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Inhaltstbersicht

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der Anbindung von Polysialinsaure und
Fluoreszenzfarbstoffen (Alexa Fluor® 488-Azid, -Alkin und -Hydroxylamin) an verschiedene
nanopordse Silica-Nanopartikel sowie mit der Herstellung von Collagen-Kompositen solcher
Nanopartikel, um deren Einsetzbarkeit als Biomaterial im Bereich der Nervenregeneration zu
untersuchen. Die Polysialinsdure kommt im sich bildenden Nervensystem von Vertebraten
vor und spielt eine Rolle beim Wachstum von Axonen. Des Weiteren stellt sie ein sehr gutes
Medium fur die Kultivierung von Schwann-Zellen dar, die essentiell fur die
Nervenregeneration sind.

Die Anbindung an die nanoporésen Silica-Nanopartikel erfolgte Uber zwei
Funktionalisierungsstrategien, um deren Auswirkung auf die Biokompabilitat zu Gberprtfen.
Die erste Strategie verwendete ein konventionelles Linker-System aus 3-
Aminopropyltriethoxysilan (APTES) und Bernsteinsdureanhydrid (BSA). Bei der zweiten
Strategie wurde die Kupfer(l)-katalysierte ,Click“-Reaktion nach HUISGEN zwischen einem
terminalen Alkin und einem Azid fur die Immobilisierung der beiden Substanzen genutzt. Des
Weiteren wurden die Nanopartikel mit Polysialinsdure und Fluoreszenzfarbstoffen
multifunktionalisiert, indem die verschiedenen Funktionalisierungsstrategien miteinander
kombiniert wurden. Die Herstellung der Collagen-Silica-Komposite erfolgte Uber eine
Infiltrierung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln in die kommerziell erhaltliche Collagen-
Membran MatriStypt®.

Die durchgefuhrten Untersuchungen ergaben, dass die Nanopartikel sowohl Uber das
Linker-System als auch Uber die ,Click*-Chemie erfolgreich mit Polysialinsdure und
Fluoreszenzfarbstoff funktionalisiert werden konnten. Mit Hilfe von Zellkulturexperimenten
konnte gezeigt werden, dass die Nanopartikel bei der Funktionalisierung mit dem Linker-
System nach jedem Schritt eine sehr gute Biokompatibilitdt aufweisen, wahrend bei der
,Click“-Chemie aufgrund von Rickstanden des Kupfer-Katalysators eine akute Toxizitat zu
beobachten war. AuRerdem konnten multifunktionell ausgestattete Nanopartikel synthetisiert
werden, die bei der Verwendung des Linker-Systems ebenfalls eine hervorragende
Biokompatibilitat zeigen.

Collagen-Silica-Komposite konnten erfolgreich durch Infiltration der Nanopartikel in eine
Collagen-Membran hergestellt werden, wobei sich herausstellte, dass auf eine
anschlieBende Quervernetzung mit Glutaraldehyd verzichtet werden kann. Aul3erdem
wiesen diese Materialien eine sehr gute Biokompatibilitdt auf. Des Weiteren konnten die
Materialien in Rohrchen geformt werden, so dass diese als Nervenleitschienen eingesetzt
werden konnen. Die Infiltrierung gelang auch mit Polysialinsaure beschichteten
Nanopartikeln; ebenso war auch die Funktionalisierung der zuvor hergestellten Collagen-
Silica-Komposite mit Polysialinséure tber das konventionelle Linker-System erfolgreich.

Stichworte: Polysialinsdure, nanopordse Silica-Nanopartikel, Collagen, ,Click’-Chemie,

Funktionalisierungsstrategien






Abstract

The present work deals with the immobilization of polysialic acid and fluorophores (Alexa
Fluor® 488 Azid, Alkin und Hydroxylamin) on different nanoporous silica nanoparticles as
well as with the synthesis of collagen-silica composites to prove their applicability as
biomaterial in nerve regeneration. Polysialic acid is found in the developing nervous system
of vertebrates and plays a role for the growth of axons. Furthermore it provides a favourable
medium for the cultivation of Schwann cells which are essential for nerve regeneration.

The immobilization on different nanoporous silica nanoparticles was performed by two
functionalization strategies to prove their effects on biocompatibility. The first strategy used a
conventional linker system of 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) and succinic anhydride
(BSA). For the second approach the copper-catalyzed “click” reaction after HUISGEN between
a terminal alkyne and an azide was carried out in order to immobilize polysialic acid on both
substrates. Furthermore, the nanoparticles were multifunctionalized with polysialic acid and
fluorophore by combining the different functionalization strategies. The collagen-silica
composite materials were synthesized by infiltration of the nanoporous silica nanoparticles
into the commercially available Collagen-Membrane, MatriStypt®.

The nanoparticles can be successfully functionalized with polysialic acid and fluorophores
via the linker system and via “click” chemistry. With the support of cell culture experiments, it
could be shown that the nanoparticles functionalized via the linker system show a very good
biocompatibility after every functionalization step whereas the nanoparticles functionalized
via “click” chemistry showed acute toxicity due to residues of the copper catalyst. In addition,
multifunctionalized nanoparticles were synthesized which exhibited a good biocompatibility
as well when only the linker system was used.

Collagen-silica composites were successfully prepared by infiltration of the nanoparticles into
a collagen membrane. It could be demonstrated that cross-linking with glutaraldehyde is not
necessary. Furthermore, these materials showed also a very good biocompatibility. In
addition the materials were shaped into tubes so that they could be used as nerve guidance
channels. Besides, the infiltration with nanoparticles which were prefunctionalized with
polysialic acid as well as the posterior functionalization with polysialic acid of nanoparticles
which had been infiltrated into the membrane was successful.

Keywords: polysialic acid, nanoporous silica nanoparticle, collagen, “click” chemistry,

functionalization strategies
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1 Einleitung 1

1. Einleitung

Biomaterialien werden im groBen Umfang in der Medizin benétigt, um diverse Krankheiten
zu heilen und bestimmte Korperfunktionen zu ersetzen, wie zum Beispiel durch
Knochenimplantate. Dabei kénnen die Biomaterialien in der medizinischen,
zahnmedizinischen, veterinaren und pharmazeutischen Anwendung als Implantate
eingesetzt werden, um Leben zu retten oder die Lebensqualitat zu verbessern.™ Da diese
Biomaterialien in direkten Kontakt mit dem Korpergewebe kommen und der Korper
eindringende Fremdkorper absto3t, missen sie einige Anforderungen erfillen, die je nach
Einsatzgebiet variieren, um optimal in der biologischen Umgebung zu funktionieren.”” Die
wichtigste Anforderung ist dabei die Biokompatibilitdt der Materialien, wobei sie selbst sowie
eventuelle Abbauprodukte keine toxischen Wirkungen auf den Organismus haben diirfen.™
In den letzten Jahren haben Nanomaterialien aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften
eine sehr groRe Bedeutung im Bereich der biomedizinischen Anwendungen gefunden.
Insbesondere nanopordse Materialien auf der Basis von amorphem Siliciumdioxid,
sogenanntem Silica, haben ein groRes Interesse in dieser Hinsicht geweckt, da sie sehr
einfach synthetisiert werden kénnen, in vielen Bereichen einsatzféhig sind und einzigartige
Eigenschaften aufweisen.®*® Erst kirzlich wurde ein erster Versuch an Menschen mit
Silica-Nanopartikeln von der FDA zugelassen.[6]

Generell kbnnen nanoporése Silica-Materialien entweder als nanopordse Silica-Nanopartikel
oder als nanopordse Filme auf verschiedenen Substraten als Implantatwerkstoff genutzt
werden.*"*® |hre Vorteile im Hinblick auf die Nutzung als Biomaterial liegen vor allem in
ihrer sehr guten Biokompatibilitat, der sehr grof3en spezifischen Oberflache, dem grol3en
Porenvolumen sowie der hohen Reaktivitat der Silanolgruppen an der Oberflache.!*>"*®
Wahrend das Porensystem der nanoporésen Materialien generell als Drug Delivery-System
genutzt werden kann, um Medikamente an bestimmte Orte zu transportieren und dort
kontrolliert abzugeben, basiert die breite Einsetzbarkeit auf der reichen
Oberflachenchemie.*"#*%%! (per die Silanolgruppen kénnen verschiedene funktionelle
Gruppen an die Oberflache eingefiihrt werden, so dass die Materialien im Hinblick auf ihre
Anwendung spezifisch optimiert werden konnen. Eine Mdbglichkeit besteht zum Beispiel
darin, die Nanopartikel durch das Einfihren eines magnetischen Kerns im Korper utber
externe Magnetfelder lenken zu konnen oder durch die Immobilisierung von
Fluoreszenzfarbstoffen eine optische Verfolgung der Nanopartikel im Organismus zu
gewahrleisten.®?*?? \Werden die fluoreszierenden und magnetischen Eigenschaften in
einem Nanomaterial kombiniert, kbnnen einzigartige multifunktionelle Einheiten erhalten
werden.>#%

Durch eine geeignete Oberflachenmodifizierung der Silica-Materialien mit Biomolekilen oder
Polymeren kann deren Aufenthaltsdauer im Koérper erhéht werden.?*?® Dabei kdnnen zum
Beispiel Bakterien imitiert werden, die eine Technik gefunden haben, das Immunsystem zu

umgehen.[24'28] Sie werden nicht als Fremdkdrper erkannt und kdnnen sogar die Blut-Hirn-
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Schranke passieren, indem sie sich mit Polysialinsaure (PolySia) umhtillen.”**® Die PolySia
kommt in Vertebraten vor, wodurch sie nicht als Fremdkdrper erkannt wird und somit sehr
gut biokompatibel ist.?**>?*3% Es handelt sich dabei um ein homopolymeres Kohlenhydrat,
das im embryonalen Zustand wahrend der Ausbildung des Nervensystems eine Rolle spielt,
dessen Vorkommen kurz nach der Geburt herunter reguliert wird und das beim
Erwachsenen nur noch in bestimmten Regionen des Gehirns gefunden werden

kann,[25:29:31-33]

Silica-Materialien, die mit Polysialinsdure umhullt sind, kénnten flr
verschiedene Anwendungen sehr interessant sein, da sich zum Beispiel die
Aufenthaltsdauer der Nanopartikel erhdhen sollte. Da die PolySia bei der
Nervenregeneration eine Rolle spielt und da sie ein gutes Kulturmedium fir Schwann-Zellen
darstellt, konnten Silica-Nanopartikel, die mit PolySia umhllt sind, im Bereich der
Nervenregeneration eingesetzt werden, zum Beispiel in dem zerstorte Nerven mit einem
Silicon-Réhrchen Uberbruckt werden, in das eine Suspension dieser Nanopartikel injiziert
wird.[#43%3233 Aych kénnten Rohrchen aus Kompositmaterialien hergestellt werden, die mit
Polysialinsdure funktionalisiert sind, und die so als Nervenleitschienen helfen kdnnen, die
Nervenliicke zu Uberbriicken. Eine schematische Darstellung einer Nervenleitschiene ist in
Abb. 1-1 gezeigt.

