs und
verzogern einsetzende Auflosungsprozesse der nanopordsen Silica-Schale.

Zur weiteren Charakterisierung der Wirkstoffeinlagerung wurden die unmodifizierten
und modifizierten EFX-beladenen MNPSNPs mittels der IR-Spektroskopie analysiert. Die
zugehorigen IR-Spektren der drei Partikelsysteme sind in Abbildung 5.63 dargestellt. Die
Zuordnung der Banden zu den Schwingungen ist in Tabelle 5.17 zusammengefasst. Bei
allen drei Spektren befinden sich im Wellenzahlenbereich von ca. 1085 cm™ die sehr
intensiven asymmetrischen (Si-O-Si)-Valenzschwingungen. Dariiber hinaus sind auch

aufgrund der Silica-Schale im Bereich von 960 cm™, 800 cm™ und 465 cm™ weitere (5i-OH)-
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Deformationsschwingungen, symmetrische (Si-O-Si)-Valenzschwingungen sowie auch
(5i-O-Si)-Deformationsschwingungen detektierbar. Die charakteristischen (Fe-O)-
Valenzschwingungen der magnetischen Kerne sind bei allen Spektren bei Wellenzahlen im
Bereich von ca. 570 cm™ erkennbar. Die breiten Banden im Bereich von ca. 3380 cm™ und
3430 cm™ sind den charakteristischen (O-H)-Valenzschwingungen zuzuordnen, welche
durch adsorbiertes Wasser begriindet sind. Bei den modizierten Partikelsystemen sind
zudem zusitzliche Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von ca.
2940 cm™ bzw. 2959 cm™! sowie bei ca. 2885 cm™ sichtbar. Bei einer Wellenzahl von
1395 cm™ liegen zudem charakteristische (C-H)-Deformationsschwingungen vor, welche
hierbei durch die Modifizierungen mit RITC und PEG sowie auch durch das eingelagerte
EFX resultieren. Aufgrund des eingelagerten EFX sind bei allen Partikelsystemen zudem
zusatzliche charakteristische (C=0)-Valenzschwingungen bei ca. 1490 cm™ durch die
Carbonylgruppe sowie auch (N-H)-Deformationsschwingungen im Bereich von ca.
1630 cm™ und 1650 cm™ durch das Chinolon erkennbar. Die charakteristischen
aromatischen (C-H)-Valenzschwingungen vom EFX werden von den breiten Banden der
(O-H)-Valenzschwingungen {iiberdeckt. Zudem sind die charakteristischen (C-F)-
Valenzschwingungen des Fluorchinolons durch die intensiven asymmetrischen (Si-O-5i)-
Valenzschwingungen bei ca. 1085 cm™ verdeckt. Verglichen mit den Silica-Banden der
nanoporosen Silica-Schale sind die Banden des EFX zudem sehr klein. Eine erfolgreiche

Einlagerung konnte dennoch bestatigt werden.
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Abbildung 5.63: IR-Spektren der unmodifizierten und modifizierten MNPSNPs nach Einlagerung mit
Enrofloxacin. MNPSNP-EFX (A), MNPSNP@PEG-EFX (B) und MNPSNP@RITC-PEG-EFX (C).
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Die Einlagerungsmengen an EFX wurden mittels Thermogravimetrie bestimmt. Die

zugehorigen Thermogramme der drei beladenen Systeme sind Abbildung 5.64 dargestellt.

Tabelle 5.17: Zuordnung der Schwindungsbanden der IR-Spektren der unmodifizierten und modifizierten

MNPSNPs nach Einlagerung mit Enrofloxacin. MNPSNP-EFX (A), MNPSNP@PEG-EFX (B) und
MNPSNP@RITC-PEG-EFX (C) (Wellenzahl [ecm™]).[178180,366,367,370,381]

A B C Schwingungsart Ursache
3422 3376 3428 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
- 2943 2954 (C-H)-Valenzschwingung RITC/PEG
- 2884 2886 (C-H)-Valenzschwingung RITC/PEG
1630 1654 1630 (N-H)-Deformationsschwingung EFX
1492 1494 1492 (C=0)-Valenzschwingung EFX
1394 1392 1392 (C-H)-Deformationsschwingung  EFX/RITC/PEG
1085 1080 1089 (S§i-O-5i)-Valenzschwingung Silica
964 959 959 (Si-OH)-Valenzschwingung Silica
801 802 802 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
566 567 567 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
467 462 465 (S§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica
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Abbildung 5.64: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten und modifizierten MNPSNPs nach

Einlagerung mit Enrofloxacin. MNPSNP-EFX (schwarz), MNPSNP@PEG-EFX (blau) und
MNPSNP@RITC-PEG-EFX (orange).

Im Anhang sind zum Vergleich in Abbildung 8.5, Abbildung 8.6 und Abbildung 8.7 die
Thermogramme der drei EFX-beladenen Partikelsysteme mit den jeweiligen unbeladenen

Kern-Schale-Nanopartikeln abgebildet. Zwischen einer Temperatur von 120 °C und 700 °C
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betragt der Massenverlust der unmodifizierten beladenen MNPSNPs nach Vergleich mit
den unbeladenen Partikeln 7.5%, was einer Einlagerungsmenge von 75 ug mg™ an EFX
entspricht. Die PEG-modfizierten beladenen Kern-Schale-Nanopartikel weisen einen
Massenverlust von 8.9% und somit eine Einlagerungsmenge von 89 ug mg™ an EFX auf.
Dagegen besitzen die zweifach funktionalisierten Partikel MNPSNP@RITC-PEG-EFX einen
Massenverlust von 8.2% somit eine Einlagerungenmenge von 82 ug mg. Die erhohte
Wirkstoffmenge der beladenen PEG-modifizierten MNPSNPs kann hierbei durch die
moglichen Wechselwirkungen mittels Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der
Carboxyl- und Carbonylgruppe des EFX sowie den Ethylenglycol-Einheiten des PEGs
begriindet sein. Unter Beachtung der verwendeten Massenkonzentration von 3 mg mL™" an
EFX in der Einlagerungslosung und einer damit verbundenen theoretisch moglichen
Einlagerungsmenge von 447 ug mg' betragt die Einlagerungseffizienz der unmodifizierten
MNPSNP-EFX 16.7%. Verglichen dazu weisen die Systeme MNPSNP@PEG-EFX und
MNPSNP@RITC-PEG-EFX leicht hohere Einlagerungseffizienzen von 19.9% und 18.5% auf.

Fir die Charakterisierung der Freisetzung der EFX-beladenen unmodifizierten und
modifizierten MNPSNPs wurden die Uberstandsldsungen nach erfolgter Freisetzung in
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) bei einer Temperatur von 37 °C mit Hilfe der
Hochleistungstliissigkeitschromatographie analysiert. Bei diesen Untersuchungen wird die
kumulativ freigesetzte Masse an Enrofloxacin pro Masse der beladenen Partikelsysteme in
Abhdngigkeit von der Zeit aufgetragen. Die Freisetzungsprofile aus den unmodifizierten

und modifizierten beladenen MNPSNPs sind in Abbildung 5.65 zusammengefasst.
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Abbildung 5.65: Kumulative Freisetzung von Enrofloxacin aus den unmodifizierten und modifizierten
MNPSNPs  bei 37°C in PBS. MNPSNP-EFX (schwarz), = MNPSNP@PEG-EFX (blau) und
MNPSNP@RITC-PEG-EFX (orange).
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Bei der Betrachtung der Freisetzungen aus den unmodifizierten und modifizierten
beladenen MNPSNPs ist bei allen drei Partikelsystemen ein sogenannter initial burst release
erkennbar, bei welchem zu Beginn grofse Mengen des EFX abgegeben werden, gefolgt von
einer geringeren Freisetzungsrate. Nach 10 Tagen wurden aus den unmodifizierten
beladenen Partikelsystemen 80 pg mg™ freigesetzt, wobei bereits 61 pug mg' nach 6 h
abgegeben wurden. Bei dem PEGylierten beladenen Partikelsystem MNPSNP@PEG-EFX
lag nach 10 Tagen eine Freisetzungsmenge von 92 ug mg-' vor. Davon wurden 80 pug mg™
nach 6 h initial abgegeben. Die hohere Menge an freigesetztem EFX bestdtigen hierbei das
stairkere Immobilisierungsvermogen aufgrund von Wechselwirkungen mittels
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Wirkstoff und den PEG-Molekiilen. Das
zweifach modifizierte Partikelsystem MNPSNP@RITC-PEG-EFX setzte nach 10 Tagen eine
Menge von 78 ug mg an Wirkstoff frei, was vergleichbar mit der Freisetzungsmenge der
unmodifizierten beladenen MNPSNPs ist. Allerdings weist das zweifach modifizierte
Partikelsysteme eine leicht geringere Freisetzungsrate von 51 ug mg™ nach 6 h auf. In
diesem Fall konnte die langsamere Wirkstofffreisetzung zu Beginn durch intermolekulare
Wechselwirkungen zwischen dem EFX und dem Farbstoffmolekiil RITC begriindet sein.
Der initial burst release zu Beginn der Freisetzung an allen drei Partikelsystemem deutet
jedoch auf generell schwache Wechselwirkungen zwischen dem Wirkstoff und dem
Tragermaterial hin. Die Freisetzung einer grofien Menge an Wirkstoff zu Beginn ist
insbesondere fiir die Behandlung von akuten Infektionen wiinschenswert, da in kurzer Zeit
hohe Wirkstoffmengen benotigt werden. Allerdings kann eine effektive Behandlung dieser
Infektionen nur erzielt werden, wenn die therapeutisch benétigten Wirkstoffmengen zum
gewiinschten Zeitpunkt am Zielort verfiigbar sind. Aus diesem Grund war ein weiteres
Ziel dieser Arbeit die Entwicklung eines zeitverzogerten Freisetzungssystems, welche auf
den MNPSNPs beruhen.

Zu diesem Zweck wurden RITC-modifizierte MNPSNPs mit EFX beladen und im
Anschluss in Liposomen durch die Oberflaichenmodifizierung mit einer Doppellipidschicht
aus 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) eingeschlossen. In Abbildung 5.66
sind die eingesetzten MNPSNPs nach den vier unterschiedlichen Herstellungsschritten
dargestellt. Die Abbildung 5.66A und Abbildung 5.66B zeigen hierbei die unmodifizierten
MNPSNPs sowie die modifizierten MNPSNP@RITC. Bei beiden Partikelsystemen liegen
wieder die charakteristischen Kern-Schale-Nanopartikel mit spharischer Morphologie und

der nanoporosen Silica-Schale vor. In Abbildung 5.66C sind die RITC-modifzierten
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MNPSNPs nach Einlagerung mit EFX abgebildet. Ahnlich wie bei den bereits vorgestellten
beladenen Partikelsystemen ist bei MNPSNP@RITC-EFX wieder eine Einfluss hinsichtlich
der Morphologie und Porositat zu erkennen. Die Verdanderungen sind hierbei wieder durch
Auflésungsprozesse durch die leicht basische Einlagerungslosung mit einem pH-Wert von
8.5 begriindet. In Abbildung 5.66D sind die EFX-beladenen Liposom-umhiillten
Partikelsysteme MNPSNP@RITC-EFX@DOPC dargestellt. Dieses multifunktionale
Freisetzungssystem zeigt beziiglich der Partikelbeschaffenheit keine Unterschiede zu dem

RITC-modifizierten und EFX-beladenen Vorgéangersystem.

Abbildung 5.66: TEM-Aufnahmen von MNPSNP (A), MNPSNP@RITC (B), MNPSNP@RITC-EFX (C) und
MNPSNP@RITC-EFX@DOPC (D).

Die Charakterisierung mittels IR-Spektroskopie der eingesetzten MNPSNPs nach den
vier unterschiedlichen Herstellungsschritten ist in Abbildung 5.67 dargestellt und in
Tabelle 5.18 ist die Zuordnung der Banden zu den Schwingungen der Partikelsysteme
zusammengefasst. Bei allen Spektren befinden sich im Wellenzahlenbereich von ca.
1085 cm™ die sehr intensiven asymmetrischen (Si-O-5i)-Valenzschwingungen. Zudem
sind auch im Bereich von 965cm™, 800cm™ wund 465cm™ weitere (Si-OH)-

Deformationsschwingungen, symmetrische (Si-O-Si)-Valenzschwingungen sowie auch
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(5i-O-Si)-Deformationsschwingungen aufgrund der Silica-Schale vertreten. Im Bereich
von ca. 560 cm™ und 580 cm™ sind die charakteristischen (Fe—O)-Valenzschwingungen der
magnetischen Kerne erkennbar. Die charakteristischen (O-H)-Valenzschwingungen
aufgrund von adsorbiertem Wasser an den Partikelsystemen sind durch die breiten Banden
zwischen ca. 3250 cm™ und 3440 cm™ abgebildet. Dariiber hinaus konnen bei den
umodifizierten und RITC-modifizierten Partikeln (O-H)-Deformationsschwingungen bei
Wellenzahlen von 1630 cm™ detektiert werden. In diesem Wellenzahlbereich von 1630 cm™
sind dagegeben bei den Wirkstoff-beladenen Partikelsystemen MNPSNP@RITC-EFX und
MNPSNP@RITC-EFX@DOPC  die  (N-H)-Deformationsschwingungen des  EFX
dominierend. Die zusitzlichen Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer
Wellenzahl von ca. 2930 cm™ bzw. 2980 cm™ sowie bei ca. 2860 cm™ und 2910 cm™! sind
durch die RITC-Modifizierung, das EFX sowie die DOPC-Hiille begriindet. Im
Wellenzahlbereich von ca. 1490cm™ sind zudem charakteristische (C=0)-
Valenzschwingungen der Carbonylgruppe des Wirkstoffes vertreten. Aufierdem sind bei
dem Partikelsystem MNPSNP@RITC-EFX@DOPC weitere (C=0)-Valenzschwingungen bei
1731 cm™ sowie (C-H)-Deformationsschwingungen bei 1469 cm™ durch die Liposom-Hiille
aus DOPC erkennbar. Durch die IR-Spektrokopie konnte folglich die erfolgreiche
Modifizierung der MNPSNPs mit RITC, Einlagerung mit EFX sowie Liposom-Umbhiillung
mit einer Doppellipidschicht aus DOPC bestétigt werden.
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Abbildung 5.67: IR-Spektren von MNPSNP (A), MNPSNP@RITC (B), MNPSNP@RITC-EFX (C) und
MNPSNP@RITC-EFX@DOPC (D).
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Tabelle 5.18: Zuordnung der Schwindungsbanden der IR-Spektren von MNPSNP (A), MNPSNP@RITC (B),
MNPSNP@RITC-EFX (C) und MNPSNP@RITC-EFX@DOPC (D) (Wellenzahl [cm-]).[178180.366367,570,381,352]