N/ervenleitschiene

= 4

=
=

Nerv

Abb. 1-1: Schematische Darstellung einer Nervenleitschiene.

Bei Collagen handelt es sich um ein natirlich vorkommendes Biopolymer, dass in vielen
Geweben von Tieren sowie Menschen zu finden ist.***" Da es selbst sehr gut biokompatibel
ist und in biologischen Umgebungen abgebaut wird, wobei keine toxischen Substanzen
hinterlassen werden, handelt es sich um ein ideal biokompatibles Material.***"** Aufgrund
seiner Bioresorbierbarkeit eignet es sich besonders fur Applikationen, bei denen das
Implantat nach einer gewissen Zeit abgebaut werden soll. Dabei sind die Einfachheit der
Herstellung sowie das verbreitete Vorkommen in der Natur sehr von Vorteil.*’*® Des
Weiteren bietet die faserartige Struktur des Collagens eine hervorragende Matrix, so dass
Kompositmaterialien hergestellt werden kénnen, die komplexe Strukturen aus organischen
und anorganischen Komponenten der Natur imitieren.**** Ein Komposit aus Collagen und
nanopordsen Silica-Nanopartikeln kann zum Beispiel in Form von Roéhrchen hergestellt
werden und durch weitere Funktionalisierung mit PolySia als Material in der
Nervenregeneration eingesetzt werden.

Das Ziel dieser Arbeit war, verschiedene Wege zur Immobilisierung von Polysialinsdure als
vielversprechende Substanz zur positiven Beeinflussung der Nervenregeneration sowie von

Fluoreszenzfarbstoffen mit dem Zweck der fluoreszenzmikroskopischen Verfolgung der
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Nanopartikel an verschiedene nanoporése Silica-Nanopartikel und an Collagen-Silica-
Komposit-Materialien zu demonstrieren und diese im Hinblick auf die Verwendung als
Biomaterial, insbesondere im Bereich der Nervenregeneration, zu untersuchen. Dabei
wurden zwei verschiedene Anbindungsstrategien verfolgt. Die erste Methode zur Anbindung
erfolgte Uber ein herkdmmliches Linker-System aus 3-Aminopropyltriethoxysilan und
Bernsteinsaureanhydrid, wahrend bei der zweiten Methode die Kupfer(l)-katalysierte ,,Click"-
Reaktion nach HuiSGEN zwischen einem terminalen Alkin und einem Azid unter Bildung
eines 1,2,3-Triazols zum Einsatz kam.">*? Dabei hat die zweite Variante den Vorteil, dass
unter den Reaktionsbedingungen andere funktionelle Gruppen in Biomolekilen weitgehend
inert sind, so dass keine unerwiinschten Nebenreaktionen ablaufen kénnen und dass das
Produkt stabil gegentiber Oxidation und Hydrolyse ist.*****? Ein Nachteil dieser Variante ist
jedoch die Notwendigkeit des Einsatzes von Kupfer als Katalysator, das auf Zellen und
Gewebe toxisch wirken kann.?**! Bei der Anwendung dieser Reaktion miissen zunachst
Alkin- bzw. Azidgruppen auf der Oberflache eingefuihrt werden, damit diese mit den
komplementar modifizierten Molekdilen reagieren kénnen.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, die Nanopartikel simultan mit Polysialinsdure sowie
einem Fluoreszenzfarbstoff auszustatten, um diese multifunktionellen Nanopartikel wahrend
der Nervenregeneration optisch verfolgen zu kdnnen. Dazu wurden verschiedene
Kombinationen aus den vorher verwendeten Modifizierungsstrategien kombiniert, um
einerseits eine moglichst hohe Menge an PolySia anbinden zu kénnen, andererseits aber
auch eine ausreichende Fluoreszenz der Nanopartikel zu generieren. Mit Hilfe solcher
multifunktionellen Nanopartikel kénnen die Eigenschaften der Nanopartikel fir die jeweilige
Verwendung als Biomaterial spezifisch angepasst werden. Dabei kdnnten prinzipiell noch
weitere Modifikationen eingefiihrt werden, wie zum Beispiel ein magnetischer Kern zur
Lenkung der Nanopartikel oder ein Drug Delivery-System, zur lokalen kontrollierten
Medikamentenabgabe. AufRerdem konnten verschiedene Biomolekille an die Oberflache
gebunden werden, je nachdem fir welchen biomedizinischen Zweck die Nanopartikel

eingesetzt werden sollen. Die Abb. 1-2 fasst diese Mdglichkeiten zusammen.

magnetischer Kern

Porensystem

Medikament

Fluoreszenzfarbstoff

Biomolekdil

Abb. 1-2: Multifunktionell ausgestattete nanoporose Silica-Nanopartikel.
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Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Entwicklung von Collagen-Silica-Kompositen, die PolySia
enthalten, und in der Nervenregeneration eingesetzt werden kdnnen. In diesem Fall wurde
nur die Funktionalisierungsstrategie mittels des Linker-Systems untersucht. Dabei sollten
aus den Kompositen Roéhrchen geformt werden, die in der Lage sind, Nervenlicken zu

Uberbriicken.
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2. Allgemeine Grundlagen

2.1 Nanopordse Silica-Materialien als Implantatwerkstoff

Nanoporose Silica-Materialien auf der Basis von amorphem Siliciumdioxid finden aufgrund
ihrer Eigenschaften wie die geringe Toxizitat, exzellente chemische Stabilitdt und der
einfachen Oberflachenmodifizierbarkeit in vielen Bereichen Anwendung. Weitere Vorteile
sind, dass sowohl die Porenform als auch die Porengrof3e variabel einstellbar sind, dass sie
in definierten GrolRen hergestellt werden konnen, sie eine grofRe Oberflache besitzen,
finanziell tragbar sowie gut biokompatibel sind und Uber die Silanolgruppen auf der
Oberflache funktionalisiert werden kénnen.**'"*® Daher werden sie bereits in
verschiedenen biomedizinischen Bereichen als Implantatwerkstoff verwendet, wie zum
Beispiel als Tragermaterial fur Drug Delivery sowie einer kontrollierten Freigabe des
Medikaments, zur Zellmarkierung, fir Gene Delivery und als Tragermaterial fur
Enzyme.[*87204548 y/on der United States Food and Drug Administration (FDA) wurden
diese Materialien aufgrund ihrer Biokompatibilitat als generell sicher eingestuft.*>*"! Dabei
kdnnen die Materialien als nanopordse Filme auf verschiedenen Substraten abgeschieden
werden, um beispielsweise Implantate oder Prothesen zu verbessern oder es kénnen

Nanopartikel hergestellt werden.*"*%

Nanoporése Silica-Materialien kénnen durch
Kondensation von amorphem Silica um geordnete Aggregate aus amphiphilen Molekilen
hergestellt werden, wobei das Porensystem durch Calcination oder Extraktion zuganglich

gemacht werden kann.!**"!

2.1.1 Nanoporose Silica-Filme

Nanoporése Silica-Filme als Beschichtung auf medizinischen Prothesen und Implantaten
sind sehr vielversprechend, da sie gut biokompatibel sind und Wechselwirkungen mit Zellen
und somit auch die biologische Interaktion des Implantats verbessern kénnen.*”%'% Ein
magliches Einsatzgebiet ist die Anwendung im Mittelohr. Hier soll der Heilungsprozess durch
die nanoporése Schicht und deren Modifizierungen beschleunigt sowie eine bessere
Fixierung der Prothese erzielt werden."® Als Substrate fiir die nanopordsen Silica-Filme
wurden zum einen Glasplatten fur Vorversuche und zum anderen das kommerziell
erhaltliche Bioverit® II, eine Glasglimmerkeramik, die bereits als Implantatmaterial genutzt
wird, verwendet.!*"*112

Die dinnen Filme kénnen durch Dip- und Spin-Coating Prozesse auf verschiedene
Substrate abgeschieden werden, wobei die Filmbildung tber den EISA (Evaporation-
Induced Self-Assembly) Prozess erfolgt.[4'7] Beim Dip-Coaten wird das Substrat in eine
verdiinnte Lésung, bestehend aus Tetraethoxysilan, Ethanol, Wasser, Salzsaure und einem
strukturdirigierenden Agens (SDA), getaucht.[“] Die Konzentration der Komponenten erhoht
sich beim Herausziehen der Substrate aus der Losung, wodurch gréere geordnete
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Aggregate der SDAs und des Silicas gebildet werden bzw. diese einer Kondensation
aufgrund der Verdampfung des Ldsemittels an der Flussig-Luft-Grenze unterliegen.[“] Das
Porensystem wird durch Calcination bei 415 °C zuganglich gemacht.[‘”] Aufgrund der rauen
Beschaffenheit der Oberflache des Bioverits® Il wurden bei diesen Substraten drei Schichten
erzeugt, um eine vollstdndige Bedeckung der Oberflache zu erreichen.” Die Poren des
nanopordsen Silica-Films sind ungeordnet, jedoch sind sie so angeordnet, dass die
Offnungen frei zuganglich sind." Diinne Silica-Filme sind nicht sehr stabil in Wasser, wobei
die Struktur nach wenigen Stunden im Kulturmedium zusammenbricht, jedoch nimmt die
Stabilitat mit abnehmender Filmdicke zu, so dass die Filme bis zu 24 Stunden stabil sind.!”
Eine Methode um die Wasserstabilitdét zu erhdhen, ist die Oberflachenmodifizierung des
Films durch Silanisierung oder Anbindung von Proteinen, wodurch die Oberflache geschitzt
wird.”! AuRerdem zeigen die Filme auf Glasplatten sowie auf Bioverit® Il eine sehr gute
Biokompatibilitat.*"***? Durch die Beschichtung des Bioverit® Il mit einem Silica-Film konnte
eine geringere Bioaktivitdt im Vergleich zum reinen Material beobachtet werden, was eine
geringere Knochenbildung im Tierexperiment bei den beschichteten Implantaten zur Folge
hatte."*” Des Weiteren konnte die Bildung einer Schleimhautschicht auf den Implantaten
beobachtet werden, so dass die Implantate sich gut in den Kdrper integriert haben und es
sich um ein sehr gutes Material fiir Mittelohrimplantationen handelt."**%!

Zur Foérderung der Fixierung des Implantats und des Heilungsprozesses im Mittelohr kann
der Knochenwachstumsfaktor BMP2 (bone morphogenetic protein 2) lokal an einem Ende
der Prothese an die nanoporésen Silica-Filme angebunden werden, so dass eine kndchrige
Verbindung zwischen dem Implantat und den kndchernen Restbestanden des Mittelohrs
entstehen kann.***  Als kostenglnstigere  Alternative wurde innerhalb dieser
Untersuchungen zunachst das Protein alkalische Phosphatase (ALP) Uber einen Aminolinker
an die Silanolgruppen an der Oberflache angebunden. 41 pa dessen Aktivitat sehr einfach
ermittelt werden kann, indem ein Enzymtest verwendet wird, diente dieses System als

41 pieser

Modellsystem fur die Entwicklung einer geeigneten Anbindungschemie.
Mechanismus kann auf die Anbindung des BMP2 ibertragen werden, wobei darauf geachtet
werden muss, dass bei der Anbindung die Aktivitdt des Enzyms nicht reduziert wird, indem
beispielsweise konformative Anderungen oder sterische Hinderungen durch die
Immobilisierung auftreten.”*") Bei der Anbindung von BMP2 konnte eine lokale biologische
Aktivitat bei Tierexperimenten beobachtet werden."

Eine weitere Moglichkeit mit nanopordsen Silica-Filmen beschichtete Implantate zu
modifizieren, besteht darin, das Porensystem als Tragermaterial fir eine lokale
Medikamentenabgabe zu nutzen, um bakterielle Infektionen zu bekampfen.”% Dazu kann
zum Beispiel ein Antibiotikum wie Ciprofloxacin in das Porensystem eingelagert werden,
wodurch eine ortliche Abgabe des Antibiotikums aus dem Implantat erzielt wird, so dass
schadliche Nebeneffekte einer systematischen Verabreichung des Anitbiotikums vermieden
werden konnen.” Des Weiteren konnen die Bakterien durch die lokale Abgabe des
Antibiotikums direkt bekampft werden, bevor sich ein Biofilm auf den Implantaten bildet."

Dabei kommt es bei den reinen Silica-Filmen zu einem Initial-Burst-Effekt* bei der
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Freisetzung des Medikaments, wobei nur geringe Mengen freigesetzt werden konnten.*”!

Durch das Immobilisieren von negativ geladenen Sulfonatgruppen im Porensystem kdnnen
durch elektrostatische Wechselwirkungen héhere Mengen des bei pH 4 positiv geladenen
Ciprofloxacins in die Poren eingelagert werden, wodurch der ,Initial-Burst-Effekt* jedoch
nicht verringert wird.*" Um diesen zu verringern, konnen weitere Funktionen auf die
Oberflache eingefihrt werden, wie eine hydrophobe Polymerschicht aus Bis-
(trimethoxysilyl)hexan, die uber einen schnellen Dip-Coating-Prozess auf die Oberflache
nach der Einlagerung des Ciprofloxacin abgeschieden wird."*” Dadurch stehen weitere
Silanolgruppen fir die Anbindung einer weiteren hydrophoben Schicht mit
Tetramethyldioctyldisilan Uber eine Dampfphase zur Verngung.“'” Durch diese
hydrophoben Schichten kdnnen wassrige Medien nicht mehr in die Poren eindringen.[‘”]
Dadurch wird die Freisetzung verlangsamt und das Medikament kann konstant abgegeben
werden.”" Auch diese Oberflachenmodifizierungen zeigen sehr gute Biokompatibilitaten
abgesehen von den Silanisierungsschritten, bei denen eine geringere Zelldichte zu erkennen
ist, was jedoch nicht unbedingt auf eine Toxizitdt hinweist, sondern auf eine reduzierte
Zelladhasion undein geringeres Wachstum aufgrund der Hydrophobizitat der Oberflache.*”
Des Weiteren haben die Drug Delivery-Systeme im Tierversuch ihre Effizienz in der lokalen
Abgabe von Medikamenten gezeigt, wobei die geringe Menge des Ciprofloxacins durch die

lokale Anwendung effektiv eine Infektion behandeln kann."*”!

2.1.2 Nanopordse Silica-Nanopartikel (NPSNPs)

Nanoporése Silica-Nanopartikel finden in vielen biomedizinischen Bereichen Anwendung,
als Tragermaterial fur Drug Delivery-Systeme, Antikrebsmedikamente, Enzyme und
DNA.B3 Grinde hierfur sind vor allem ihr geordnetes Porensystem, die groRe
Oberflachen, das erhebliche Porenvolumen sowie die einstellbare PorengroRe.®*** sje
sind nicht toxisch, haben daher eine sehr gute Biokompatibilitdt und ihre Oberflache kann
sehr einfach tiber die vorhandenen Silanolgruppen funktionalisiert werden.**%** Daher ist
es moglich Enzyme, Proteine oder DNA an die Oberflache der Silica-Nanopartikel zu binden,
um eine einzigartige Biofunktionalitdt einzufihren, so dass die Nanopartikel fir
Anwendungen als Biosensoren und fur Studien Uber Wechselwirkungen an Grenzfléachen
eingesetzt werden konnen.®@ Erst kirzlich wurde ein erstes Experiment von der FDA
genehmigt, indem Nanopartikel an Menschen getestet werden.®*"

Nanoporose Silica-Nanopartikel kdnnen mit Hilfe des Flissigkristall-Templat-Mechanismus,
wobei sich die Template selbst zu Mizellen organisieren, um die die Silica-Spezies
kondensieren kann, Uber Kondensationschemie unter milden Bedingungen hergestellt
werden.*%%¥%% papej kann die PorengréRe zwischen 2 und 50 nm sowie die Morphologie
eingestellt werden, indem verschiedene Template eingesetzt werden.*%*%¢ pje
Entfernung des Templats kann Uber Calcination, Extraktion, Mikrowellenstrahlung und tber

UV-Licht erfolgen.**"
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Die Oberflachenmodifizierung kann Uber zwei Wege erfolgen: dem Grafting nach der
Synthese und der Co-Kondensation.””*" Beim Grafting kénnen verschiedene organische
Funktionalitdten kovalent an die Oberflache der Silica-Nanopartikel gebunden werden,
indem eine Kondensationsreaktion zwischen den Silanolgruppen der Oberflache und einem
Alkoxysilan stattfindet, wobei die Morphologie sowie die Porenstruktur der Nanopartikel
stabil sind.®"*® Allerdings wird nur eine inhomogene Abdeckung der Oberflache erhalten, da
die auRere Oberflache besser zuganglich ist.>”*® Bei der zweiten Methode der Co-
Kondensation wird das bendétigte Alkoxysilan bereits wahrend der Synthese an die
Nanopartikel kondensiert, wodurch homogene Beschichtungen erhalten werden konnen.®”*®
Des Weiteren kann mit dieser Variante der Grad der Funktionalisierung, die
NanopartikelgroBe sowie die Morphologie kontrolliert werden.®*"*® Der Einfluss der
Alkoxysilane héngt dabei von der Fahigkeit der Silane ab, die Mizellen der Template

entweder zu stabilisieren oder zu destabilisieren.®”

Werden nicht-polare Gruppen
verwendet, so wird die Bildung von langen individuellen zylindrischen Mizellen geférdert,
woraus stdbchenférmige Nanopartikel resultieren, da die Silane die Mizellen durch
Wechselwirkungen stabilisieren.””  Bei polaren Gruppen hingegen tritt keine
Wechselwirkung zwischen den Mizellen und den Silanen auf, so dass keine langen Mizellen
gebildet werden und eher sphérische Nanopatrtikel entstehen.®”

Im Vergleich zu den nicht-pordsen Silica-Nanopartikeln zeigen die nanoporésen Materialien
eine hamolytische Aktivitat, wodurch sie fir systematische Trager im Blutkreislauf geeignet
sind.®*® Die Nanopartikel l6sen sich im Laufe der Zeit in wassrigen Medien sowie
Korperflissigkeiten auf, so dass sie sich nicht in einem Biosystem anreichern kénnen,
sondern nach einigen Wochen aus dem lebenden Organismus verschwinden.*”?