A B C D Schwingungsart
3421 3408 3441 3252 (O-H)-Valenzschwingung

- 2984 2934 2928 (C-H)-Valenzschwingung

- 2907 2858 2856 (C-H)-Valenzschwingung

- - - 1731 (C=0)-Valenzschwingung

- - 1630 1630 (N-H)-Deformationsschwingung
1630 1630 - - (O-H)-Deformationsschwingung

- - 1490 1489 (C=0)-Valenzschwingung

- - - 1469 (C-H)-Deformationsschwingung

- 1394 1393 1392 (C-H)-Deformationsschwingung
1084 1084 1088 1086 (5i-O-Si)-Valenzschwingung
962 962 964 967 (S5i-OH)-Valenzschwingung
803 801 800 803 (S§i-O-5i)-Valenzschwingung
578 577 560 566 (Fe-O)-Valenzschwingung
460 462 466 465 (§i-O-Si)-Deformationsschwingung

Mit Hilfe der thermogravimetrischen Analyse wurde die Menge des organischen
Fluorophors RITC sowie die Einlagerungsmenge an EFX vor und nach der Liposom-
Umbhiillung bestimmt. Die Thermogramme zu den Partikelsystemen sind in
Abbildung 5.68 dargestellt. Fiir die modifizierten Partikel MNPSNP@RITC betragt der
Massenverlust zwischen 120 °C und 700 °C 7.6%. Dieser Verlust ist durch die Verbrennung
des organischen Fluorophors RITC begriindet. Unter Beriicksichtung der Menge an RITC
und dem Thermogramm von dem EFX-beladenen Partikelsystem MNPSNP@RITC-EFX
liegt ein Massenverlust von 4.7% vor, was einer Einlagerungsmenge von 47 ug mg
entspricht. In Anbetracht der verwendeten Massenkonzentration von 3 mgmL™ an
Enrofloxacin in der Einlagerungslosung und einer damit verbundenen theoretisch
moglichen Einlagerungsmenge von 447 ug mg! betrdgt die Einlagerungseffizienz der
RITC-modifizierten MNPSNPs 10.5%. Zur Bestimmung der Einlagerungsmenge des
Wirkstoffes nach der Liposom-Umhiillung wurde nebem dem Partikelsytem
MNPSNP@RITC-EFX@DOPC eine Blindprobe von RITC-modifizierten MNPSNPs nach

Liposom-Umhiillung betrachtet. Das Thermogramm dieser Blindprobe mit Vergleich zu
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MNPSNP@RITC-EFX@DOPC ist in Abbildung 8.8 im Anhang dargestellt. Wahrend bei der
unbeladenen Blindprobe zwischen 120 °C und 700 °C der Massenverlust 17.4% betragt,
weisen die EFX-beladenen Partikel einen Massenverlust von 19.8% auf. Daher besitzen die
EFX-beladenen und Liposom-umbhiillten Partikelsysteme MNPSNP@RITC-EFX@DOPC
einen Massenverlust von 2.4% an EFX, was einer Einlagerungsmenge von 24 ug mg™' und
einer Einlagerungseffizienz von 5.4% entspricht. Die deutlich geringe Einlagerungsmenge
an Wirkstoff ist hierbei durch die Umhiillung der EFX-beladenen Partikel mit DOPC in

einem Gemisch aus Wasser und Ethanol und die damit verbundene einsetzende

Freisetzung begriindet.
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Abbildung 5.68: Thermogravimetrische Analyse von MNPSNP@RITC (orange), MNPSNP@RITC-EFX
(hellblau) und MNPSNP@RITC-EFX@DOPC (griin).

In Abbildung 5.69 ist das Freisetzungsprofil von MNPSNP@RITC-EFX@DOPC im
Vergleich mit den zuvor vorgestellten Freisetzungsprofilen der unmodifizierten und
modifizierten = EFX-beladenen = MNPSNPs dargestellt. Das Liposom-umbhiillte
Partikelsystem zeigt nach einer Inkubationszeit von 2 h in PBS bei 37°C eine deutlich
verringerte Freisetzungsrate mit 5 pugmg?' verglichen zu den anderen beladenen
Partikelsystemen, welche einen initial burst release aufweisen. Die geringe Freisetzungsrate
deutet hierbei einen erfolgreichen Einschluss des EFX in das Partikelsystem an. Dieser
Einschluss wird nach der Zugabe einer PBS-Losung mit 2.5% Triton X-100 nach 2 h durch
eine deutlich erhohte Freisetzungsrate bestatigt. Die Zugabe des nichtionischen Tensids
initiiert eine Auflosung der Liposom-Hiille, die wiederum zu einem initial burst release des
Wirkstoffs fiihrt. Nach 6 h betragt die Freisetzungsrate 22 pg mg', welche auf 27 ug mg-!
nach 8 Tagen ansteigt. Die Liposom-Umhiillung der MNPSNPs mit DOPC ermdoglicht
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folglich den Zugang zu einem Wirkstofffreisetzungssystem mit zeitverzogerter
Wirkstoffabgabe durch Zerstorung der Liposom-Hiille, welche zum Bespiel durch ein
Tensid oder Ethanol eingeleitet werden kann. Eine zeitverzogerte Stimulus-bedingte
Wirkstofffreisetzung ist hierbei insbesondere fiir die Behandlung von chronischen
Infektionen von grofiem Interesse und stellt somit auch ein grofies Potential fiir die

Anwendung im ID-MDT-Prinzip dar.
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Abbildung 5.69: Kumulative Freisetzung von Enrofloxacin aus MNPSNP-EFX (schwarz), MNPSNP@PEG-EFX
(blau), MNPSNP@RITC-PEG-EFX (orange) und MNPSNP@RITC-PEG-EFX@DOPC (griin) bei 37 °C in PBSnach
10 Tagen (A) und als Ausschnitt hiervon nach 6 h (B). Bei MNPSNP@RITC-PEG-EFX@DOPC wurde nach 2 h
als Freisetzungsmedium eine PBS-Losung mit 2.5% Triton X-100 eingesetzt.

Neben den unmodifizierten und modifizierten MNPSNPs wurde als weiteres
Wirkstofftragermaterial das Kern-Schale-Schale-System MNPSNP@PMO mit zusétzlicher
PMO-Schale auf die Eignung als Freisetzungsystem von EFX untersucht. Aufgrund der
geringen Stabilitat von PMO-Materialien unter basischen Bedingungen, wurde bei diesem
Partikelsystem die  Wirkstoffeinlagerung in einer EFX-Losung mit einer
Massenkonzentration von 2 mg mL" und einem pH-Wert von 5.0 bei 37 °C fiir 24 h
durchgefiihrt. Zum Vergleich der Freisetzungsprofile wurden auch unmodifizierte
MNPSNPs nach Beladung von EFX unter diesen Einlagerungsbedingungen untersucht.

Zur Bestdtigung der erfolgreichen Beladung der unmodifizerten MNPSNP@PMO
wurden die Partikelsysteme mittels IR-Spektrokopie analysiert. Das IR-Spektrum mit
einem Vergleich zu unbeladenen MNPSNP@PMO ist in Abbildung 5.70 dargestellt. Die
zugehorige Zuordnung der Banden zu den Schwingungen der unbeladenen und EFX-

beladenen Partikel ist in Tabelle 5.19 zusammengefasst.

172



Ergebnisse und Diskussion

Transmission / a.u.

7 ek

~—— 0O-H .
Si-0-8i Si-C

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahi | cm™

Abbildung 5.70: IR-Spektren von MNPSNP@PMO vor und nach Einlagerung mit Enrofloxacin bei einem pH-
Wert von 5.0. MNPSNP@PMO (A) und MNPSNP@PMO-EFX (B).

Tabelle 5.19: Zuordnung der Schwindungsbanden der IR-Spektren von MNPSNP@PMO (A) und
MNPSNP@PMO-EFX (B) vor und nach Einlagerung mit Enrofloxacin bei einem pH-Wert von 5.0.
(Weuenzahl [Cmfl]).[l80,366,367,370,377,381]

A B Schwingungsart Ursache
3452 3452 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
3063 3066 (C-H)-Valenzschwingung PMO
3014 3014 (C-H)-Valenzschwingung PMO

- 1635 (N-H)-Deformationsschwingung EFX
1638 - (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
- 1489 (C=0)-Valenzschwingung EFX

1377 1386 (C-H)-Deformationsschwingung PMO/EFX
1156 1155 (Si—-Ph-Si)-Valenzschwingung PMO
1088 1090 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
938 944 (Si-OH)-Valenzschwingung Silica
785 785 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
651 648 (C-H)-Deformationsschwingung PMO
527 525 (5i—-C)-Valenzschwingung PMO
462 464 (S§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Das beladene Partikelsystem MNPSNP@PMO-EFX weist alle charakteristischen IR-

Schwingungen auf, welche auch bei den unbeladenen Kern-Schale-Schale-Systemen
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vertreten sind. Auch hier sind bei einer Wellenzahl von 1090 cm™ die intensiven
asymmetrischen  (S5i-O-Si)-Valenzschwingungen erkennbar. Zudem sind die
charakteristischen (Si-OH)-Deformationsschwingungen, die symmetrischen (Si-O-Si)-
Valenzschwingungen sowie auch die (Si—-O-Si)-Deformationsschwingungen bei einer
Wellenzahl von 944 cm™, 785cm™ und 464cm™ zu erkennen. Die (O-H)-
Valenzschwingungen sind durch die breite Bande im Bereich von 3452 cm™ aufgrund von
adsorbiertem Wasser begriindet. Durch die PMO-Schale sind im IR-Spektrum dariiber
hinaus bei einer Wellenzahl von 3066 cm™ und 3015 cm™ die (C-H)-Valenzschwingungen
sowie bei einer Wellenzahl von 1386 cm™? und 648cm™® die (C-H)-
Deformationsschwingungen des aromatischen Ringes des BTEB detektierbar. Die
organische BTEB-Briicke der PMO-Schale wird zudem durch die charakteristischen
(S5i-Ph-Si)-Valenzschwingungen bei 1155 cm™ sowie die (5i—C)-Valenzschwingungen bei
525 cm™ bestatigt. Nach der Einlagerung mit EFX sind bei dem Partikelsystem zusétzliche
charakteristische (C=0)-Valenzschwingungen bei 1489 cm™ durch die Carbonylgruppe
sowie auch (N-H)-Deformationsschwingungen im Bereich von 1635 cm™ durch das
Chinolon zu erkennen. Die charakteristischen (Fe—O)-Valenzschwingungen wiederum sind
nicht vertreten, da sie durch die (S5i-C)-Valenzschwingungen im dhnlichen Wellenzahlen-
Bereich im Spektrum tiberdeckt werden.

Zur Bestimmung der Einlagerungsmenge an EFX nach Beladung bei einem pH-Wert
von 5.0 wurde an den unmodifizierten MNPSNP-EFX sowie MNPSNP@PMO-EFX die
Thermogravimetrie angewendet. Die zugehorigen Thermogramme sind in Abbildung 5.71
abgebildet. Zum Vergleich sind im Anhang in Abbildung 8.9 und Abbildung 8.10 die EFX-
beladenden Partikel mit unbeladenen Partikeln dargestellt. Bei den unmodifizierten
Partikeln MNPSNP-EFX liegt zwischen einer Temperatur von 120 °C und 700 °C ein
Massenverlust von 5.7% vor, was einer Einlagerungsmenge von 57 ug mg™ entspricht.
Verglichen zu der Einlagerungsmenge von 75 pug mg" an Wirkstoff bei MNPSNP-EFX nach
Einlagerung bei einem pH-Wert von 8.5 und einer Massenkonzentration von 3 mg mL, ist
die Wirkstoffmenge nach Beladung unter sauren Bedingungen deutlich verringert. Die
geringere Einlagerungsmenge ist in diesem Falle jedoch durch die niedrigere
Massenkonzentration von 2mgmL™ EFX begriindet. In Anbetracht der geringeren
Massenkonzentration von EFX in der sauren FEinlagerungslosung und einer damit
verbundenen theoretisch mdglichen Einlagerungsmenge von 298 ug mg'! weisen die

unmodifizierten MNPSNPs in diesem Fall eine Einlagerungseffizienz von 19.0% auf. Das
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beladene Kern-Schale-Schale-System MNPSNP@PMO-EFX Dbesitzt zwischen einer
Temperatur von 120 °C und 700 °C einen Massenverlust von 2.6%. Dieser Massenverlust
entspricht einer Einlagerungsmenge von 26 ug mg™ und ist folglich deutlich geringer im
Vergleich zu den unmodifizierten MNPSNPs. Das beladene Partikelsystem mit
zusatzlicher PMO-Schale weist hierbei eine Einlagerungseffizienz von 8.7% auf, was
folglich ebenfalls deutlich geringer ist im Vergleich zu den unmodifizierten beladenen

MNPSNPs nach der Einlagerung bei einem pH-Wert von 5.0.
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Abbildung 5.71: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten MNPSNPs und MNPSNP@PMOs nach
Einlagerung mit Enrofloxacin bei einem pH-Wert von 5.0. MNPSNP-EFX (schwarz) und MNPSNP@PMO-EFX
(grau).