Des Weiteren ist die GrolRe der Nanopartikel fur die biomedizinische Anwendung
entscheidend, da gré3ere Nanopartikel mit einem Durchmesser um die 100 nm sehr schnell
vom reticuloendothelialem System (RES) aufgenommen werden und sich in der Leber
ansammeln, so dass zum Beispiel Medikamente nicht an den Bestimmungsort gelangen
konnen.®*? Diese Aufnahme ist bei kleineren Nanopartikeln mit einer GréRe kleiner als
50 nm verringert, wodurch die Verweilzeit im Blut erhdht wird.®4%%! Auch konnen kleinere
Nanopartikel Zellmembranen besser durchdringen und Oberflichenmodifizierungen kénnen
helfen, die Nanopartikel an den Bestimmungsort zu transportieren bzw. die Zellaufnahme zu
fordern. #2437 zudem zeigen kleinere Nanopartikel eine geringere Toxizitat."**?%4%>")

Ein Nachteil der Nutzung der Nanopartikel in der Biomedizin liegt in der Tendenz der
Nanopartikel Aggregate unter physiologischen Bedingungen zu bilden.®®® Dadurch haben
die Nanopartikel nur kurze Stabilitdt in biologischen Medien und ihre Bionutzbarkeit ist
reduziert.”®*? Durch die Modifizierung der Oberflache beispielsweise mit Poly-
(ethylenglycol) (PEG) kann die Stabilitat erhoht werden.%%6%

Die Poren der Silica-Nanopartikel kénnen dazu genutzt werden, um pharmazeutische
Medikamente oder Biomolekile einzulagern und kontrolliert wieder abzugeben, so dass
Drug Delivery-Systeme entwickelt werden konnen.*®*¥ Dabei konnen die Silanolgruppen in

den Poren dazu verwendet werden, um die Wirts-Gast-Wechselwirkungen zu erhdhen,
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wodurch eine héhere Einlagerung erzielt werden kann.®® Jedoch ist meist ein ,Initial-Burst-
Effekt" bei der Freisetzung der Medikamente zu beobachten.™ Daher kénnen Gruppen an
der Oberflache eingefuhrt werden, die auf bestimmte stimulierende Effekte reagieren,
wodurch diese als so genannte Kappen und Turoffner fur in den Poren eingeschlossene
Medikamente dienen konnen.>*>*"® Dadurch kann eine kontrollierte Freisetzung der
Medikamente aus dem Porensystem erreicht werden, indem die Kappen durch &uf3ere oder
innere Einflusse wie zum Beispiel eine Anderung des pH-Wertes, der Temperatur, durch
Redoxpotentiale, Licht, magnetische Felder oder Enzymreaktionen sowie Antikorper,
gedffnet werden.

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche nanopordse Silica-Nanopartikel verwendet:
nanopordse Silica-Nanopartikel vom Typ MCM-41 und kolloidale mesopordse Silica-
Nanopartikel (CMS). Bei dem MCM-41 handelt es sich um nanoporése Silica-Nanopartikel,
die eine grofRe Oberflache von etwa 1000 mz-g_1, ein groRes Porenvolumen von etwa
1cm3-g_1, ein hexagonal angeordnetes nanoporéses Porensystem und eine einstellbare
Porengrof3e zwischen 1.5 und 30 nm aufweisen.?*%2¢¥ pije Morphologie der Nanopartikel
kann durch die Syntheseparameter von wurmartig bis zu spharisch kontrolliert werden.®!
Sie kdnnen in verschiedenen Bereichen eingesetzt werden, wie zum Beispiel zur Katalyse,
Separation, in Drug Delivery-Systemen und deren Kkontrollierter Freisetzung von
Medikamenten.?*%% Es konnte bereits gezeigt werden, dass im Porensystem Ibuprofen
und Aspirin eingelagert und wieder freigesetzt werden kénnen, wobei die Freisetzung durch
Oberflachenmodifizierungen mit Trimethylsilylgruppen fir das Ibuprofen und mit
Aminopropylgruppen fir das Aspirin reduziert wird.”**"®® AuBerdem handelt es sich bei den
Nanopartikeln um ein biokompatibles, nicht toxisches Material, das fur biomedizinische
Zwecke verwendet werden kann.?” Dies liegt auch daran, dass Nanopartikel eine hohere
zellulare Aufnahmeeffizienz zeigen, als Partikel, deren Gro3e im Mikrometerbereich liegen,
wodurch eine verbesserte Abgabe in die Zellen gegeben ist.”” Dabei konnten bereits
nanoporése MCM-41-Nanopartikel hergestellt werden, die etwa eine GrofRe von 100 nm
besitzen, wobei das Partikelwachstum durch verdiinnte Losungen kontrolliert wurde.*¢”)
Eine weitere Gruppe von nanopordsen Silica-Nanopartikeln sind die kolloidalen
mesopordsen Silica-Nanopartikel (CMS-Nanopartikel), die als Drug Delivery-Systeme sowie
zur Krebszellenerkennung eingesetzt werden kdnnen, wobei sie eine sehr gute
Biokompatibilitat und Biodegradierbarkeit zeigen.’®® Sie haben eine GroRe zwischen 15 und
100 nm, besitzen groRe Oberflachen von 1000-1300 cm?g™", haben ein Porenvolumen um
1 cm®y™" und besitzen einheitliche Poren mit einem Durchmesser zwischen 3 und 4 nm.%
Des Weiteren kdnnen die innere sowie die &uf3ere Oberflache modifiziert werden, um
Molekile im Porensystem einzulagern.[6l'68] Die Nanopartikel haben alle eine &hnliche
wurmartige Porenstruktur sowie eine dahnliche ungeordnete Porenausrichtung.[65] Dabei
konnten BEIN et. al zeigen, dass durch den Einsatz von Triethanolamin als Zusatzstoff
kolloidale Nanopartikel-Suspensionen hergestellt werden kénnen, wobei die GroRe der
Nanopartikel zwischen 50 und 100 nm durch verschiedene Mengen an Triethanolamin

[53,64,65]

eingestellt werden kann. Das Triethanolamin wirkt bei der Synthese als
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Komplexbildner fur die Silica-Spezies, wodurch die nanopordésen Nanopartikel eingelagert
werden und das Wachstum sowie die Aggregation der Nanopartikel eingeschrankt wird.!®*
Weitere einheitliche, monodispergierbare und stabile nanoporése CMS-Nanopartikel kénnen
unter milden Bedingungen hergestellt werden, indem die Nanopartikelgrof3e von 25 bis
200 nm durch die Variation von Reaktionsparametern und der Zugabe von verschiedenen
Zusatzstoffen eingestellt werden.’®® Dabei konnten Nanopartikel mit einer GroRe von 30 nm
erhalten werden, wenn Diethanolamin verwendet wurde, wobei die Hydrolyse und

Kondensation der Silica-Bildung kontrolliert werden.®

2.2 ,Click“-Chemie

Der Begriff der ,Click“-Chemie wurde von SHARPLESS et al. 2001 eingefihrt und beschreibt
Reaktionen, bei denen kleine Einheiten Uber Heteroatome zu Ringen zusammengesetzt
wurden und die bestimmte Kriterien aufweisen mussten.®*#*4%71 Dapei sollten die
Reaktionen sehr modular sowie umfangreich sein, sehr hohe Ausbeuten erzielen, sehr leicht
durchzufihren sowie aufzuarbeiten sein, keine oder nur unschéadliche Nebenprodukte
generieren, die sehr einfach vom Produkt zu trennen sind, tolerant gegenliber Wasser und

[40-4469741 - AyRerdem sollten die

Sauerstoff sowie stereospezifisch und selektiv sein.
Reaktionen einfache Reaktionsbedingungen aufweisen sowie bereits erhéltliche
Ausgangsmaterialien fir die Synthese bendtigen und verschiedene Losemittel tolerieren, die
sich leicht vom Produkt entfernen lassen.****"2"! pes Weiteren sollte das Endprodukt leicht
isoliert werden kdnnen, so dass keine aufwendigen Reinigungsschritte notwendig sind und
es sollte stabil unter physiologischen Bedingungen sein.”*®"® Die aufgezahlten Kriterien der
,Click“-Reaktionen sollten durch eine hohe thermodynamische Triebkraft erhalten werden,
die groRer als 20 kcal-mol ™" ist.*%43

Eine ,Click*-Reaktion, die diese Kriterien erflllt und die in dieser Arbeit verwendet wurde, ist
die irreversible Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition nach HuISGEN, bei der
terminale Alkine mit Aziden zu 1,2,3-Triazole reagieren.****7%7%75" bje Reaktion lauft durch
das Kupfer(l) schneller und regioselektiv unter milden Reaktionsbedingungen ab. %2701
"I Dabei ist die Reaktion sehr spezifisch, gut reproduzierbar mit quantitativen Ausbeuten,
sehr schnell und resistent gegeniiber Nebenreaktionen.[#7%78884 Ayrerdem werden sehr
viele funktionelle Gruppen bei der Reaktion toleriert, so dass unter diesen Bedingungen

[41,43,44,69,78,

keine weiteren Reaktionen ablaufen. 884 Daher sind diese Reaktionen sehr gut

geeignet fir Biomolekile, die sehr viele funktionelle Gruppen enthalten, jedoch meistens

[41.43.44.69.7881841 Dyrch diese Inertheit gegeniiber anderen

keine weiteren Azidfunktionen.
funktionellen Gruppen kann auch auf Schutzgruppen verzichtet werden.”!! Ein weiterer
Vorteil ist die unkomplizierte Aufarbeitung der Endprodukte.*® Mittlerweile findet diese
Reaktion bereits in vielen Bereichen Anwendung, wie zum Beispiel im Bereich der
organischen Chemie, der Materialsynthese, in der chemischen Biologie sowie in der

medizinischen Chemie.®
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Das entstehende 1,2,3-Triazol ist ein aromatischer Heterozyklus, der eine sehr hohe
chemische Stabilitdt gegenliber Hydrolyse, Oxidation und Redoxreaktionen aufweist.**8"
Des Weiteren hat das Triazol besondere biologische Eigenschaften, wie zum Beispiel eine
anti-HIV sowie anti-bakterielle Aktivitat und eine antimikrobielle Aktivitat als Inhibitor von
menschlichen Leukozyten.”*”>™ Zudem kann es als Mittel fir die Herstellung von anti-
Tumor Alkaloiden und als Modifizierung von Nucleosiden als antivirales Agens eingesetzt
werden. 727

Bevor die Katalyse dieser Reaktion durch Kupfer(l) bekannt wurde, wurden sehr hohe
Temperaturen und sehr lange Reaktionszeiten bendtigt, wobei die Reaktion nicht
regiospezifisch war, da sowohl das 1,4- als auch das 1,5-Regioisomer gebildet

wurde [43:42.69.7L.75, (69.71]

87 Die Regioselektivitat konnte jedoch teilweise kontrolliert werden.
Dabei wurde bevorzugt das 1,4-Regioisomer gebildet, wenn elektronenziehende Gruppen
am Alkin eingefuihrt wurden, wahrend durch elektronenziehende Gruppen am Azid das 1,5-
Regioisomer beginstigt gebildet wurde. Trotzdem wurden stets Gemische erhalten./”
Dass die Bildung des 1,2,3-Triazols durch die Katalyse von Kupfer(l) nicht nur schneller und
bei niedrigeren Temperaturen ablauft, sondern auch regiospezifisch das 1,4-Regioisomer
bildet, wurde von den Gruppen um SHARPLESS et al. und MELDAL et al. 2002 gleichzeitig
publiziert 41436971 7375818 Eine veranschaulichung der Bildung der Regioisomere bei der

Alkin-Azid-Cycloaddition nach HUISGEN ist in Abb. 2-1 gezeigt.