Die Freisetzungsprofile der MNPSNP-EFX und MNPSNP@PMO-EFX nach Einlagerung
bei einem pH-Wert von 5.0 sind in Abbildung 5.72 dargestellt. Beide Partikelsysteme zeigen
nach der Inkubation in PBS bei 37 °C, dhnlich wie die zuvor vorgestellten unmodifizierten
und modifizierten MNPSNPs, einen initial burst release, bei welchem zu Beginn grofe
Mengen an EFX freigesetzt werden. Das unmodifizierte beladene Partikelsystem MNPSNP-
EFX weist nach 10 Tagen Inkubationszeit in PBS eine Freisetzungsmenge von 36 ug mg,
wobei nach 6h bereits 29 ugmg' abgegeben wurden. Dagegen betragt die
Freisetzungsmenge des unmodifizierten beladenen Partikelsystems MNPSNP@PMO-EFX
eine Freisetzungsmenge von 29 ug mg™. In diesem Fall wurden nach 6 h Inkubationszeit in
PBS Dbereits 22pugmg?' freigesetzt. Verglichen zu den zuvor prasentierten
Freisetzungsprofilen der unmodifizierten und modifzierten MNPSNPs nach Einlagerung
von EFX bei einem pH-Wert von 8.5 weisen die beiden Partikelsysteme nach Einlagerung

unter sauren Bedingungen bei einem pH-Wert von 5.0 eine deutlich niedrigere
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Freisetzungsrate auf. Allerdings ist die Massenkonzentration des Wirksstoffes im
Einlagerungsmedium unter sauren Bedingungen mit einer Massenkonzentration von
2mg mL™ deutlich geringer im Vergleich zu der Einlagerungslosung unter basischen
Bedingungen mit einer Massenkonzentration von 3 mg mL™, weshalb folglich die
Einlagerungsmenge an EFX bei den beiden Partikelsystemen nach Einlagerung unter

sauren Bedingungen auch deutlich geringer ist.
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Abbildung 5.72: Kumulative Freisetzung von Enrofloxacin aus den unmodifizierten MNPSNPs und
MNPSNP@PMOs bei 37 °C in PBS nach Einlagerung bei einem pH-Wert von 5.0. MNPSNP-EFX (schwarz) und
MNPSNP@PMO-EFX (grau).

Anhand der vorgestellten Ergebnisse konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass
sowohl die unmodifizierten als auch die modifizierten MNPSNPs sehr gut zur Einlagerung
und Freisetzung des Wirkstoffs Enrofloxacin geeignet sind. In Abhangigkeit der
Modifizierung kann hierbei Einfluss auf die Freisetzungsprofile der Partikelsysteme
genommen werden. Neben einem initial burst release des Wirkstoffes aus den MNPSNPs
ermoglicht eine Liposom-Umbhiillung der beladenen Partikel auch eine zeitverzogerte
Stimulus-bedingte Wirkstoffabgabe, welche die Effizienz der Infektionsbehandlung
steigern sowie unerwiinschte Nebenwirkungen reduzieren konnte. Dadurch haben die
eingesetzten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel ein grofies Potential fiir den Einsatz
als Wirkstofftragersysteme im ID-MDT-Prinzip zur Behandlung von akuten und

chronischen Implantat-assoziierten Infektionen.
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5.2.2 Inwvitro- und in vivo-Untersuchungen der magnetischen Kern-Schale-
Nanopartikel fiir das ID-MDT-Prinzip

Zur weiteren Beurteilung der Biokompatibilitdat der zuvor vorgestellten magnetischen
Kern-Schale-Nanopartikel fiir den Einsatz im ID-MDT wurden in Kooperation mit der
Tierdrztlichen Hochschule Hannover von Dahlhaus et al. weitere in vitro-Untersuchungen
durchgefiihrt.’ Zu diesem Zweck erfolgten Vitalitats- und Proliferations-Studien von
unmodifizierten MNPSNPs mit ca. 50 nm und 110 nm Partikelgrofie sowie auch RITC- und
PEG-modifizierte MNPSNPs mit 110 nm Partikelgrofle an den Zelllinien NIH-3T3 und
HepG2.5523%1 Es konnte fiir keine der drei Partikelsorten ein signifikanter Einfluss auf die
Proliferation und Vitalitdit nach 24 h und 48 h mit Partikelkonzentrationen von bis zu
100 mg mL gezeigt werden. Zudem wurden von Dahlhaus et al. MNPSNPs mit ca. 50 nm
und 110 nm Partikelgrofse an Primarzellen von Mausen untersucht.% Hierzu wurden
Immunzellen (dendritische Zellen und Makrophagen) sowie Knochenzellen (Osteoplasten)
gewonnen. Die eingesetzen Nanopartikel wiesen dabei nach sieben Tagen keinen Einfluss
auf die Proliferation der Immunzellen auf. Allerdings war die Vitalitdt nach drei Tagen
Behandlung mit den Kern-Schale-Systemen schwach reduziert. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass bei den Immunzellen und Knochenzellen keine erhchte Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen aufgrund der Behandlung mit den Partikeln vorlag.
Durch die vorliegenden Ergebnisse von Dahlhausetal. konnte die in vitro-
Biokompatibilitait der MNPSNPs folglich bestatigt werden. 383

In Kooperation mit der Medizinischen Hochschule Hannover wurden an den MNPSNPs
weitere Studien beziiglich der Biokompatibilitat und der Eignung fiir das ID-MDT-Prinzip
von Janfen et al. durchgefiihrt.*$% Hierzu wurde zundchst die Akkumulationsfahigkeit von
FITC-modifizierten MNPSNPs mit einer Partikelgrofie von ca. 110nm in einem
Schlauchsystem mit einer zirkulierenden Partikelsuspension unter Einfluss eines externen
magnetischen Feldes mit und ohne magnetisierbarem Plattchen untersucht. Als Plédttchen
wurde hierbei martensitischer 1.4112 oder ferritischer 1.4521 Chromstahl als Testmaterial
sowie die Titan-Legierung Ti90Al6V4 als Kontrollmaterial eingesetzt. Die in vitro-Studie
zeigte eine signifikant verstarkte Partikelakkumulation am martensitischen Testmaterial im
Vergleich zu den anderen Proben. Die Akkumulation der Partikel am ferritischen Stahl war
im Vergleich zu den Kontrollen tendenziell aber nicht signifikant erhoht. Weitere
Untersuchungen mit einer verliangerten Zirkulationszeit nach Entfernen des externen

magnetischen Feldes bestatigten zudem die remantente Eigenschaft des martensitischen
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Stahls, da die Akkumulation signifikant erhéht war.>?3%4 In weiteren Studien wurde von
Janflen et al. in vivo im Maus-Modell die Distribution und Biokompatibilitdt von RITC- und
PEG-modifizierten MNPSNPs mit einer Partikelgrofie von ca. 110 nm in Kombination mit
Implantatmaterialien und einem externen magnetischen Feld analysiert. Zu diesem Zweck
wurden im Maus-Modell auf Hohe des Femurs subkutan jeweils ein Implantat aus
ferritischem Stahl als Testmaterial sowie Ti90Al6V4 als Kontrollmaterial implantiert. Fiir
die Studien wurden die modifizierten MNPSNPs subkutan verabreicht, gefolgt von einer
Applikation eines externen magnetischen Feldes an beiden Hintergliedmafsen. Dabei lagen
zwischen den beiden Implantatmaterialien keine signifikanten Unterschiede nach
Auswertung des Implantatbereiches mittels Fluoreszenzmikroskopie vor. Abgesehen von
einem Lymphknoten erfolgte keine Distribution der MNPSNPs in Organe.>>3%4 Neben der
subkutanen Verabreichung der Partikel wurden bei weiteren fiinf Versuchsgruppen die
MNPSNPs intravends injiziert. Die Versuchsgruppen unterschieden sich in den Arbeiten
durch den Euthanasie-Zeitpunkt (nach 15 Minuten, 1, 7, 21 oder 42 Tag(en)). Dagegen
waren die restlichen Versuchsbedingungen unverdndert. Bei den Versuchen lag kein
signifikanter = Materialunterschied vor und die Partikelkonzentrationen im
Implantatbereich bzw. an dessen Oberflichen waren abgesehen vom langsten
Versuchszeitraum vergleichsweise sehr gering. Jedoch konnten in den Organen zwei
Verteilungsmuster festgestellt werden. So wurden zu Beginn in Lunge, Blut, Gehirn und
Nieren jeweils die hochste Partikelkonzentrationen festgestellt. Dagegeben lagen nach
einem Tag signifikant weniger bis keine Partikel vor. Die Partikelkonzentrationen in Leber
und Milz waren zu Beginn ebenfalls hoch und sanken nur langsam ab. Generell konnten in
den Organen nach subkutaner und intravenoser Partikel-Injektion keine klinischen und
signifikant pathomorphologischen Veranderungen beobachtet werden, sodass auch hier
die generell gute Biokompatibilitdt der MNPSNPs bestitigt werden konnte.[384]

Die Ergebnisse von Janfien et al. zeigten, dass das Implantat-dirigierte magnetische
Wirkstoff-Targeting noch nicht in dem fiir eine Therapie benétigtem Mafse zur effektiven
Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen durchgefiihrt werden konnte.
Insbesondere die geringe Partikelkonzentration in der Implantatregion aufgrund eines
hohen Ausmafies von Phagozytose in den Organen stellt hierbei eine grofse Problematik
dar. Dartiber hinaus konnten eine verminderte Gefafspermeabilitat im Implantatbereich des

Mausmodells, welche fiir die Extravasation der Partikel notwendig ist, sowie die geringe
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magnetische Permeabilitdt des ferritischen Implantatmaterials durch die kleine Dimension,
erschwerend fiir das ID-MDT sein. 384

In weiterfithrenden Studien von Reifenrath etal. wurden die RITC- und PEG-
modifizierten MNPSNPs mit einer Partikelgrofie von ca. 110 nm im Maus-Modell
eingesetzt, um den Einfluss durch das mononukledre Phagozyten-System (MPS) sowie
durch Implantat-assoziierte Infektionen an sich fiir das ID-MDT-Prinzip zu untersuchen.>
Zu diesem Zweck wurden in unterschiedlichen Versuchsgruppen Permanentmagnete als
Testmaterial und eine paramagnetische Titanlegierung als Kontrollmaterial jeweils nach
unterschiedlichen Behandlungen verwendet. Neben dem Einsatz von Implantaten, in
welchem das MPS-System durch Chlodronat-Phosphat geschwécht wurde, erfolgten
zudem Untersuchungen mit Implantaten, bei denen eine Infektion durch Prakultivierung
mit Staphylococcus aureus simuliert wurde. In den Studien konnte eine gezielte
Akkumulation der MNPSNPs auf der Oberfliche und der Umgebung magnetischer
Implantate bestatigt werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Wege der
lokalen Extravasation auftraten sowie Makrophagen eine entscheidende Rolle beziiglich
der Interaktion mit den MNPSNPs einnahmen. Auch wenn das Ziel einer effizienten
Therapie noch nicht vollstandig erreicht werden konnte, besitzt das Implantat-dirigierte
magnetische Wirkstoff-Targeting mittels der multifunktionalen MNPSNPs ein grofies

Potential fiir eine zielgerichtete Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen.

5.2.3 Zusammenfassung

Der zweite Teil dieser Arbeit behandelt die Ergebnisse der Einlagerung und Freisetzung
des Wirkstoffes Enrofloxacin (EFX) aus unmodifizierten und modifizierten magnetischen
Kern-Schale-Nanopartikeln. In den Freisetzungsstudien konnte gezeigt werden, dass
sowohl die unmodifizierten als auch die PEG-modifizierten MNPSNPs und die MNPSNPs
nach einer simultanen Modifizierung mit RITC und PEG einen initial burst release mit einer
raschen Freisetzung des EFX zu Beginn aufweisen. Dabei konnte bei den PEG-
modifizierten beladenen MNPSNPs eine hohere Freisetzungsrate nachgewiesen werden,
welche auf Wechselwirkungen durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem
Wirkstoff und den PEG-Molekiilen beruhen. Eine Moglichkeit zur Herstellung eines
Freisetzungssystems mit einer zeitverzogerten Wirkstoffabgabe bestand in der Umhiillung

der EFX-beladenen MNPSNPs mit einer Doppellipidschicht. Zu diesem Zweck wurden
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RITC-modifizierte MNPSNPs nach Beladung mit EFX mit Liposomen bestehend aus DOPC
eingeschlossen. Das Freisetzungsprofil zeigte hierbei einen zeitverzogerten Release zu
Beginn der Studie. Die Zugabe einer PBS-Losung mit 2.5% des Tensids Triton X-100 fiithrte
nach Auflésung der Liposom-Hiille zu einer deutlichen Erh6hung der Freisetzungsrate.
Die Liposom-Umhiillung von EFX-beladenen MNPSNPs ermdglicht somit eine Stimulus-
bedingte Wirkstofffreisetzung mit grofsem Potential fiir das ID-MDT-Prinzip. Fiir weitere
Freisetzungsstudien wurden neben unmodifizierten MNPSNPs auch die unmodifizierten
MNPSNP@PMOs mit zuséatzlicher PMO-Schale nach einer Einlagerung in einer EFX-
Losung bei einem sauren pH-Wert von 5.0 verwendet. Auch bei diesen beiden
Partikelsystemen zeigten die Freisetungsprofile einen initial burst release. Allerdings war
aufgrund der geringeren Massenkonzentration der eingesetzten EFX-Losung die
Freisetzungsrate niedriger verglichen zu den zuvor vorgestellten unmodifizierten und
modifizierten MNPSNPs nach Einlagerung bei einem basischen pH-Wert von 8.5.