N
Ry VR Ry VR
Ry themisn_ N SN, TSN Ny
\
N=—/—N™—/—=N J— R
+
J R2 R>
H — R, N
R
cu() ~7 Xy
R,
1,4-Regioisomer 1,5-Regioisomer

Abb. 2-1: Bildung der méglichen Regioisomere des 1,2,3-Triazols bei der Cycloaddition von terminalen Alkinen und

Aziden nach HuisGeN.I™" 7%

Da die Reaktion sehr tolerant gegentiber verschiedenen Losemitteln ist, kann diese sowohl
in organischen LOsemitteln als auch in Wasser oder wassrigen Medien durchgefihrt
werden #8977 Eindet die Reaktion in einem wassrigen Medium statt, so kann das
Kupfer(l) in situ erzeugt werden, indem Kupfer(ll) zu Kupfer(l) reduziert wird."*"""® Dafiir
wird meistens Kupfer(ll)-sulfat verwendet, dass durch Natriumascorbat bei Raumtemperatur
reduziert wird.>**™"" Unter diesen Bedingungen ist diese Oxidationsstufe des Kupfers
stabil und wird nicht durch Sauerstoff oxidiert, da das Natriumascorbat auch alle Dioxygene
reduziert.**™ Ein weiterer Vorteil der Reaktion in Wasser ist, dass die 1,2,3-Triazol-
Produkte oft nicht in diesem Medium l8slich sind, so dass diese bei der Entstehung ausfallen
und leicht abgetrennt werden kénnen ohne weiter aufgearbeitet werden zu mussen." Die

Reaktion verlauft unter diesen Bedingungen meist Uber Nacht, wobei die Reaktionszeit
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durch leichte Erhéhung der Temperatur auch verkirzt werden kann.!"*83 Allerdings ist dies
fiir biologische Verbindungen nicht sinnvoll, da diese oft temperaturempfindlich sind.!"*%
AuBerdem kann im wassrigen Medium Kupfer(l) direkt als Kupfer(l)-idodid zur L&sung
gegeben werden, so dass Natriumascorbat als Reduktionsmittel nicht benétigt wird.! 447+
Jedoch missen fir diese Variante zum Beispiel Acetonitril als Zusatzlésemittel und eine
Stickstoff-Base wie beispielsweise Triethylamin hinzugegeben werden, um das Kupfer(l) zu
stabilisieren.**""""! Bei dieser Variante werden allerdings oft unerwiinschte Nebenprodukte
erhalten.”**"*"") Eine weitere Moglichkeit fiir den Erfolg dieser Variante ist der Ausschluss
von Sauerstoff, so dass das Kupfer(l) nicht oxidiert werden kann.>*? Restliches Kupfer
kann nach der Reaktion durch Ammoniumhydroxid-Citrat-Puffer oder durch Waschschritte
mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA) entfernt werden." Die Anwendung der ,Click"-
Reaktion im wassrigen Medium ist sehr vielversprechend, aul3er wenn es zu Problemen bei
der Loslichkeit der Ausgangsstoffe kommt."” Dann sollte die Reaktion in einem organischen
Losemittel ablaufen, wobei die Kupfer(l)-Spezies als Kupfer(l)-iodid direkt zur Losung
gegeben wird."*™ Bei der direkten Zugabe von Kupfer(l)-Spezies muss eine Stickstoffbase
wie N,N-diisopropylethylamin zugegeben werden, zum einen zur Stabilisierung des Kupfer(l)
und zum anderen um die Loslichkeit zu erhéhen.**™ Auch sollten als Losemittel Acetonitril,
Dichlormethan, Tetrahydrofuran, Toluol oder N,N-Dimethylformamid verwendet werden.[™

Zur Veranschaulichung werden die beiden Varianten in Abb. 2-2 dargestellt.

/N\ organisches LM Ry wassriges LM /N\
R R
S~y Ny cul N CusO, S~y Ny
diisopropylethylamin " Natriumascorbat
THF Y R Wasser/ Alkohol
- — R2
R2 Ry

Abb. 2-2: Veranschaulichung der beiden méglichen Reaktionsbedingungen fiir die Kupfer(l)-katalysierte
]

Cycloaddition zwischen Alkinen und Aziden nach HuisGen.™"*
Die Reaktion zwischen einem Azid und einem Alkin hat den Vorteil, dass beide Gruppen
sehr selektiv in ihrer Reaktivitat, inert gegenliber den meisten chemischen Funktionen bei
den milden Reaktionsbedingungen, stabil in vielen Losungsmitteln sowie tber einen grof3en
Temperatur- und pH-Bereich als auch leicht zuganglich sind.!*>¢%7°79882 Dapej sind die
Azide sehr stabil gegenliber Dimerisierung, Sauerstoff und Hydrolyse und kénnen sehr
einfach als funktionelle Gruppe in Molekiile eingefiihrt werden."*"®*"") Des Weiteren bleiben
sie ,unsichtbar* gegenuber vielen funktionellen Gruppen bis ein gutes Dipolarophil
anwesend ist, so dass keine weiteren Reaktionen auftreten.****™ Jedoch sollte darauf
geachtet werden, dass es sich bei den Aziden auch um sehr energiereiche Verbindungen
handelt, die besonders bei kleinen Molekulargewichten dazu neigen explosionsgefahrlich zu
sein.™ AuRerdem ist die Toxizitat von Natriumazid, welches oft fur die Einfilhrung des Azids
Uber eine nucleophile Substitution von Halogenen an organische Molekiile verwendet wird,
bekannt und vergleichbar mit der von Natriumcyanid, so dass bei der spateren Verwendung
far biomedizinische Zwecke auf die Wahl des Azids geachtet werden sollte."! weiterhin ist

zu beachten, dass fur diese Reaktion nur terminale Alkine verwendet werden kdnnen, da die
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Reaktion nicht mit internen Alkinen funktioniert, was aus der Notwendigkeit der Bildung eines
Kupfer-Acetylid-Komplexes resultiert, der nur mit terminalen Alkinen gebildet wird."*%*"

Des Weiteren kann die Reaktion durch Poly-(1,2,3-Triazole) als Ligand verbessert werden,
da das Triazol eine Affinitat zum Kupfer(l) hat und dies stabilisiert, wodurch in einigen Fallen
auch eine Selbstkatalyse auftreten kann.”! Nach der Reaktion werden oft farbige Produkte
erhalten, was auf das Vorhandensein von Kupfer im Produkt hindeutet, wodurch toxische
Effekte auftreten konnen.***¥! Dies kann durch die Eigenschaft des Triazols Kupfer in einem
Komplex zu binden erklart werden.>*® Daher werden Mdglichkeiten fur Kupfer-freie ,Click"-
Reaktionen gesucht. Dabei kann als Alternative die Ringspannung von zyklischen Alkinen
ausgenutzt werden, die unter der Offnung des Rings mit Aziden ohne Katalysator reagieren
konnen.[*243 73838 \w1716 et al. konnten 1961 zeigen, dass Cyclooktin (das kleinste stabile
zyklische Alkin) mit Aziden unter der Bildung von einem einzigen Produkt, dem Triazol
reagiert, wobei die Deformation des Bindungswinkels des Acetylens als Triebkraft fur die
Reaktion gilt, wodurch die Reaktion beschleunigt wird und unter physiologischen

Bedingungen ablaufen kann.®*

Jedoch ist die Herstellung dieser Cyclooktine sehr
aufwendig, so dass diese nicht frei zuganglich sind.”™ Des Weiteren leidet diese Variante
der Kupfer-freien ,Click“-Chemie darunter, dass es keine Regioselektivitat gibt.*

Der Mechanismus der ,Click*-Reaktion nach HuisGeN ist noch nicht vollstandig
geklart.*#% 7 Es wird jedoch davon ausgegangen, dass dieser nicht konzertiert, sondern
schrittweise verlauft, was mit Ergebnissen kinetischer Untersuchungen tibereinstimmt.!®®"*%
Dabei wird ein Kupfer-Acetylen-Komplex als Zwischenstufe angenommen.®®7*78%2 peg
Weiteren wird davon ausgegangen, dass sowohl das Azid als auch das Alkin von dem
Kupfer(l) aktiviert wird, vermutlich durch Koordination des Kupfer-Acetylid-Komplexes,
wodurch sich auch die Regioselektivitat erklaren lasst.**™ Im Schema 2-3 ist ein Vorschlag

fur den Reaktionsmechanismus gezeigt, der durch kinetische Messungen erstellt wurde.®?

L,Cu,(CCPh),
Ph——=
LnCU —_— [LnCU]2 7T> “
Cu Katalysator 5 BH L,Cu,(CCPh)
N Cu-Acetylid
R Ny .
Ph BH R-N3
B N N ] _
R,/ X R\N/ %N Ph
Ph R\
= = R Ns |
L,Cuj Ph L,Cuj Ph |<— Ny L\ F * L
N~ —Cu Cu/ \Cu
” I |\L/
R1
Ph L X -
- - 1

Abb. 2-3: Mdglicher Reaktionsmechanismus fur die Kupfer(l)-katalysierte Cycloaddition zwischen terminalen

Alkinen und Aziden nach HUISGEN.