Neben der Vorstellung der Ergebnisse der Freisetzungsstudien erfolgte in diesem
Kapitel zudem ein Ausbzug aus den Ergebnissen von in vitro- und in vivo-Untersuchungen
der MNPSNPs aus der Kooperation mit der Tierarztlichen Hochschule Hannover und der
Medizinischen Hochschule Hannover beziiglich der Biokompatibilitit und Eignung fiir das
ID-MDT-Prinzip. Dahlhaus et al. konnten in in vitro-Untersuchungen mittels Vitalitats-
und Proliferationsstudien von unmodifizierten MNPSNPs mit ca. 50 nm und 110 nm
Partikelgrofse sowie auch RITC- und PEG-modifizierten MNPSNPs mit 110 nm
Partikelgrofie an den Zelllinien NIH-3T3 und HepG2 die Biokompatibilitit bestatigen.
Dariiberhinaus zeigten zusatzliche Untersuchungen der MNPSNPs an Primérzellen von
Mausen weitere vielversprechende Ergebnisse.[52383]

Zur Beurteilung der Eignung des ID-MDT-Prinzips wurden von Janfsenetal die
Akkumulationsfahigkeit von FITC-modifizierten MNPSNPs im in vitro-Modell untersucht.
Dabei konnten eine verstarkte Partikelakkumulation sowie remanente Eigenschaften an
einem martensitischen Testimplantat bestdtigt werden. Weitere Studien in vivo im
Mausmodell mit RITC- und PEG-modifizierten MNPSNPs zeigten zudem gute Ergebnisse
beziiglich der Biokompatibilitat. Das Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-Targeting
konnte jedoch noch nicht hinreichend fiir eine effektive Behandlung von Implantat-
assoziierten Infektionen realisiert werden, da aufgrund von Phagozytose durch
Makrophagen die Partikelkonzentration auf dem Implantat und in der Umgebung sehr

gering war. Der Einfluss fiir das ID-MDT-Prinzip durch das mononukledare Phagozyten-
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System (MPS) sowie durch Implantat-assoziierte Infektionen an sich konnte von
Reifenrath et al. bestatigt werden.[52-54384]

Zusammenfassend bieten die hier entwickelten multifunktionalen magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikel durch ihre Materialeigenschaften sowie der sehr guten
Biokompatibilitat sehr gute Grundvoraussetzungen fiir den Einsatz als Wirkstofftrager-
und Freisetzungssysteme fiir das ID-MDT-Prinzip. Durch weitere Optimierung der
Partikeleigenschaften sowie Reduzierung weiterer Storfaktoren im in vivo-Modell in
Folgestudien sollte eine frithzeitige Phagozytose verhindert und die Partikelakkumulation
in der Implantatregion verbessert werden, um somit die Effektivitat des ID-MDT-Prinzips

fiir eine zielgerichtete Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen zu erhéhen.

5.3 Magnetische Kern-Schale-Nanopartikel mit hydrophilen Eisenoxid-
Nanopartikeln

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Entwicklung von magnetischen Silica-
Partikeln (MSPs) als Kern-Schale-Systeme fiir das magnetische Wirkstoff-Targeting
beschrieben. Hierbei werden zunachst die Figenschaften der hydrophilen Citrat-
stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel (FesOs NPs) diskutiert, welche als Kernmaterial der
MSPs dienen. Im nédchsten Schritt werden die Eigenschaften der unmodifizierten MSPs mit
ihrer nanoporosen Silica-Schale beschrieben, gefolgt von einer Diskussion der MSPs nach
einer simultanen Synthese und Modifizierung mit dem organischen Fluorophor FITC.
Dariiber hinaus wird ein Auszug aus den Ergebnissen von in vitro-Studien der MSP@FITC
aus der Kooperation mit dem Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in
Braunschweig beziiglich Partikelaufnahme durch Makrophagen und Eignung fiir das

magnetische Wirkstoff-Targeting vorgestellt.

5.3.1 Charakterisierung der hydrophilen Eisenoxid-Nanopartikel

Als Kernmaterial fiir die magnetischen Silica-Partikel fiir das magnetische Wirkstoff-
Targeting dienten hydrophile Citrat-stabilisierte FesOsNPs, welche nach einer
modifizierten Synthese von Yathindranathetal. hergestellt wurden.*”l Die TEM-
Aufnahmen sowie die Partikelgrofienverteilung der FesOs NPs sind in Abbildung 5.73
dargestellt.
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Abbildung 5.73: TEM-Aufnahmen der hydrophilen Citrat-stabilisierten =~ FesOs NPs mit
Partikelgrofienverteilung.

Die magnetischen Kerne besitzen eine mittlere Partikelgrofse von 9 + 2 nm und erfiillen
dhnlich wie die zuvor vorgestellten hydrophoben Olsiure-stabilisierten FesOs NPs sehr
gute Grundvoraussetzungen fiir Superparamagnetismus, fiir welchen die Partikelgrofie
unter 30 nm liegen sollte.[”7130

Neben der transmissionselektronenmikroskopischen Analyse wurde die Partikelgrofie
auch mittels dynamischer Lichtstreuung in Wasser charakterisiert. In Abbildung 5.74 sind

die Groflenverteilungen des hydrodynamischen Durchmessers von drei Einzelmessungen

abgebildet.
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Abbildung 5.74: Hydrodynamische PartikelgrofSenverteilung der hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs
mittels DLS. Nach 771,

Der mittlere hydrodynamische Durchmesser betrdagt 39 nm bei einem PDI-Wert von
0.351 und basiert auf den Ergebnissen der Einzelmessungen 2 und 3. Der grofiere
Partikeldurchmesser im Vergleich zu dem Durchmesser der TEM-Analyse mit 9 nm ist bei

der DLS-Analyse durch die zusatzlich detektierte Solvatationshiille begriindet. Allerdings
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ist auch eine deutliche Partikelagglomeration der Kerne durch den mittleren
hydrodynamischen Durchmesser von 92 nm aus Einzelmessung 1 erkennbar. Dieser hohe
Durchmesser ist in den Folgemessungen wihrend der Analyse aufgrund von
Sedimentation der grofien Partikelagglomerate nicht mehr ersichtlich.

Im Falle der hydrophilen FesOs NPs wurde zur Stabilisierung und Pravention einer
Oxidation von Magnetit (FesOs) zu dem schwiacher magnetischen Maghemit (y-Fe:0s)
Citrat als Ligand verwendet. Zur Charakterisierung der Citrat-Stabilisierung wurden die
magnetischen Kerne mittels IR-Spektroskopie analysiert. Das zugehorige IR-Spektrum der
Citrat-stabilisierten FesOs NPs ist in Abbildung 5.75 dargestellt und in Tabelle 5.20 ist die
Zuordnung der Banden zu den Schwingungen zusammengefasst. In dem Spektrum sind
bei der Bande mit der hochsten Intensitdt bei einer Wellenzahl von 586 cm™ die
charakteristischen (Fe-O)-Valenzschwingungen zu erkennen. Dariiber hinaus sind die
charakteristischen (C-O)-Valenzschwingungen der Carboxylgruppe des Citrats als
Stabilisierungsligand bei einer Wellenzahl von 1392 cm™ und 1608 cm™ lokalisiert. Die
breite Bande bei einer Wellenzahl von 3415 cm™ ist durch (O-H)-Valenzschwingungen

durch adsorbiertes Wasser begriindet.[””]
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Abbildung 5.75: IR-Spektrum der hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs. Nach [771.
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Tabelle 5.20: Zuordnung der Schwingungsbanden des IR-Spektrums der hydrophilen Citrat-stabilisierten
FesOu N Ps.[77:178,366,367]

Wellenzahl [cm™] Schwingungsart Ursache
3415 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
1608 (C-0)-Valenzschwingung Citrat
1392 (C-0)-Valenzschwingung Citrat
587 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid

Die magnetischen Kerne wurden zudem mittels Rontgen-Pulverdiffraktometrie
analysiert und das zugehorige Diffraktogramm ist in Abbildung 5.76 abgebildet. Auch in
diesem Diffraktogramm sind alle charakteristischen Reflexe des Magnetits erkennbar.7]
Aufgrund der nanopartikuldaren Grofie der FesOs NPs liegen verbreiterte Reflexe vor. Durch
diese Reflexverbreiterung ist eine Partikelgrofienbestimmung der Kerne durch Scherrer
realisierbar.*%l Dabei konnte bei der Auswertung bei dem intensivsten Reflex bei 20 = 35.5 ©

(311) eine Partikelgrofie von 13 nm bestimmt werden.
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Abbildung 5.76: Rontgen-Pulverdiffraktogramm der hydrophilen Citrat-stabilisierten Fe3sOs NPs. Die
charakteristischen Reflexe des Magnetits entsprechen folgenden 20-Werten: (220):30.1°, (311):35.5°,

(400): 43.5 °, (422): 53.8 °, (511): 57.3 °, (440): 62.7 °.

Mittels der thermogravimetrischen Analyse wurde an den FesOs NPs die Menge an

Citrat als Stabilisierungsliganden bestimmt. Das zugehorige Thermogramm ist in

Abbildung 5.77 gezeigt.
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Abbildung 5.77: Thermogravimetrische Analyse der hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs.

Bis zu einer Temperatur von 120 °C liegt ein Massenverlust von 3.2% vor, welcher durch
adsorbiertes Losungsmittel wie zum Beispiel Wasser begriindet ist. Der Massenverlust von
7.6% zwischen einer Temperatur von 120 °C und 700 °C ist auf die Verbrennung des
organischen Citrats zuriickzufithren. Die magnetischen Kerne besitzen nach der
Verbrennung eine Restmasse von 89.2%.

Analog zu den zuvor vorgestellten hydrophoben Olsiure-stabilisierten FesOs: NPs
wurden an den hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOsNPs die magnetischen
Eigenschaften mit einem Vibrationmagnetometer untersucht. In Abbildung 5.78 ist die

zugehorige Magnetisierungskurve bei Raumtemperatur abgebildet.

60

50
T 404
o
g 30
o 204
g
g, 10
N 0 15
) 2
5 -10 4 g 104
-~ [
O -20 < %]
< 20
S 304 N
(] _% 54
S 0] § 0]
j)
-50 4 o -15 T T
S 00 50 0 50 100
.60 ; . . Magnetfelzli /G
-15000 -10000 -5000 0 5000 10000 15000
Magnetfeld | G

Abbildung 5.78: Magnetisierungskurve der hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs im Hochfeld bei
Raumtemperatur. Unten rechts ist die Magnetisierungskurve im Niedrigfeld abgebildet.
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Anhand der Magnetisierungskurve konnte bei den magnetischen Kernen eine
Sattigungsmagnetisierung von 55 emu g bestimmt werden. Zudem weist die Kurve keine
Hysterese und somit auch keine Remanenz auf, sodass an diesen FesOs NPs ebenfalls
superparamagnetisches Verhalten bestdtigt werden konnte. Insbesondere in der
Magnetisierungskurve im Niedrigfeld ist keine Restmagnetisierung erkennbar. Der
Superparamagnetismus der hydrophilen magnetischen Kerne ist auch fiir die Anwendung
im magnetischen Wirkstoff-Targeting eine wichtige Eigenschaft, da durch die fehlende
Restmagnetisierung nach Abschalten eines externen angelegten magnetischen Feldes das
Risiko einer Partikelaggregation vermindert wird.

An den hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs wurden neben der Analyse der
magnetischen Eigenschaften auch die Hyperthermie-Eigenschaften charakterisiert. Die
Hyperthermie-Messung der magnetischen Nanopartikel in Wasser in einem magnetischen

Wechselfeld ist Abbildung 5.79 dargestellt.
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Abbildung 5.79: Hyperthermie-Messung der hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs FesOs NPs in Wasser
im magnetischen Wechselfeld.

Anhand der Temperaturkurve ist in den ersten 5 Minuten ein starker Temperaturanstieg
aufgrund des Einflusses des magnetischen Wechselfeldes erkennbar. Nach 30 Minuten
weisen die Partikel eine Temperatur von 33.9 °C mit einem Temperaturanstieg von 8.2 °C
auf.

Mit der kleinen Partikelgrofle, dem Superparamagnetismus sowie der Moglichkeit zur
Hyperthermie besitzen auch die hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs folglich sehr
gute Eigenschaften fiir den Einsatz als Kernmaterial fiir die Entwicklung von Kern-Schale-

Partikelsystemen fiir das magnetische Wirkstoff-Targeting.
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5.3.2 Charakterisierung der unmodifizierten und modifizierten magnetischen
Silica-Partikel

Fir die Herstellung der magnetischen Silica-Partikel (MSP) wurden die zuvor
beschriebenen hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs als Kernmaterial eingesetzt.
Anders als bei den zuvor vorgestellten MNPSNPs mit ihren hydrophoben Olsiure-
stabilisierten FesOs NPs ist fiir die Synthese der nanopordsen Silica-Schale um die
hydprohilen magnetischen Kerne kein Phasentransfer notwendig. Fiir die Formation der
nanopordsen Silica-Hiille der MSPs wird ebenfalls CTAB als strukturdirigierendes Agens
verwendet, welches im Anschluss durch eine Calcination oder einen lonenaustausch
entfernt werden kann. Abbildung5.80 zeigt TEM-Aufnahmen sowie die

Partikelgrofsenverteilung der MSPs nach Calcination.
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Abbildung 5.80: TEM-Aufnahmen der magnetischen Silica-Partikel (MSPs) mit Partikelgrofsenverteilung.