[nach 78,82]
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Dabei wird zunachst ein Kupfer-Acetylid-Komplex gebildet, der das Azid anschlieRend
koordiniert (1), wobei die gezeigte Struktur eine maogliche von vielen darstellt./**%?
AnschlieBend reagiert das nucleophile Kohlenstoffatom des Kupfer(l)-Acetylids mit dem
elektrophilen terminalen Stickstoffatom des Azids nach einer Umformung von (1), wonach
der entstandene Metallzyklus einer Ringkontraktion unterliegt, das Produkt gebildet und der
Katalysator zuriickgewonnen wird.!**%¥

Fur die Verwendung der ,Click“-Chemie nach HuisceN an Silica-Oberflachen, muissen
zunachst entweder eine Alkin- oder eine Azidfunktion an die Oberflache gebunden werden,
so dass die Nanopartikel mit der entgegengesetzten Funktion in einer ,Click“-Reaktion
umgesetzt werden konnen, um eine milde und effiziente Strategie fir

[71,74,81,84,87) Aufgrund der milden

Oberflachenmodifizierungen zu erhalten.
Reaktionsbedingungen und der Inertheit dieser Reaktion, findet die Funktionalisierung von
Silica-Oberflachen mit Biomolekiilen mittels ,Click*-Chemie Anwendung.’®*®® Erste Versuche
fur die ,Click*-Chemie an Silica-Oberflachen, an denen Azidgruppen uber Alkylketten
eingefuhrt wurden und die mit terminalen Alkinen reagiert haben, wurden von
LUMMERSTORFER et al. 2004 gezeigt, wobei milde Reaktionsbedingungen sowie erhdhte
Temperaturen ohne die Kupfer-Katalyse verwendet wurden.”"? Des Weiteren konnten LIN
et al. zeigen, dass Biomolekile, per ,Click*-Chemie an Oberflachen immobilisiert werden
konnten, wobei festgestellt wurde, dass bessere Ergebnisse erzielt wurden, wenn das Azid

an die Oberflache gebunden wurde und nicht das terminale Alkin./"*%

2.3 Fluoreszierende Nanopartikel

Fluoreszierende Nanopartikel finden eine Vielfalt von biomedizinischen Anwendungen zur
Diagnose und als verfolgbare Drug Delivery-Systeme.® Dabei koénnen durch die
Verwendung von fluoreszierenden Materialien viele biologische Prozesse visualisiert
werden.”? Da die meisten Fluoreszenzmarker fir die Biovisualisierung eine zu geringe
Intensitat der Fluoreszenz zeigen, eine geringe Fotostabilitdét haben und oft toxisch sowie
biodegradierbar sind, sind diese Materialien in ihrer Nutzung eingeschrankt.**® Als
Alternative kdnnen Silica-Nanopartikel mit Farbstoffen modifiziert werden.”? Da Silica-
Nanopartikel keine Eigenfluoreszenz aufweisen, koénnen die Nanopartikel durch
verschiedene Methoden zum Fluoreszieren gebracht werden, zum Beispiel durch die
Einlagerung von Farbstoffen in das Silica-Netzwerk oder durch Oberflachenmodifizierungen
mit Fluoreszenzfarbstoffen, so dass die Nanopartikel visualisiert und ihre Position ermittel
werden kann.>*"8224 potentielle Anwendungen von fluoreszierenden Silica-Nanopartikeln
finden sich in vielen Bereichen der Nanotechnologie, wobei diese von biologischer bis
erweiterter Technik reichen."® Dabei wurden diese bereits fiir verschiedene Anwendungen
eingesetzt, wie zum Beispiel in der Nanotechnologie sowie fiir biologische und medizinische
Anwendungen im Bereich des Gene Delivery, Drug Delivery sowie zur Visualisierung und

Diagnose.!*"%
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2.3.1 Fluoreszenz

Die Fluoreszenz wird neben der Phosphoreszenz der Photolumineszenz zugeordnet. Es
handelt sich dabei um eine spontane Emission von Licht, nachdem die Substanz zunachst
mit Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt wurde, wobei das emittierte Licht eine
geringere Energie besitzt. Dies liegt daran, dass die Emission erst erfolgt, nachdem bereits
ein Teil der Anregungsenergie an die Umgebung abgegeben wurde. Der Unterschied
zwischen den beiden Photolumineszenzen besteht darin, dass die Fluoreszenz nur wéahrend
der Bestrahlung der Substanz beobachtet werden kann, wahrend die Phosphoreszenz noch
bis zu Stunden nachleuchtet. Daraus folgt, dass es sich bei der Fluoreszenz um eine
sofortige Umwandlung der Anregungsenergie in emittierte Strahlung handelt, wéhrend bei
der Phosphoreszenz ein Speicherungsschritt der Energie vorhanden ist.°"!

Durch die Absorption von einstrahlendem Licht wird das Molekll bei der Fluoreszenz in
einen elektronisch héheren Zustand angeregt. AnschlieRend erfolgt eine Energieabgabe an
die Umgebung, die sich so lange wiederholt bis der elektronische Schwingungsgrundzustand
des elektronisch angeregten Zustands erreicht ist, der strahlungslosen Deaktivierung. Die
verbleibende Anregungsenergie des angeregten Zustands kann nun durch spontane
Emission an die Umgebung abgegeben werden, wobei es sich um einen vertikalen

Ubergang handelt.®" Der Mechanismus der Fluoreszenz ist in Abb. 2-4 gezeigt.

strahlungslose
Desaktivierung

Absorption

Emission
| 7 (Fluoreszenz)

54

Abb. 2-4: Veranschaulichung der Vorgéange bei der Fluoreszenz. Durch einstrahlendes Licht wird Energie

absorbiert, die anschliefend als strahlungslose Desaktivierung an die Umgebung abgegeben wird. Durch spontane

Emission wird die restliche Energie als Fluoreszenz abgegeben. "%

Die Absorption und die Emission der Fluoreszenz liegen im Fluoreszenzspektrum nicht bei
den gleichen Wellenlangen, da das Molekil unterschiedliche Wechselwirkungen mit der
Umgebung bei den beiden Vorgéangen eingeht. Dabei liegt die Absorption in einem Bereich,
der charakteristisch fur den elektronischen Grundzustand des Molekiils ist, wéhrend die

Emission in einem Bereich liegt, der charakteristisch fiir den angeregten Zustand ist."*"
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2.3.2 Anwendung in der Biomedizin

Die Fluoreszenz erlaubt eine qualitative sowie quantitative Bestimmung von zellularen
Ereignissen auf molekularer Ebene.*”! Dabei konnten bereits bioaktive Verbindungen mit
organischen, fluoreszierenden Farbstoffen markiert und eingesetzt werden.*" Meist werden
Fluoreszenzfarbstoffe flr biologische Farbungen und Markierungen verwendet.””! Da die
Nutzung von Quantendots (QD) und fluoreszierenden Nanopartikeln aus seltenen Erden fir
in vivo Visualisierungen aufgrund ihrer Toxizitaten, biologischer Abbaubarkeit, teilweise zu
geringen Intensitédten und geringer Fotostabilitdt eingeschrankt ist, ist die Anwendung von
fluoreszierenden Silica-Nanopartikeln, eine gute Alternative in der Biomedizin.?*%%2%¥ sje
erreichen eine groRere Intensitdt sowie Fotostabilitit und besitzen eine gute
Biokompatibilitat.##%99%%% Kiirzlich wurden die ersten fluoreszierenden Silica-Nanopartikel
flr einen ersten Einsatz zur Krebserkennung von der FDA freigegeben.[S]

Um die Nanopartikel mit fluoreszierenden Eigenschaften auszustatten, gibt es zwei
Moglichkeiten.®*"?*?2 Zum einen konnen verschiedene Farbstoff-Nanopartikel in Silica-
Hullen durch elektrostatische Wechselwirkungen eingelagert werden, wobei Core-Shell-
Partikel entstehen, bei denen der fluoreszierende Kern durch die Silica-Hulle geschiitzt

wird [B17.21.22,

89 pie Einlagerung sollte dabei wahrend der Synthese der Nanopartikel
erfolgen.m] Die Nanopartikel kénnen dabei mehrere tausend Farbstoffmolekile in ihrer
Matrix einschliel3en, wobei eine stérkere Fluoreszenz zu beobachten ist als in einzelnen
Farbstoffen, obwohl es bei den dicht gepackten Molekilen in der Matrix zum Quenching
kommen kann.”>%*%! Daher bieten fluoreszierende Silica-Nanopartikel ein sehr starkes
Fluoreszenzsignal fir ultrasensitive Bioanalysen.[g“'%] Weiterhin kdnnen durch die Silica-
Hulle potentielle toxische Effekte der reinen Fluoreszenznanopartikel reduziert werden, da
die Kerne durch die Hillle abgeschirmt werden.”%%! AuRerdem wird eine verbesserte
Stabilitéat erhalten, da die Farbstoffe von der Umgebung und somit von molekularem
Sauerstoff isoliert sind, so dass sie nicht abgebaut werden konnen.®¥?%! Des Weiteren
kann eine groRere Farbpalette erzielt werden, da verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe
eingelagert werden konnen.® %! Ein Nachteil dieser Methode ist, dass durch schwache
elektrostatische Wechselwirkungen die Farbstoffe aus den Hiillen austreten.®™ Dies konnte
durch zusatzliche Verlinkung mit der Silica-Hulle oder durch hydrophilere Farbstoffe
reduziert werden, so dass die fluoreszierenden Silica-Nanopartikel stabil sind.*® Eine
weitere Mdglichkeit stellt die Funktionalisierung der Silica-Oberflache nach der Synthese dar,
bei der die Fluoreszenzfarbstoffe Uber die Silanolgruppen angebunden werden
konnen.®*"?# Dabei kdnnen, durch eine vorherige Einfiihrung von reaktiven Gruppen tiber
die Anbindung von Silanen, verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe immobilisiert werden.?*?%
Die Intensitdt der Fluoreszenz kann durch die Konzentration bei der Immobilisierung
gesteuert werden, wobei bei zu hohen Konzentrationen Quenching auftreten kann.*

Durch diese Eigenschaften sind die resultierenden fluoreszierenden Silica-Nanopartikel
vielversprechend fiir biologische Anwendungen.®® Dabei kann die Fluoreszenzfarbe der
Nanopartikel veréndert werden, da es eine Vielfalt an kommerziell erhaltlichen

Fluoreszenzfarbstoffen gibt.”**®¥ Des Weiteren kann die PorengroRe sowie die GroRe der
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Nanopartikel kontrolliert werden und es kann eine stabile sowie besténdige Fluoreszenz
erhalten werden.*!