Anhand der TEM-Aufnahmen sind sphédrische Kern-Schale-Systeme mit einer
Partikelgrofse von 112 + 16 nm ersichtlich, in denen die magnetischen Kerne als dunkle
Spots erkennbar sind. Allerdings liegen auch kernlose Silica-Partikel vor, welche wahrend

der Silica-Synthese als Nebenprodukte entstanden sind. Neben den sphérischen
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Partikelsystemen sind zudem sehr grofie nichtsphédrische magnetische Kern-Schale-
Systeme mit Abmessungen von iiber 1000 nm und einer grofsen Anzahl an magnetischen
Kernen entstanden. Aufgrund der sehr unterschiedlichen Partikelgréfien und Morphologie
kann folglich eine Monodispersitat nicht bestdtigt werden. Allerdings ist in allen
Partikelsystemen der MSPs die Porositdt der Silica-Schale zu erkennen, welche durch den
Einsatz des CTABs gebildet wurde und eine wichtige Grundvoraussetzung fiir eine
potenzielle Wirkstoffeinlagerung ist.

Die Partikelgrofse und deren Verteilung wurden ebenfalls mittels DLS untersucht und
die Grofienverteilungen der hydrodynamischen Durchmesser der unmodifizierten MSPs

sind anhand von drei Einzelmessungen in Abbildung 5.81 dargestellt.
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Abbildung 5.81: Hydrodynamische PartikelgrofSenverteilungen der magnetischen Silica-Partikel (MSPs)
mittels DLS.

Durch die DLS-Messungen wurden hydrodynamische Durchmesser von 133 nm
(Einzelmessung 1), 197 nm (Einzelmessung 2) sowie 756 nm (Einzelmessung 3) bestimmt.
Diese Ergebnisse bestdtigen die Polydispersitit der Partikelsysteme, welche durch die
spharischen Partikel sowie die grofien nichtspharischen Partikelsysteme begriindet ist.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die unmodifizierten MSPs mittels IR-
Spektroskopie nach der Calcination analysiert. Das zugehorige IR-Spektrum ist in
Abbildung 5.82 dargestellt und die Zuordnung der Banden zu den Schwingungen ist in
Tabelle 5.21 aufgefiihrt. Das Spektrum der unmodifizierten MSPs ist sehr dhnlich zu dem
Spektrum der zuvor vorgestellten MNPSNPs. Bei einer Wellenzahl von 1083 cm™ sind die
sehr intensiven asymmetrischen (S5i-O-5i)-Valenzschwingungen lokalisiert. Auch die

charakteristischen (Si-OH)-Deformationsschwingungen, die symmetrischen (Si-O-Si)-
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Valenzschwingungen sowie dariiber hinaus die (S5i-O-5i)-Deformationsschwingungen bei
Wellenzahlen von 968 cm™, 801 cm™ und 462 cm™ sind aufgrund der Silica-Schale der
Partikel erkennbar. Die Bande bei einer Wellenzahl von 581 cm™ ist durch die (Fe-O)-
Valenzschwingungen der magnetischen Kerne begriindet. Zudem sind im Spektrum die
(O-H)-Valenzschwingungen sowie die (O-H)-Deformationsschwingungen durch
adsorbiertes Wasser durch eine breite Bande bei 3426 cm™ sowie durch eine weitere Bande

bei 1633 cm™ verteten.
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Abbildung 5.82: IR-Spektrum der magnetischen Silica-Partikel (MSPs).

Tabelle 5.21: Zuordnung der Schwindungsbanden des IR-Spektrums der magnetischen Silica-Partikel (MSPs)
(Weuenzahl [Cmfl]).[178,180,366,367,370]

Wellenzahl [cm™] Schwingungsart Ursache
3426 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
1633 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
1083 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica
968 (5i-OH)-Valenzschwingung Silica
801 (5i—-O-5i)-Valenzschwingung Silica
581 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
462 (§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Wie zuvor die magnetischen Kerne wurden auch die MSPs mittels Rontgenpulver-

Diffraktometrie charakterisiert. In Abbildung 5.83 ist das zugehorige Diffraktogramm
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abgebildet. Hierbei sind wieder die charakteristischen Reflexe des Magnetits erkennbar,

wie sie auch bei den hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs detektiert wurden. 7!

Intensitat / a.u.
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Abbildung 5.83:  Rontgen-Pulverdiffraktogramm der magnetischen Silica-Partikel ~(MSPs). Die
charakteristischen Reflexe des Magnetits entsprechen folgenden 20-Werten: (220):30.1°, (311):35.5°,
(400): 43.5 °, (422): 53.8 °, (511): 57.3 °, (440): 62.7 °.

Zur Beurteilung der Eignung als Wirkstofftragersystem wurde das Porensystem der
unmodifizierten MSPs mit Hilfe der Stickstoff-Physisorption untersucht. In Abbildung 5.84
sind die zugehorige Isotherme mit Adsorption und Desorption sowie die

Porenweitenverteilung dargestellt.
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Abbildung 5.84: Stickstoff-Physisorptionsisotherme mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) (A) und
Porenweitenverteilung (B) der magnetischen Silica-Partikel (MSPs).

Nach IUPAC liegt auch bei den MSPs eine charakteristische Typ IV-Isotherme fiir

mesoporose Systeme vor.l?%l Dabei ist eine schwach ausgepragte Hysterese zu erkennen,
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die durch Porenkondensation erklart werden kann. Die BET-Oberflache betrdagt 790 m? g
und ist durch das Porensystem begriindet, welches unter Einsatz von CTAB als
strukturdirigierendes Agens bei der Silica-Synthese gebildet wurde. Bei einem
Relativdruck von p/po=0.97 wurde ein Porenvolumen von 0.5 cm?® g-! bestimmt. Die MSPs
weisen zudem unter Anwendung der DFT-Methode einen mittleren Porendurchmesser
von 3.1 nm auf. Damit liegt mit den MSPs ein weiteres Partikelsystem mit einer hohen
Porositat vor, das ein grofies Potential fiir eine potenzielle Wirkstoff-Einlagerung bietet.

Die Charakterisierung der magnetischen Eigenschaften der MSPs erfolgte analog zu den
MNPSNPs mittels Vibrationsmagnetometer und ist anhand der Magnetisierungskurve bei
Raumtemperatur in Abbildung 5.85 abgebildet.
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Abbildung 5.85: Magnetisierungskurve der magnetischen Silica-Partikel (MSPs) im Hochfeld bei
Raumtemperatur. Unten rechts ist die Magnetisierungskurve im Niedrigfeld abgebildet.

Die MSPs besitzen eine Sattigungsmagnetisierung von 6 emu g, welche deutlich unter
der Sattigungsmagnetisierung der hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs mit
55emug?! liegt. Ahnlich wie bei den MNPSNPs ist die verringerte
Sattigungsmagnetisierung der MSPs verglichen zu den Kernen durch die geringere Menge
an magnetischem Material in dem Kern-Schale-System mit der Silica-Schale zu erklaren.
Anhand der Magnetisierungskurven im Hochfeld und Niedrigfeld ist wie bei den Citrat-
stabilisierten FesOs NPs keine Hysterese zu erkennen. Somit zeigen auch die MSPs
superparamagnetisches Verhalten ohne Remanenz nach Entfernung eines externen
angelegten magnetischen Feldes.

Neben dem Vergleich der magnetischen Eigenschaften der magnetischen Kerne sowie

der MSPs wurden auch die Hyperthermie-Eigenschaften der Kern-Schale-Systeme mit den
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hydrophilen FesO: NPs verglichen. Die Ergebnisse der Hyperthermie-Analyse der MSPs
mit Vergleich zu den Kernen sind in Abbildung 5.86 dargestellt.
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Abbildung 5.86: Hyperthermie-Messung der magnetischen Silica-Partikel (MSPs) in Wasser im magnetischen

Wechselfeld (A) und Vergleich der MSPs (schwarz) mit den hydrophilen Citrat-stabilisierten
Fes0: NPs (blau) (B).

Ahnlich wie bei den magnetischen Kernen ist auch bei den MSPs in den ersten 5 Minuten
ein deutlicher Temperaturanstieg erkennbar. Aufgrund der superparamagnetischen
Eigenschaften weisen die Kern-Schale-Systeme nach 30 Minuten unter Einfluss eines
externen magnetischen Wechselfeldes eine Temperatur von 31.3°C mit einem
Temperaturanstieg von 5.2 °C auf. Wie bei den zuvor vorgestellten MNPSNPs ist auch das
Hyperthermie-Verhalten der MSPs verglichen mit den reinen magnetischen Kernen mit
einer Temperatur von 33.9 C und einem Temperaturanstieg von 8.2 °C deutlich schwécher.
Die schwacheren Hyperthermie-Eigenschaften der MSPs resultieren auch hier durch den
deutlich geringeren Anteil an magnetischem Material in den Kern-Schale-Partikeln. Die
Silica-Matrix ist zudem im magnetischen Wechselfeld inaktiv sowie isolierend beziiglich
der Warmeiibertragung in dem wassrigen Medium. Somit liegen mit den MSPs hochpordse
Kern-Schale-Partikelsysteme vor, welche durch ihre superparamagnetischen Eigenschaften
und der Moglichkeit zur Hyperthermie in einem magnetischen Wechselfeld sehr gute
Grundvoraraussetzungen fiir einen Einsatz im magnetischen Wirkstoff-Targeting (MDT)
besitzen.

Fir die Weiterentwicklung der MSPs bestand der nédchste Schritt in der
Funktionalisierung mit einem organische Fluorophor, um eine Detektion der Partikel in

in vitro- und in vivo-Untersuchungen zu ermoglichen. Zu diesem Zweck wurde das

192



Ergebnisse und Diskussion

organische Fluorophor FITC mit einer griinen Fluoreszenz verwendet und wahrend der
Silica-Synthese der MSPs simultan mit dem Silica-Prakursor TEOS eingesetzt. Nach der
simultanen Synthese und Funktionalisierung der MSPs erfolgte eine Entfernung des
strukturdirigierenden Agens CTAB zur Freilegung des Porensystems durch einen
Ionenaustausch. In  Abbildung 5.87 sind  TEM-Aufnahmen  sowie  die
Partikelgrofsenverteilung der funktionalisierten = Kern-Schale-Partikel MSP@FITC
abgebildet.
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Abbildung 5.87: TEM-Aufnahmen von MSP@FITC mit PartikelgréfSenverteilung. Nach 77,

Mit MSP@FITC liegen sphérische Kern-Schale-Partikel mit einer Partikelgrofie von
168 + 27 nm vor. Auch in diesen Partikelsystem sind anhand der dunklen Spots die
magnetischen Kerne erkennbar. Allerdings sind die magnetischen Kerne innerhalb der
funktionalisierten MSPs stiarker agglomeriert als bei den unmodizierten MSPs. Durch die
starkere Agglomeration konnen auch die hoheren Partikelgrofien verglichen zu den
unmodifizierten MSPs (112+16nm) erklart werden. Aufgrund der grofieren
Partikelagglomerate der FesOsNPs sind bei der Schalen-Synthese weniger

Nukleationszentren fiir die Formation der Silica-Matrix vorhanden, sodass mehr grofse
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Kern-Schale-Partikel gebildet werden.l®? Anders als bei den unmodifizierten MSPs sind
anhand der TEM-Aufnahmen bei MSP@FITC keine kernlosen Partikel zu erkennen. Jedoch
sind auch bei den funktionalisierten Kern-Schale-Systemen neben sphérischen Partikeln
sehr grofse nichtspharische Partikel mit Abmessungen von iiber 500 nm und einer grofien
Anzahl an magnetischen Kernen entstanden. Die Porositat der Silica-Schale der
funktionalisierten Partikel MSP@FITC ist wie bei den unmodifizierten Partikeln deutlich
erkennbar.[””!

Auch bei den funktionalisierten Partikelsystemen MSP@FITC wurden die Partikelgrofse
und deren Verteilung mittels DLS-Analyse untersucht. In Abbildung 5.88 sind die
Grofienverteilungen des hydrodynamischen Durchmessers anhand von drei

Einzelmessungen abgebildet.
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Abbildung 5.88: Hydrodynamische Partikelgréienverteilungen von MSP@FITC mittels DLS. Nach [771.

Fiir die funktionalisierten Partikelsysteme wurden hydrodynamische Durchmesser von
305 nm (Einzelmessung 1), 368 nm (Einzelmessung 2) sowie 244 nm (Einzelmessung 3)
ermittelt. Bei allen Messungen ist eine breite Grofienverteilung erkennbar, welche die
Polydispersitit bestdtigen, die auch anhand der TEM-Aufnahmen durch die sphéarischen
Kern-Schale-Partikel sowie die grofsen nichtsphérischen Partikel gezeigt werden konnte.
Neben der DLS-Analyse wurde an MSP@FITC mittels Zeta-Potential-Analyse in Wasser
eine Oberflichenladung von -34.2+0.3mV bestimmt. Trotz der hohen negativen
Oberflachenladung wird eine Partikelagglomeration jedoch durch die grofien
nichtspharischen Partikel begiinstigt.

Zur Bestatigung der erfolgreichen Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor

FITC wurden die Partikelsysteme mittels IR-Spektroskopie charakterisiert. In
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Abbildung 5.89 ist das zugehorige IR-Spektrum dargestellt und in Tabelle 5.22 ist die

Zuordnung der Banden zu den Schwingungen zusammengefasst.
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Abbildung 5.89: IR-Spektrum von MSP@FITC. Nach ["71.

Tabelle 5.22:  Zuordnung  der  Schwingungsbanden  des  IR-Spektrums von  MSP@FITC
(Weuenzahl [Cmfl]).[77,178,180,366,367,370]

Wellenzahl [cm™] Schwingungsart Ursache
3389 (O-H)-Valenzschwingung Wasser
2986 (C-H)-Valenzschwingung FITC
2910 (C-H)-Valenzschwingung FITC
1630 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser
1397 (C-H)-Deformationsschwingung FITC
1083 (5i-O-Si)-Valenzschwingung Silica

958 (5i-OH)-Valenzschwingung Silica
798 (5i-O-S5i)-Valenzschwingung Silica
587 (Fe-O)-Valenzschwingung Eisenoxid
460 (§i-O-Si)-Deformationsschwingung Silica

Im Spektrum der modifizierten Partikel MSP@FITC sind wieder die sehr intensiven
asymmetrischen (Si—-O-S5i)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von 1083 cm™
vertreten. Zudem sind bei den Kern-Schale-Systemen die charakteristischen (Si-OH)-

Deformationsschwingungen, die symmetrischen (Si-O-5i)-Valenzschwingungen sowie die
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(5i—-O-Si)-Deformationsschwingungen bei Wellenzahlen von 958 cm™, 798 cm™ und
460 cm™ deutlich erkennbar. Die magnetischen Kerne konnen anhand der
charakteristischen (Fe-O)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von 587 cm™
detektiert werden. Die Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor FITC wird
durch die zusatzlichen Banden der (C-H)-Valenzschwingungen bei einer Wellenzahl von
2986 cm™ und 2910 cm™ sowie der (C-H)-Deformationsschwingungen bei einer Wellenzahl
von 1397 cm™ bestatigt.l””]

Die Porositat von MSP@FITC wurde mittels Stickstoff-Physisorption charakterisiert. Die
zugehorige Isotherme mit Adsorption und Desorption sowie die Porenweitenverteilung

sind in Abbildung 5.90 abgebildet.
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Abbildung 5.90: Stickstoff-Physisorptionsisotherme mit Adsorption (Punkte) und Desorption (Kreise) (A) und
Porenweitenverteilung (B) von MSP@FITC.

Anhand der Isotherme ist wieder eine charakteristische Typ IV-Isotherme nach IUPAC
erkennbar, welche charakteristisch fiir mesopordse Systeme ist.?’ Zudem liegt aufgrund
von Porenkondensation eine schwach ausgepriagte Hysterese vor. Die Partikel weisen
durch das funktionalisierte Porensystem eine BET-Oberflache von 390 m? g-! auf, welche
deutlich geringer verglichen zu den unmodifizierten MSPs mit 790 m? g ist. Die geringere
BET-Oberflache ist neben der kovalenten Anbindung durch das organische Fluorophor
FITC auch durch die nichtsphéarischen Partikelsysteme sowie die grofieren Agglomerate
aus magnetischen Kernen innerhalb der spharischen Partikel begriindet. Das
Porenvolumen betragt 0.4 cm® g bei einem Relativdruck von p/po=0.97. Mittels DFT-
Methode wurde bei den funktionalisierten Partikeln MSP@FITC ein mittlerer

Porendurchmesser von 4.1 nm bestimmt, welcher charakteristisch fiir mesopordse Systeme
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ist und somit gute Grundvoraussetzungen fiir eine potenzielle Einlagerung und
Freisetzung von Wirkstoffen bietet.

Die Menge des organischen Fluorophors FITC wurde mittels thermogravimetrischer
Analyse bestimmt. In Abbildung 5.91 ist das zugehorige Thermogramm dargestellt. Zu
Beginn konnte bis zu einer Temperatur von 120 °C ein Massenverlust von 4.1% aufgrund
von adsorbiertem Wasser ermittelt werden. Der Massenverlust zwischen einer Temperatur
von 120 °C und 700 °C betragt 6.7% und ist durch die Verbrennung des organischen
Fluorophors begriindet.
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Abbildung 5.91: Thermogravimetrische Analyse von MSP@FITC.

Zur Charakterisierung der Fluoreszenz und damit zur Beurteilung zur Eignung von
MSP@FITC fiir die Detektion der Partikel in in vitro- und in vivo-Studien wurden die
funktionalisierten Kern-Schale-Systeme mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie analysiert.
Zu diesem Zweck sind das zugehorige Emissionsspektrum sowie Fotographien der
Partikeldispersionen unter normalem Licht sowie UV-Licht in Abbildung 5.92 abgebildet.
Auch im Spektrum von MSP@FITC ist ein deutliches Emissionsmaximum bei einer
Wellenldnge von 521 nm bei einer Anregungswellenldnge von 482 nm zu erkennen. Die
Lage dieses Emisssionsmaximum ist charakteristisch fiir das griin-fluoreszierende
organische Fluorophor FITC. Die griine Fluoreszenz ist auch deutlich in der
Partikeldispersion unter UV-Licht zu erkennen und bestitigt die erfolgreiche
Funktionalisierung mit dem Fluorophor. Eine Fluoreszenzloschung aufgrund der
Kombination von magnetischen und fluoreszierenden Eigenschaften liegt folglich auch bei

dem funktionalisierten Kern-Schale-Partikelsystem MSP@FITC nicht vor.
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Abbildung 5.92: Normiertes Emissionsspektrum von MSP@FITC (Anregungswellenlange bei 482 nm,
Emissionsmaximum bei 521 nm) sowie Fotographien der Partikeldispersion unter normalem Licht (links) und
UV-Licht (rechts).

Zur Beurteilung der Eignung von MSP@FITC fiir das magnetische Wirkstoff-Targeting
wurden in Kooperation mit dem Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in
Braunschweig  in vitro-Studien = an  unterschiedlichen = Makrophagen-Zelllinien
durchgefiihrt. In diesen Studien zeigten Ullah et al. die erfolgreiche Aufnahme der FITC-
modifizierten Kern-Schale-Systeme in den Makrophagen-Zelllinien IC21, J774a.l,
RAW 264.7 sowie BMDM anhand von Analysen mittels Durchflusszytometrie sowie
Konfokalmikroskopie.””? Die MSP-beladenen Makrophagen konnen hierbei als
Tragermaterial fungieren, welche iiber das mononukledre Phagozyten-System (MPS)
gezielt in Organe transportiert werden. Durch Einsatz eines externen angelegten
magnetischen Wechselfeldes und damit erzeugter Hyperthermie kann durch eine damit
verbundene Zerstorung der Zellwand eine gezielte Wirkstoff-Freisetzung aus den
nanoporosen Silica-Systemen zur selektiven Behandlung von Erkrankungen erfolgen.
Somit besitzen auch die hier vorgestellten MSP@FITC auf Basis der hydrophilen Citrat-
stabilisierten FesOs NPs mit ihren superparamagnetischen, nanopordsen sowie auch
fluoreszierenden Eigenschaften ein grofles Potential fiir den Einsatz in biomedizinischen

Anwendungen.

5.3.3 Zusammenfassung

Im dritten und letzten Teil dieser Arbeit wurden die magnetischen Silica-Partikel (MSPs)

fiir das magnetische Wirkstoff-Targeting vorgestellt. Als Kernmaterial dieser Kern-Schale-
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Systeme dienten hydrophile Citrat-stabilisierte FesOs NPs, welche Superparamagnetismus
sowie Hyperthermie-Eigenschaften in einem magnetischen Wechselfeld aufwiesen.

Nach erfolgter Synthese einer nanopordsen Silica-Matrix um die magnetischen Kerne
sowie Calcination lagen mit den MSPs neben spharischen Kern-Schale-Nanopartikeln mit
Partikeldurchmessern von ca. 110 nm auch sehr grofse nichtsphdrische Partikelsysteme mit
einer hohen BET-Oberfliche von 790 m2g? vor. Ahnlich wie bei den hydrophilen
FesOs NPs konnten auch bei den MSPs Superparamagnetismus sowie Hyperthermie-
Eigenschaften bestatigt werden.

Der néachste Schritt in der Weiterentwicklung der MSPs bestand in der
Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor FITC fiir eine Detektion in in vitro-
und in vivo-Studien. Zu diesem Zweck wurde die Funktionalisierung mit dem organischen
Fluorophor simultan zur Synthese der nanopordsen Silica-Schale durchgefiihrt. Zur
Freilegung des Porensystems wurde das strukturdirigierende Agens CTAB durch einen
Ionenaustausch entfernt. Mit MSP@FITC lagen neben spharischen Kern-Schale-Partikeln
mit einem Partikeldurchmesser von ca. 170 nm auch grofse nichtsphérische Partikel mit
einer Grofie von iiber 500 nm vor. Anhand von Analysen mittels der dynamischen
Lichtstreuung wurde eine Polydispersitat aufgrund breiter Grofienverteilungen bestatigt.
Die Funktionalisierung der Partikelsysteme mit FITC konnte anhand der IR-Analyse sowie
der Thermogravimetrie verifiziert werden. Durch Untersuchungen mit Hilfe der Stickstoff-
Physisorption konnte an MSP@FITC eine BET-Oberflache 390 m? g-! bestimmt werden, was
deutlich unter der BET-Oberflache der unmodifizierten MSPs liegt. Die Reduzierung der
Porositdat basiert neben der Anbindung des organischen FITC auf nichtsphérischen
Partikeln und Agglomeraten aus magnetischen Kernen innerhalb der MSPs. Eine weitere
Bestatigung der erfolgreichen Funktionalisierung der Partikel mit FITC erfolgte durch
Analysen mittels Fluoreszenzspektroskopie. Das zugehorige Spektrum sowie die
Partikeldispersion unter UV-Licht zeigten eine charakteristische Fluoreszenz fiir das FITC.
In in vitro-Studien von Ullah et al. an unterschiedlichen Zelllinien konnte zudem eine
erfolgreiche Aufnahme der FITC-modifizierten Partikelsysteme in Makrophagen und
folglich ein grofles Potential der Partikelsysteme fiir den Einsatz im magnetischen

Wirkstoff-Targeting bestdtigt werden.[””]
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegendende Dissertation befasst sich mit der Entwicklung, Herstellung und
Charakterisierung von unterschiedlichen magnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln mit
hoher Multifunktionalitit und Biokompatibilitit fiir den Einsatz als potenzielle
Wirkstofftragersysteme fiir ein magnetisches Wirkstoff-Targeting zur effektiven
Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen und Organerkrankungen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden magnetische Kern-Schale-Nanopartikel prasentiert,
welche fiir das sogenannte Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-Targeting
(ID-MDT) konzipiert wurden. Hierbei dienten die Nanopartikel als Wirkstofftrager im
kombinierten Einsatz von magnetisierbaren Implantaten sowie einem externen angelegten
magnetischen Feld. Die Kern-Schale-Nanopartikel fiir das ID-MDT basierten auf
hydrophoben Olsdure-stabilisierten FesOs NPs als Kernmaterial, welche
Superparamagnetismus sowie Hyperthermie-Eigenschaften in einem magnetischen
Wechselfeld aufweisen. Nach erfolgtem Phasentransfer konnten die magnetischen Kerne
erfolgreich mit einer nanopordsen Silica-Schale zur Herstellung der magnetischen
nanoporosen Silica-Nanopartikel (MNPSNPs) umbhiillt werden. Mit den MNPSNPs lagen
monodisperse und sphdrische Kern-Schale-Systeme mit einer Partikelgrofie von
112+16 nm sowie einer hochporosen Silica-Matrix mit einer BET-Oberflache von
1080 m? g! sowie einem mittleren Porendurchmesser von 3.9 nm vor. Dariiber hinaus
zeichneten sich diese Hybrid-Systeme durch superparamagnetisches Verhalten und
folglich mangelnder Remanenz nach Entfernung eines externen angelegten Magnetfeldes
sowie Hyperthermie-Eigenschaften im magnetischen Wechselfeld aus.

Fiir die Erhohung der Multifunktionalitit und eine mogliche Detektion in in vitro- und
in vivo-Untersuchungen wurden die MNPSNPs mit dem organischen Fluorophor
Fluoresceinisothicyanat (FITC) modifiziert. Die Fluorophor-Modifizierung zeigte dabei
keine negativen Auswirkungen beziiglich der spharischen Morphologie der MNPSNPs.
Dartiber hinaus wiesen die Partikel weiterhin eine hohe Porositdt sowie eine fiir FITC
charakteristische = griine Fluoreszenz auf. Folglich konnte eine potenzielle
Fluoreszenzloschung aufgrund der Kombination von magnetischen und fluoreszierenden
Eigenschaften in einem Hybridsystem nicht bestitigt werden. Mit der sogenannten
PEGylierung der MNPSNPs mit Polyethylenglycol (PEG) zur Erhohung der

Biokompatibilitdt und zur Pravention eines frithzeitigen Abfangens durch Makrophagen
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lag eine weitere Funktionalitdt vor, welche ebenfalls einen geringen FEinfluss auf die
Materialeigenschaften der Partikelsysteme hatte.