Silica-Nanopartikel, die mit Fluoreszenzfarbstoffen ausgestattet wurden, werden bereits als
Substrate zur optischen Visualisierung verwendet, da sie hell leuchten, sehr Klein,
biokompatibel, hydrophil sowie chemisch inert sind.®**) Weiterhin sind sie leicht durch
Zentrifugation zu separieren und lassen keinen mikrobiellen Angriff zu®** sie wurden
bereits fur eine ultrasensitive DNA-Analyse eingesetzt.[g‘” AuRerdem konnten auch sensitive
Zelldetektionen sowie einzelne Bakterieniberwachungen mit konventionellen Fluoreszenz-
Spektroskopen und —Mikroskopen durchgefuhrt werden, da diese Nanopartikel sehr stark
leuchten.® %! weitere mogliche Anwendungen finden fluoreszierende Nanopartikel in der
biologischen Visualisierung und in der Zellverfolgung als effiziente und vielseitige
Biosensoren.”*"*! Sie wurden auch als Markierungsreagenzien fiir die Detektion von
Pathogenen, Nukleinsduren und Proteinen verwendet.” EsTEvez et al. konnten durch die
Verwendung von farbstoffreichen Silica-Nanopartikeln eine neue Methode zur schnellen und
sensitiven Detektion von Krebszellen entwickeln.*"

In dieser Arbeit wurde der kommerziell erhaltliche Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 von
INVITROGEN verwendet. Dieser Farbstoff kann mit verschiedenen reaktiven Gruppen fir die
Immobilisierung erhalten werden. Darunter ist er mit einer Amingruppe erhaltlich, sowie mit
einer Azid- bzw. Alkinfunktion, so dass auch ,Click“-Reaktionen durchgefiihrt werden
kdnnen. Er liegt unter Normalbedingungen dabei in fester Form vor, ist inert sowie stabil. Die
grune Fluoreszenz erfolgt bei einer Anregung von 495 nm und weist eine Absorption bei
520 nm auf. Durch die Anbindungen des Farbstoffs Uber die funktionellen Gruppen sollte

keine Anderung der fluoreszierenden Eigenschaften auftreten.*

2.4 Polysialinsaure

Aufgrund der sehr guten Biokompatibilitit und Bioresorbierbarkeit der Polysialinsaure
(PolySia), ist sie eine vielversprechende Substanz fiir biomedizinische Anwendungen.?*2>!
Da sie im menschlichen Kdrper vorkommt, weist sie eine gute Toleranz gegenlber dem
Immunsystem auf und wird somit nicht als Fremdkdrper erkannt.?*#?*! Des Weiteren hat
PolySia im Organismus eine lange Uberlebensdauer, weil sie nicht einfach abgebaut werden
kann, da keine abbaufédhigen Enzyme vorhanden sind, wodurch sie eine geeignete
Tragersubstanz fiir Materialien darstellt.®”* Dieses Polysaccharid kann nur durch das
Enzym der Endosialidase (Endo-N), welches aus bestimmten Bakterien (Escheria coli K1)
isoliert werden kann, spezifisch und kontrolliert abgebaut werden, wobei die Polymerkette
durchtrennt wird.?*?>%1% pie PolySia sowie deren Abbauprodukte, die bei der Umsetzung
mit der Endo-N entstehen, zeigen ebenfalls keine schadlichen Wirkungen auf die Viabilitét,
die Ausbreitung sowie die Differenzierung von Neuronen des zentralen sowie peripheren

[29,99,101]

Nervensystems. Da PolySia eine Schlisselrolle in der Entwicklung des

Nervensystems von Vertebraten spielt und ein sehr geeignetes Medium fiir die Kultivierung
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von Schwann-Zellen darstellt, kann sie interessante Funktionen fir den Einsatz in
Nervenleitschienen zur Regeneration von peripheren Nerven haben. 4%

Bei der PolySia handelt es sich um ein langes, lineares Homopolymer
(Polymerisierungsgrad von 8 bis tUber 100), das zu der Klasse der anionischen Saccharide
gehort 25303298192 papej ist das einfache Makromolekiil aus negativ-geladenen a-2,8-
verknipften Sialinséduren, der 5-N-Acetyl-Neuraminsaure (Neu5Ac), aufgebaut und besitzt

[24,26.27,32,33,98,99.101-104] a5 NeuSAc ist eins von (ber 50 natirlich

eine helikale Konformation.
vorkommenden Derivaten der Sialinsdure, wobei es sich um einen 9-kettigen a-Keto-Zucker
handelt, der neben der N-Glycol-Neuraminsaure (Neu5Gc) am haufigsten vorkommt.[®205:10¢!
Durch die Polymerisierung dieses Molekils zu PolySia wird ein nicht-reduziertes Ende (Abb.
2-5 links), ein linearer Aufbau des Homopolymers sowie ein reduziertes Ende erhalten (Abb.
2-5 rechts). Dabei kann das reduzierte Ende an Membranen anbinden und das Wachstum
der Kette erfolgt durch Einfihrung von weiteren Neu5Ac am nicht-reduzierten Ende.”” Das

Neu5Ac sowie die daraus aufgebaute PolySia sind in Abb. 2-5 zu sehen.

Neu5Ac PolySia

Abb. 2-5: Molekularer Aufbau des Neu5Ac (links) sowie der Polysialinséure (rechts)."" 27101
Aufgrund der vorhandenen Carboxylgruppe ist die PolySia sehr hydrophil, wodurch sie ein
sehr grof3es Volumen einnimmt und eine negative Ladung bei physiologischen pH-Werten
aufweist, 27301071

Des Weiteren kann PolySia in der Natur auf bestimmten neuroinvasiven Bakterien wie den
Escheria Coli K1 (E. Coli) sowie Neisseria Meningitidis gefunden werden, die sich mit einer
PolySia-Kapsel umhiillen.?*?29%1% padurch ergibt sich eine Resistenz gegeniiber des
Immunsystems, weil die PolySia aufgrund ihrer chemischen und immunologischen Identitat
mit der von Vertebraten nicht als Fremdkorper erkannt wird.2?%% Aufgrund der
Nachahmung der PolySia sind diese Bakterien dazu in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu
passieren, wodurch invasive Krankheiten ausgeldst werden.””?® von den E. Coli Bakterien
kann PolySia isoliert werden und ist kommerziell als Colominsaure erhaltlich.®*'! |n der
Natur wird PolySia nur in Vertebraten sowie Bakterien gefunden, jedoch kommt sie nicht in
Invertebraten sowie Pflanzen vor.2%?7981%

Bei der Ausbildung des Nervensystems sowie des Gehirns im embryonalen Zustand von
Vertebraten wird PolySia in erhéhten Mengen gefunden, nach der Geburt herunter reguliert
und ist bei Erwachsenen nur noch in bestimmten Bereichen des Gehirns zu finden, in denen

t,[24.29.32.33.98,99.104107 Hahej handelt es sich um Regionen

physiologische Plastizitét stattfinde
im Hirn wie zum Beispiel dem Hippocampus und dem Bulbus Olfaktorius, in denen Lern- und
Erinnerungsprozesse  stattfinden.?”%%29%1%1 \yeiterhin ist PolySia an regenerativen

Prozessen nach einem Trauma und synaptischer Plastizitat beteiligt, woraus angenommen
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werden kann, dass sie auch beim Aufbau des Gedachtnisses eine Rolle spielt.[?"303299:103
Als weiteren Hinweis hierauf wurde sie von FINNE 1982 bei der Entwicklung des Gehirn von
Saugetieren gefunden.*%)

Wahrend der Bildung des Nervensystems bei Vertebraten ist die PolySia an der Ziel- und
Wegfindung von Axonen, Zellmigrationen, der Synapsenbildung sowie bei einigen Aspekten
der Muskelbildung beteiligt.?>3*9%1%2197 papej ist die primare Rolle die Foérderung der
funktionalen Plastizitat, wodurch Veranderungen in der Struktur sowie der Funktion des
Nervensystems unterstitzt werden.®**'%? Diese Wirkung erfolgt dabei tiber die kovalente
Bindung an das neuronale Zell-Adh&sionsmolekil (NCAM), das im Gehirn und im
Nervensystem vorhanden ist und Zell-Zell-Interaktionen kontrolliert.®%%3%4 pabei wirkt die
PolySia als negativer Regulator auf die Zellinteraktionen des NCAM aufgrund ihrer
physikalischen Eigenschaften und nicht wegen ihrer spezifischen Affinitat flr
Rezeptoren.®*%? Aufgrund ihres sterischen Anspruchs sowie der negativen Ladung kommt
es dabei zu einer anti-adhdsiven Wirkung, wobei die PolySia einen sterischen Platz
beansprucht, so dass sich die Anordnung der Zellmembran &ndert und Zell-Interaktionen
verringert werden.?%3% Dabei gibt es zwei verschiedene Moglichkeiten, wie die PolySia
auf Zell-Interaktionen einwirken kann: die trans-Variante, bei der Interaktionen zwischen
Rezeptoren benachbarter Zellen stattfinden und die cis-Variante, die Interaktionen zwischen
Rezeptoren gleicher Zellen darstellt."®? Bei der trans-Variante wirkt die an das NCAM
gebundene PolySia aufgrund ihres sterischen Anspruchs als Hindernis fir einen Kontakt
zwischen Membranen, wodurch die Interaktionen von anderen Rezeptoren sowie vom
NCAM mit benachbarten Zellen verhindert werden.**'% Fir diese Hinderung mussen zwei
Voraussetzungen erfillt werden: zum einen muss die PolySia gentigend Platz einnehmen,
um eine Auswirkung auf die Membran-Membran-Positionen zu haben und zum anderen
muss sich der interzellulare Raum nach der Entfernung der PolySia verandern.®***3 purch
die Entfernung der PolySia kann es dann zu Zell-Zell-Bindungen der Rezeptoren kommen,
so dass die anti-adhasive Wirkung der PolySia aufgehoben ist.'®® Die hohe
Oberflachendichte des NCAM sowie der grol3e sterische Anspruch der PolySia stimmen mit
diesem Modell Uberein, da nach der Entfernung der PolySia der Abstand zwischen zwei
Zellen um 10 bis 15 nm sinken kann.®® Bei der cis-Variante ist die sterische Wirkung der
PolySia eher lokal und sehr komplex, da Interaktionen der Rezeptoren gleicher Zellen
beeinflusst werden, indem zum einen Wechselwirkungen des NCAMs mit sich selbst oder
zum anderen Wechselwirkungen des NCAM mit Rezeptoren der gleichen Zelle beeinflusst
werden.®*%? pabei kann die cis-Variante sowohl intrazellulare Signale, die Adhasion als
auch eine Anderung der Konformation bzw. der Aktivitit des NCAM hervorrufen.***% |n
Abb. 2-6 sind die beiden Mechanismen der Hinderung der Zell-Zell-Interaktionen durch