Basierend auf diesen vielversprechenden Ergebnissen konnte zur Erhohung der
Multifunktionalitdit eine simultane Funktionalisierung der MNPSNPs mit einem
organischen Fluorophor und PEG erfolgreich durchgefiihrt werden. Dabei wurde neben
dem organischen, griin fluoreszierenden FITC das orange fluoreszierende Fluorophor
Rhodamin B Isothiocyanat (RITC) eingesetzt. Die sphédrische Morphologie und
Partikelgrofse der Kern-Schale-Systeme MNPSNP@FITC-PEG und MNPSNP@RITC-PEG
wurde durch die zweifache Funktionalisierung nicht beeinflusst. Lediglich die Porositat
wurde durch die Anbindung der organischen Molekiile geringfiigig reduziert. Jedoch
besafsen die Nanopartikel weiterhin hohe BET-Oberflachen, Porenvolumina sowie auch
Porendurchmesser im mesopordsen Bereich. Auch die Fluoreszenzeigenschaften fiir die
Detektion in der Biobildgebung konnten bestatigt werden. Mit der erfolgreichen Synthese
und Funktionalisierung der MNPSNPs konnten somit superparamagnetische Kern-Schale-
Nanopartikel mit einer hohen Multifunktionalitit und groffem Potential als
Wirkstofftragersysteme fiir der ID-MDT gewonnen werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Entwicklung der MNPSNPs bestand in der
Grofseneinstellung der Kern-Schale-Systeme durch Variation der Syntheseparamater und
dem damit verbundenen Einfluss auf die Materialeigenschaften. So konnten bei der
Synthese der Silica-Schale um die superparamagnetischen Kerne durch die Vergrofserung
des FesOs/TEOS-Verhaltnisses und der daraus resultierenden Erhohung der Menge an
Nukleationszentren MNPSNPs mit kleineren Partikeldurchmessern und stiarkeren
magnetischen Eigenschaften hergestellt werden. Durch Erh6hung der Synthesetemperatur
sind wiederum aufgrund hoherer Hydrolyse- und Kondensationsraten MNPSNPs mit
dickeren Silica-Schalen und folglich grofieren Partikeldurchmessern zuganglich. Auch eine
Variation des Porensystems der MNPSNPs ist unter Verwendung einer grofSeren Menge an
Ethylacetat bei der Synthese der Silica-Schale moglich. Dabei dient das Ethylacetat als
Quellungsagens in der Ol-Wasser-Emulsion wihrend der Synthese, welches die Formation
von konischen Poren und grofleren Porendurchmessern fiir eine potenzielle Einlagerung
von grofseren Molekiilen wie  Wachstumsfaktoren, RNA-Fragmenten oder
Oberflachenproteinen ermdglicht. Folglich konnen bei der Herstellung der MNPSNPs
durch Variation der Syntheseparameter die Materialeigenschaften gezielt beeinflusst

werden.
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Mit dem magnetischen Kern-Schale-Schale-Systeme MNPSNP@PMO (76 nm) konnte
ein weiteres Hybridsystem vorstellt werden, welches auf kleinen MNPSNPs als
Kernmaterial und einer zusatzlichen Schale aus periodisch mesopordsem Organosilica
(PMO) basiert. Diese Nanopartikel wiesen einen Partikeldurchmesser von 76 + 5 nm und
einer PMO-Schalendicke von 13 + 1 nm auf. Dariiber hinaus zeichneten sich die Partikel
durch eine hohe Porositiat und eine Porenweitenverteilung mit einem bimodalen Verlauf
mit einem mittlerem Porendurchmesser von 2.6 nm fiir die PMO-Matrix und 3.8 nm fiir die
Silica-Matrix aus. Aufgrund der unterschiedlichen Porengréfien und chemischen
Eigenschaften der Schalenmaterialien bietet MNPSNP@PMO (76 nm), insbesondere fiir die
duale Einlagerung und Freisetzung von zwei verschiedenen Wirkstoffen grofles Potential.

In weiteren Studien wurden die vorgestellten unterschiedlichen magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikel nach erfolgter Funktionalisierung mit dem organischen Fluorophor
RITC mit Hinblick auf die generellen Materialeigenschaften und tiefergehender auf die
optischen Eigenschaften sowie die Biokompatibilitit analysiert. Anhand der RITC-
modifizierten MNPSNPs mit unterschiedlichen Partikelgréfsen wurde bestatigt, dass mit
sinkendem Partikeldurchmesser ein hoherer Gehalt an magnetischen Kern-Nanopartikeln
vorlag, welcher eine starkere Magnetisierung in den Hybridsystemen ermdglicht. Dabei
wurde mit sinkendem Partikeldurchmesser der MNPSNPs die Fluoreszenzintensitat
verringert, was durch eine starkere Lichtabsorption und folglich einem erhchten Verlust
von Anregungs- und Emissionslicht begriindet ist. Das modifizierte grofdporige
Partikelsystem MNPSNP-LP@RITC (123 nm) und das modizierte Kern-Schale-Schale-
System MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) mit zusadtzlicher PMO-Schale zeigten eine
geringere Fluoreszenzabschwiachung trotz des Einsatzes von FesOs NPs mit hoherer
Sattigungsmagnetisierung. Die grofieren Poren von MNPSNP-LP@RITC (123 nm) senken
das Risiko von einer potenziellen intermolekularen Fluoreszenzabschwiachung zwischen
den individuellen Farbstoffmolekiilen. Dartiber hinauf wird durch die dickere Silica-Schale
ein groflerer Abstand zwischen den Farbstoffmolekiilen und den magnetischen Kernen
ermoglicht, sodass das Risiko einer zusatzlichen Fluoreszenzabschwachung durch einen
nichtstrahlenden Energietransfer auf die Eisenoxid-Oberflache reduziert wird. Anhand von
MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) konnte gezeigt werden, dass der Einsatz einer zusétzlichen
PMO-Schale um kleine MNPSNPs die Verringerung der Fluoreszenzabschwiachung
zusatzlich unterstiitzt. Dabei fungiert die nanopordse Silica-Matrix der eingesetzten

MNPSNPs zum einen als Abstandshalter zur Verhinderung von nichtstrahlenden
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Energietransfers und zum anderen fordert die hydrophobe PMO-Matrix die Einlagerung
des hydrophoben und unpolaren organischen Fluorophors RITC in der dufSeren Schale des
Kern-Schale-Schale-Partikelsystems. Eine vollstandige Fluoreszenzldschung aufgrund des
kombinierten Einsatzes von superparamagnetischen Kernen und eines organischen
Fluorophors konnte bei allen vorgestellten modifizierten magnetischen Kern-Schale-
Systemen nicht bestatigt werden. Fiir die Eignung des Einsatzes in der Biobildgebung
wurden die RITC-modifizierten Nanopartikel mittels Fluoreszenzmikroskopie beziiglich
der Zellaufnahme an primaren humanen Gingivafibroblasten (HGF) untersucht. Dabei war
innerhalb der HGF-Zellen die charakteristische Fluoreszenz des RITC bei allen
Partikelsystemen klar erkennbar. Dariiber hinaus konnte durch weitere Untersuchungen
die Biokompatibilitit der Kern-Schale-Systeme anhand von Zellviabilidts-Test an HGE-
Zellen verifiziert werden. Aufgrund ihrer Materialeigenschaften und ihrer sehr guten
Biokompatibilitdt konnten folglich alle zuvor vorgestellten Partikelsysteme das grofie
Potential fiir die Anwendung in der Biobildgebung sowie fiir den Einsatz als
Wirkstofffreisetzungssysteme fiir das ID-MDT-Prinzip zeigen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Dissertation wurden die Ergebnisse der Einlagerung
und Freisetzung des Antibiotikums Enrofloxacin (EFX) aus unmodifizierten und
modifizierten magnetischen Kern-Schale-Nanopartikeln nach Einlagerung bei einem
basischen pH-Wert von 8.5 vorgestellt. Dabei zeigten sowohl unmodifizierte als auch PEG-
modifizierte MNPSNPs und MNPSNPs nach einer simultanen Modifizierung mit RITC
und PEG in Freisetzungsstudien einen sogenannten initial burst release mit einer raschen
Freisetzung des EFX zu Beginn. Bei den PEG-modifizierten MNPSNPs lag eine hohere
Freisetzungsrate vor, welche auf Wechselwirkungen zwischen dem Wirkstoff und den
PEG-Molekiilen durch Wasserstoffbriickenbindungen erklart werden koénnen. Fiir die
Realisierung einer zeitverzogerten Wirkstoffabgabe wurden RITC-modifizierte MNPSNPs
nach Beladung mit EFX mit einer Doppellipidschicht bestehend aus DOPC umibhiillt.
Wahrend zu Beginn der Studie ein zeitverzogerter Release aus den Liposom-umhiillten
Partikeln vorlag, wurde unter Einsatz einer PBS-Losung mit 2.5% des Tensids Triton X-100
die Freisetzungsrate durch Auflésung der DOPC-Hiille erh6ht. Die Liposom-Umhiillung
der Wirkstoff-beladenen MNPSNPs bietet somit die Moglichkeit einer Stimulus-bedingten
Freisetzung mit groflem Potential fiir das ID-MDT-Prinzip zur Behandlung von
chronischen Infektionen. Im Rahmen von weiteren Freisetzungsstudien wurden dariiber

hinaus neben unmodifizierten MNPSNPs auch die unmodifizierten Kern-Schale-Schale-
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Systeme MNPSNP@PMO mit zusatzlicher PMO-Schale nach einer Einlagerung in einer
EFX-Losung unter sauren Bedingungen bei einem pH-Wert von 5.0 evaluiert. Anhand der
Freisetzungsprofile war auch bei den Partikelsystemen nach Einlagerung unter sauren
Bedingungen ein initial burst release mit einer raschen Wirkstofffreisetzung zu Beginn zu
erkennen. Durch die geringere Massenkonzentration der eingesetzten EFX-Losung war
jedoch die Freisetzungsrate niedriger verglichen zu den =zuvor prasentierten
unmodifizierten und modifizierten MNPSNPs nach Einlagerung bei einem basischen pH-
Wert von 8.5. Die vorgestellten Ergebnisse der Freisetzungsstudien bestdtigten
zusammenfassend sowohl bei den unmodifizierten als auch bei den modifizierten Kern-
Schale-Nanopartikeln die erfolgreiche Einlagerung und Freisetzung des Wirkstoffes
Enrofloxacin und folglich die Eignung als Wirkstofftragersystem.

Neben den Ergebnissen der Freisetzungsstudien wurde auch ein Auszug aus den
Ergebnissen von in vitro- und in vivo-Untersuchungen der MNPSNPs aus der Kooperation
mit der Tierdrztlichen Hochschule Hannover und der Medizinischen Hochschule
Hannover beziiglich der Biokompatibilitit und Eignung fiir das ID-MDT-Prinzip
vorgestellt. Dabei konnte von Dahlhausetal. invitro die Biokompatibilitit von
unmodifizierten MNPSNPs mit Partikelgroflen von ca. 50 nm und 110 nm sowie auch
RITC- und PEG-modifizierten MNPSNPs mit 110 nm Partikelgrofie anhand von Vitalitats-
und Proliferationsstudien an den Zelllinien NIH-3T3 und HepG2 bestatigt werden. Zudem
zeigten die MNPSNPs in weiteren Untersuchungen an Primarzellen von Mausen
vielversprechende Ergebnisse.l23 Von Janfsen et al. wurde die Akkumulationsfahigkeit
von FITC-modifizierten MNPSNPs im in vitro-Modell analysiert. Bei diesen Studien
konnten eine verstarkte Partikelakkumulation sowie remanente Eigenschaften an einem
martensitischen Testimplantat bestitigt werden. Zudem =zeigten RITC- und PEG-
modifizierte MNPSNPs in vivo im Mausmodell weitere gute Ergebnisse beziiglich der
Biokompatibilitat. Allerdings konnte fiir das Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-
Targeting eine effektive Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen noch nicht
hinreichend realisiert werden. Dabei wurde die Partikelkonzentration auf dem Implantat
und in der Umgebung aufgrund von Phagozytose durch Makrophagen stark reduziert. In
weiterfithrenden Studien konnten Reifenrath et al. den Einfluss durch das mononukleare
Phagozyten-System (MPS) sowie durch Implantat-assoziierte Infektionen an sich fiir das

ID-MDT-Prinzip bestatigen.[52-54384
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Im dritten und letzten Teil dieser Dissertation wurden die magnetischen Silica-Partikel
(MSPs) mit hydrophilen Citrat-stabilisierten FesOs NPs als Kernmaterial als weitere Kern-
Schale-Systeme fiir das magnetische Wirkstoff-Targeting beschrieben. Ahnlich wie die
zuvor vorgestellten hydrophoben Olséure-stabilisierten FesOs NPs zeigten auch die Citrat-
stabilisierten = Partikel = superparamagnetisches Verhalten sowie Hyperthermie-
Eigenschaften in einem magnetischen Wechselfeld.

Im Gegensatz zur Synthese der zuvor beschriebenen MNPSNPs war bei der Herstellung
der MSPs kein Phasentransfer der hydrophilen magnetischen Kerne notwendig. Die
nanopordse  Silica-Schale wurde ebenfalls unter Finsatz von CTAB als
strukturdirigierendes Agens synthetisiert. Nach erfolgter Calcination zur Entfernung des
CTABs lagen mit den MSPs neben sphdrischen Kern-Schale-Nanopartikel mit
Partikeldurchmessern von 110 nm auch sehr grofie nichtspharische Partikelsysteme mit
Abmessungen von tiiber 1000 nm vor. Mittels Stickstoff-Physisorption konnte eine hohe
Porositat mit einer BET-Oberflache von 790 m? g' und einem Porendurchmesser von
3.1 nm ermittelt werden. Bei der Charakterisierung der magnetischen Eigenschaften wiesen
auch die MSPs Superparamagnetismus sowie Hyperthermie auf.

Zur Weiterentwicklung der magnetischen Kern-Schale-Systeme sowie zur
Ermoglichung einer Detektion der Partikel in in vitro- und in vivo-Studien erfolgte simultan
zur Synthese der nanopordsen Silica-Schale der MSPs eine Funktionalisierung mit dem
organischen Fluorophor FITC. Das strukturdirigierende Agens CTAB wurde bei diesen
Hybridsystemen durch einen Ionenaustausch zur Freilegung des Porensystems entfernt.
Bei den modifizierten Partikelsystemen MSP@FITC lagen neben spharischen Kern-Schale-
Partikeln mit einem Partikeldurchmesser von ca. 170 nm auch grofie nichtsphéarische
Partikel mit einer Grofse von tiber 500 nm vor. Die Polydispersitit der Partikel konnte auch
durch die dynamische Lichtstreuung gezeigt werden. Durch Analysen mittels IR-
Spektroskopie sowie Thermogravimetrie konnte die erfolgreiche Modifizierung der MSPs
mit dem organischen Fluorophor FITC bestitigt werden. Anhand der Stickstoff-
Physisorption konnte an den modifizierten Partikeln MSP@FITC eine BET-Oberfldche von
390 m? g bestimmt werden. Verglichen zu den zuvor beschrieben unmodifizierten MSPs
mit einer BET-Oberflache von 790 m? g! wurde somit die Porositat deutlich aufgrund der
Anbindung des organischen Fluorophors sowie dem Vorhandensein von nichtspharischen
Partikeln und Agglomeraten aus magnetischen Kernen innerhalb der MSPs verringert.

Durch Analyse mittels Fluoreszenzspektroskopie konnte die erfolgreiche Modifizierung
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der MSPs mit FITC verifiziert werden. Dabei konnte die charakteristische Fluoreszenz des
FITC anhand des Emissionsspektrums sowie der Partikeldispersionen unter UV-Licht
gezeigt werden. Die FITC-modifizierten Partikelsysteme wurden von Ullah et al. in in vitro-
Studien an unterschiedlichen Zelllinien eingesetzt. Hierbei konnte erfolgreich eine
Aufnahme der Kern-Schale-Systeme in Makrophagen gezeigt werden.””! Die MSP-
beladenen Makrophagen konnen dabei als potenzielles Wirkstofftragermaterial fungieren,
welche gezielt tiber das mononukledre Phagozyten-System (MPS) gezielt in Organe
transportiert werden. Zur selektiven Behandlung von Erkrankungen konnte eine gezielte
Wirkstoff-Freisetzung aus der nanoporosen Silica-Matrix der MSPs durch Zerstorung der
Zellwand mittels Hyperthermie erfolgen, induziert durch die Verwendung eines externen
angelegten magnetischen Wechselfeldes.

Der Einsatz von magnetischen Silica-Systemen als Wirkstofftragermaterial wurde von
Ullah et al. anhand von Silica-beschichteten superparamagnetischen Eisenoxid-Partikeln
(MAGSILICA®, Evonik Industries AG, Essen, Deutschland) gezeigt.””l Diese Partikel
wurden iiber einen thermoresponsiven Linker mit dem Toxin Maytansin modifiziert und
von Makrophagen aufgenommen. Dabei konnte im in vitro-Versuch unter Einfluss eines
externen angelegten magnetischen Wechselfeldes und damit verbundener Hyperthermie
eine Zerstorung der Makrophagen sowie Freisetzung des Toxins initiiert werden, welche
zu einem Zelltod von Tumorzellen fiihrte. Die Ergebnisse bestdtigten das grofie Potential
des magnetischen Wirkstoff-Targetings, weswegen fiir weitere Studien die vorgestellten
MSPs als Wirkstofftrager evaluiert werden sollten. Zudem sollten als weiteres
multifunktionales magnetisches Freisetzungssystem die zuvor prasentieren MNPSNPs mit
unterschiedlichen Partikelgrofien sowie auch Porenstrukturen in Betracht gezogen werden,
da eine Aufnahme durch Makrophagen bestatigt werden konnte. Insbesondere die kleinen
MNPSNPs mit Partikelgrofien von ca. 50 nm haben hierbei mit ihren starken magnetischen
Eigenschaften und starkeren Hyperthermie-Verhalten grofses Potential fiir das magnetische
Wirkstoff-Targeting. Die nanopordse Silica-Matrix der MNPSNPs bietet auch hier die
Moglichkeit der Beladung mit Wirkstoffen unter Einsatz von thermoresponsiven Linkern.

Zur Realisierung eines weiteren Stimuli-Response-Freisetzungssystem fiir das ID-MDT
zur selektiven Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen konnte eine
Modifizierung  der = MNPSNPs  mit dem  thermoresponsiven  Polymer
Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM) durchgefiihrt werden.! Wahrend das Polymer

unter Raumtemperatur in einem hydrophilen, schwammartigen Zustand vorliegt und
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einen Einschluss des gewiinschten Wirkstoffes ermoglicht, induziert eine Hyperthermie
auf Basis eines externen angelegten magnetischen Wechselfeldes einen Ubergang in einen
hydrophoben Zustand mit einer Offnung der Polymerhiille, sodass eine Stimulus-bedingte
Freisetzung erfolgen kann. Zudem konnte ein von Fullriede et al. an unmagnetischen
NPSNPs etabliertes Stimuli-Response-Freisetzungssystem auf die magnetischen Kern-
Schale-Nanopartikel {ibertragen werden, bei welchem eine infektionsbedingte pH-
Absenkung genutzt wird."® Bei diesem System erfolgt eine Funktionalisierung der Partikel
mit einer Polymerschale aus Polyvinylpyridin. Die Ketten dieses Polymers liegen im
neutralen pH-Bereich verknduelt vor, wodurch eine vorzeitige Freisetzung verhindert
wird. Durch Auftreten einer bakteriellen Infektion am Implantat werden durch einen
sauren pH-Wert die Polymerketten protoniert und folglich aufgrund elektrostatischer
Abstoffungen entknéauelt, sodass eine Freisetzung initiiert wird. Zudem sollte der Finsatz
von weiteren Lipiden zur Einhiillung der Wirkstoff-beladenen Partikelsysteme in
Liposomen mit Stimulus-bedingter Freisetzung eingehender untersucht werden. Dabei
sollte auch die Wirkstoffeinlagerung bei aufeinanderfolgender oder gleichzeitiger
Liposom-Umhiillung optimiert werden.

Fiir die erfolgreiche Anwendung des ID-MDT-Prinzips ist eine effektive Maskierung der
Partikelsysteme notwendig, um eine Verlangerung der Zirkulationszeit zu ermdglichen. Zu
diesem Zweck sollte die PEGylierung unter Einsatz von langeren Ketten evaluiiert werden.
Auch die Liposom-Umbhiillung kénnte durch Verwendung von ,Stealth-Liposomen” zur
Verhinderung der Makrophagen-Interaktion synergistisch genutzt werden. Bei diesen
Liposomen handelt es sich um PEG-modifizierte Liposomen, die eine frithe Aufnahme
durch Makrophagen verhindern konnen, somit die Blutzirkulationszeit erhthen und
folglich die Akkumulation am infizierten Implantatort unterstiitzen.”” Eine weitere
Moglichkeit fiir eine Maskierung der magnetischen Kern-Schale-Systeme konnte in der
Verwendung des Leukozyten-Oberflachenantigens CD47 (Cluster of Differentiation 47)
bestehen. Dieses Oberflachenprotein gehort zu den bekanntesten sogenannten ,,don’t eat
me”-Signalmolekiilen. Unter FEinsatz dieses Molekiils konnen die Partikelsysteme
gegeniiber den Makrophagen als korpereigen maskiert werden, sodass eine Phagozytose
und damit das frithzeitige Abfangen verhindert werden konnte.’”¢l Dabei sollte eine
Methode =zur festen Anbindung des Oberflaichenproteins an magnetischen
Wirkstofftragersysteme etabliert werden. Allerdings miisste hierbei auch die

Oberflachenchemie und die damit verbundenen Wechselwirkungen der Nanopartikel
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beachtet und diese iiber entsprechende Modifizierungen eingestellt werden. Im Rahmen
dieser Oberflaichenmodifizierungen konnte auch eine verfrithte Wirkstofffreisetzung
unterbunden werden.

Neben der Maskierung der Partikel sollten fiir eine effektive Akkumulation am
Implantat auch die magnetischen Eigenschaften der Kern-Schale-Systeme verstarkt
werden. Zu diesem Zweck sollten fiir weitere Studien vor allem kleine MNPSNPs mit
Partikelgrofsen von ca. 50 nm eingesetzt werden, da sich diese Partikel durch einen
erhohten Anteil an magnetisierbarem Material mit starker Magnetisierung und einer
diinneren Silica-Schale mit hoher Porositat auszeichneten. Neben den hier vorgestellten
FesOs NPs sollten auch weitere superparamagnetische Kernmaterialien, wie zum Beispiel
Zink-Ferrite (ZnFe2xOs) sowie Partikel aus Eisen-Platin-Legierungen (FePt), fiir die
Herstellung der magnetischen Kern-Schale-Nanopartikel eingesetzt und beziiglich der
magnetischen Eigenschaften evaluiert werden.’%-3881 Fiir die Beeinflussung der
Magnetisierung sind dabei die Grofie, Kristallform, Zusammensetzung sowie die Struktur
der Kern-Nanopartikel von grofier Bedeutung.'?”! Neben der hier eingesetzten Co-
Prazipitations-Methode zur Herstellung der FesOs NPs in wassriger Losung sind die hier
beschriebenen magnetischen Nanopartikel vorrangig mit Hydrothermal-Synthesen sowie
mit  Hochtemperatur-Synthese  in  hochsiedenden  organischen = Losemitteln
zuganglich.[130.131,3%9]

Abschlieiend ist festzuhalten, dass im Rahmen der vorliegenden Dissertation
unterschiedliche multifunktionale superparamagnetische Kern-Schale-Nanopartikel als
potenzielle Wirkstoff-Tragersysteme hergestellt werden konnten, welche ein grofies und
vielversprechendes Potential fiir ein magnetisches Wirkstoff-Targeting (MDT) und
insbesondere fiir das Implantat-dirigierte magnetische Wirkstoff-Targeting (ID-MDT) zur

selektiven Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen aufweisen.
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8 Anhang

8.1 Chemikalienverzeichnis

Tabelle 8.1: Verwendetet Chemikalien mit Reinheit und Bezugsquelle.

Chemikalien Reinheit Bezugsquelle
[Hydro'xy(polyethyleneoxy)propyl] Triethoxysilane 50% in Ethanol Gelest Inc.
(PEG-Silane, MW 575-750 g mol™)
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin >99% Sigma Aldrich
1,4-Bis(triethoxysilyl)benzol 96% Sigma Aldrich
4’,6-diamidino-2-phenylindol - Thermo Fisher
Scientific
3-Aminopropyltrimethoxysilan 97% Sigma Aldrich
Ammoniumhydroxid (25 %) 225% Honeywell
Ammoniumnitrat >99.5% Sigma Aldrich
CellTiter-Blue®-Reagenz - Promega
Cetyltrimethylammoniumbromid >98% Sigma Aldrich
Chloroform >99% Sigma Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - Merck Millipore
Eisen(II)-chlorid Tetrahydrat 299.0% Sigma Aldrich
Eisen(IlI)-acetylacetonat >99.9% Sigma Aldrich
Eisen(IlI)-chlorid Hexahydrat 97% Sigma Aldrich
Enrofloxacin >99.0% Sigma Aldrich
Ethanol (absolut) 299.5% Merck KGaA
Ethylacetat 99.8% Sigma Aldrich
Fluorescein-Isothiocyanat Isomer I >90% Sigma Aldrich
Fluoromount-G™ - Thermo Fisher
Scientific
Natriumborhydrid 98.0% Sigma Aldrich
Olsdure 90% Sigma Aldrich
Paraformaldehyd 95.0% Sigma Aldrich
PBS - Sigma Aldrich
Phalloidin-iFluor 488 - Abcam
Rhodamin B-isothiocyanat mixed isomers mixed isomers  Sigma Aldrich
Tetraethylorthosilikat >99.0% Sigma Aldrich
Trinatriumcitrat >98% Sigma Aldrich
Triton X-100 - Sigma Aldrich
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8.2 Zusatzinformationen
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Abbildung 8.1: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten MNPSNP@PMO (76 nm) (schwarz) und
der RITC-modifizierten MNPSNP@PMO@RITC (76 nm) (grau).

Abbildung 8.2: TEM-Aufnahmen von MNPSNP-EFX nach Einlagerung von Enrofloxacin bei einem pH-Wert
von 8.5 fiir 24 h und einer Temperatur von 37 °C.

||
100 nm

Abbildung 8.3: TEM-Aufnahmen von MNPSNP@PEG-EFX nach Einlagerung von Enrofloxacin bei einem pH-
Wert von 8.5 fiir 24 h und einer Temperatur von 37 °C.
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Abbildung 8.4: TEM-Aufnahmen von MNPSNP@RITC-PEG-EFX nach Einlagerung von Enrofloxacin bei einem
pH-Wert von 8.5 fiir 24 h und einer Temperatur von 37 °C.
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Abbildung 8.5: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten unbeladenen MNPSNPs (schwarz) und

MNPSNP-EFX (grau) nach Einlagerung von Enrofloxacin bei einem pH-Wert von 8.5 fiir 24 h und einer
Temperatur von 37 °C.
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Abbildung 8.6: Thermogravimetrische Analyse der PEG-modifizierten unbeladenen MNPSNP@PEG (schwarz)

und MNPSNP@PEG-EFX (grau) nach Einlagerung von Enrofloxacin bei einem pH-Wert von 8.5 fiir 24 h und
einer Temperatur von 37 °C.
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Abbildung 8.7: Thermogravimetrische Analyse der RITC- und PEG-modifizierten unbeladenen
MNPSNP@RITC-PEG (schwarz) und MNPSNP@RITC-PEG-EFX (grau) nach Einlagerung von Enrofloxacin bei
einem pH-Wert von 8.5 fiir 24 h und einer Temperatur von 37 °C.
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Abbildung 8.8: Thermogravimetrische Analyse der Blindprobe MNPSNP@RITC@DOPC (schwarz) und EFX-
beladenen MNPSNP@RITC-EFX@DOPC (grau)
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Abbildung 8.9: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten unbeladenen MNPSNPs (schwarz) und

MNPSNP-EFX (grau) nach Einlagerung von Enrofloxacin bei einem pH-Wert von 5.0 fiir 24 h und einer
Temperatur von 37 °C.
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Abbildung 8.10: Thermogravimetrische Analyse der unmodifizierten unbeladenen MNPSNP@PMO (schwarz)

und MNPSNP@PMO-EFX (grau) nach Einlagerung von Enrofloxacin bei einem pH-Wert von 5.0 fiir 24 h und
einer Temperatur von 37 °C.
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