PolySia gezeigt.
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EAN N

- PolySia '
trans y NCAM

.l ' I Rezeptoren
PolySia

cis l- PolySia

Abb. 2-6: Sterische Mechanismen der Zell-Zell-Interaktionen am NCAM, die durch PolySia beeinflusst werden

kénnen [nach 33,102]

Die Bindung der PolySia an das NCAM erfolgt Uber zwei verschiedene
Polysialyltransferasen: dem ST8Siall (STX) und dem ST8SialV (PST), wobei diese sehr
homogen sind und zu 59 % in ihrer Aminosaurensequenz identisch sind.””***? Jedoch gibt
es keine Verwandtschaft zu den bakteriellen PolySia Synthesen, bei denen kps und cps
Genkomplexe eine Rolle spielen.?"*?

Des Weiteren ist beim Aufbau des peripheren Nervensystems bei der Aussprossung der
motoneuronen Axone, die sich zu muskelspezifischen Nervenfaserbiindeln anordnen, die
Konzentration der PolySia erhoht.*® Dadurch kommt es zu einer Separation der Axone, die
sich voneinander trennen und ungebiindelt vorliegen und somit verschiedene intramuskulére
Nervenzweige ausbilden kdnnen, wodurch die Wegdfindung gefdrdert wird.®%%! wird die
PolySia wahrend dieses Prozesses durch die Endosialidase abgebaut, so zeigt sich, dass
diese Wegfindung der Axone erschwert ist und Fehler auftreten, so dass die Axone

gebuindelt vorliegen.® Eine Veranschaulichung dieser Wirkung ist in Abb. 2-7 gezeigt.

—< =—

Abb. 2-7: Einfluss der PolySia auf die Ausssprossung von Axonen in Hilhner-Embryos. Dabei liegen die Axone in

Anwesenheit von PolySia gewunden und ungebiindelt vor (links), wahrend nach der Entfernung der PolySia die

Axone zusammengelagert sind (rechts),l#" 3108

Durch verschiedene Modifizierungen der PolySia, wie zum Beispiel die Einfihrung von Alkin-
oder Azidfunktionen fur die ,Click“-Chemie, kann diese fiur verschiedene Reaktionen
zuganglich gemacht werden und an unterschiedliche Oberflachen wie zum Beispiel Silica-
Nanopartikel angebunden werden, um als Biomaterial in der Nervenregeneration eingesetzt
zu werden.”! Dadurch kann der von den Bakterien genutzte Effekt zur Tauschung des
Immunsystems nachgeahmt werden, wodurch sich neuartige Verwendungen ergeben, da
die Aufenthaltsdauer der Nanopartikel im Kdorper erhdht werden kénnte und es eventuell

maglich wére, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren.
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2.5 Collagen-Materialien

Collagen, ein natirlich vorkommendes Biopolymer, hat sich als ein besonders geeignetes
Biomaterial fir biomedizinische Anwendungen erwiesen, das auch schon in diversen

(3437.38] |n der Natur kommt es in

klinischen Versuchen Anwendung gefunden hat.
verschiedenen Formen in unterschiedlichen Anwendungen vor.B*37%10%14 bapej kann es
als reines Polymer eingesetzt werden oder es werden Komposit-Materialien erzeugt, die
natirlich vorkommende Materialien imitieren und aus einer organischen Matrix und
anorganischen Bestandteilen bestehen.?>***%l pazy gehoren zum Beispiel Komposite aus
Collagen und Hydroxyapatit, die den strukturellen Aufbau von Knochen imitieren sowie
Collagen-Silica-Komposite, die in der Natur in Kieselalgen vorkommen.®>%3°11¢ Collagen
stellt dabei wegen seiner faserartigen Struktur und seiner hydrophilen Eigenschaften,
resultierend aus seinen Amino-, Hydroxy- sowie Carboxylgruppen, eine sehr gute Matrix

dar [34,37,39,111,113,116-119]

Es kann als Biomaterial fir Augenoperationen, als Haut- und
Knochenersatz, als Blutgefa3- und Herzklappenimplantat sowie zur Dialyse und als
Tragermaterial fir Drug Delivery-Systeme eingesetzt werden, wobei es méglicherweise zu
einer Umstrukturierung des Gewebes kommen kann oder auch zu dessen

Resorption [34,37,39,111,113,116-119]

2.5.1 Collagen

Bei Collagen handelt es sich um ein natirlich vorkommendes Biopolymer, wobei es ein eher

festes und hartes Protein ist,B43®37111113119.1200  po

ist mit 25% des gesamten
Proteinhaushalts in Organismen von Vertebraten das bedeutendste Protein.” Dabei ist es
das Hauptstrukturmaterial far harte und weiche Materialien und bildet das
Bindegewebe.?**"! Da es in biologischen Umgebungen gut degradiert wird, verschwindet es
bei der Anwendung als Implantat letztendlich vollstdndig, wobei keine permanenten
Fremdkorper hinterlassen werden,[3437-39111113.118.1200 Biy \yeiterer Vorteil dieses Biopolymers
ist die einfache Herstellung.2*37 3911311718121 papei weisen die verschiedenen Collagen-
Gewebe kleine strukturelle Unterschiede auf.*”*¥ Collagen gehort zu den
Hauptkomponenten der extrazellularen Matrix und ist ein wesentlicher Bestandteil der Haut
und der Sehnen, von Zéhnen, Muskeln und Blutgefal3en, der Hornhaut, von Membran- und
Knorpelgewebe sowie von Knochen,243°37:38.114.119.120122125 A fqrund dessen kann Collagen
implantiert werden, ohne immunologische Reaktionen hervorzurufen.?7 119120122125 g
Collagen eine hohe Bruchfestigkeit, eine hohe Affinitdt zu Wasser sowie eine niedrige
Antigenitat hat, hdmostatische Eigenschaften aufweist, kontrolliert degradiert werden kann,
keine zytotoxischen Eigenschaften zeigt und die Fahigkeit hat, zellulare Verbindungen,
Wachstum und Differenzierungen zu férdern, ist es ein sehr gutes Biomaterial."?®

Als Collagene werden alle faserartigen Proteine bezeichnet, die um die 33 % Glycin und 10-

13 % Hydroxyprolin aufweisen.®”! Collagen-Molekiile sind organisierte Gewebe, die in einer
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genauen Weise angeordnet sind und Uber eine Primar-, Sekundar-, Tertiar- und
Quarternarstruktur beschrieben werden kénnen.B” 27

Bei der Primarstruktur, die die Aminosauresequenz beschreibt, kénnen die individuellen
Polypeptid-Ketten aus zwei Spezies, als a1l und a2 bekannt, bestehen, wobei die
Aminosauresequenz mit einer geringen Homologie variiert. 714127128 papej pestehen die
meisten Collagene (Haut, Sehne, Knochen) aus zwei a1- und einer a2-Kette, wobei die
charakteristische Struktur beider Ketten aus wiederholenden Einheiten von drei
Aminosauren, die als (Gly-X-Y), bezeichnet werden, aufgebaut ist.”114119123127.128 gaj %
und Y handelt es sich oft um die Aminosauren Prolin und Hydroxyprolin.F7114119123.127.128]
der Abfolge kénnen polare und apolare Aminosauregruppen auf der Lange der Peptid-Kette
beobachtet werden, so dass von gerichteten Ketten gesprochen werden kann, da die Ketten
einen Kopf und einen Schwanz haben, die durch die gestaffelte Anordnung verbunden

werden konnen, 37127

Die apolaren Regionen sind dabei sehr anfallig fur einen
proteolytischen Angriff von bakterieller Collagenase, wéhrend aus den polaren Regionen die
typischen Bandmuster resultieren, die mittels der Elektronenmikroskopie beobachtet werden
konnen.B"*?) Des Weiteren konnte herausgefunden werden, dass Glycin aufgrund der
dichten Packung der drei Ketten in Nahe der Achse jede dritte Position mit Ausnahme der

t [36,37,114,125,127-129]

Endregionen im Molekil besetz Durch Substitution der Glycin-Reste

konnen Erkrankungen von Knochen, Knorpeln und BlutgefaBen ausgeldst werden.™ In

Abb. 2-8 ist eine Veranschaulichung des Aufbaus der Aminoséduresequenz gezeigt.

Gly=-X-Y-Gly-Pro-Y-Gly—-X-Hyp-Gly-Pro—Hyp

Abb. 2-8: Aufbau der Primérstruktur des Collagens, die aus einer Sequenz von Aminosauren besteht. Dabei steht

Gly fur Glycin, Pro fir Prolin und Hyp fir Hydroxyprolin. Bei X und Y handelt es sich um weitere Aminoséauren, die in

der Sequenz auftreten kénnen " 127

Die Sekundéarstruktur beschreibt die lokale Anordnung der individuellen Polypeptid-Ketten,
die durch stereochemische Eigenschaften der Aminosaurereste hervorgerufen wird.**” Die
einzelnen Ketten bilden dabei eine linksgewundene Helix mit einem Abstand von 0.87 nm
aus, die auch a-Ketten genannt werden.®>3"199123127l pie Sekundarstruktur ist in Abb. 2-9

schematisch dargestellt.

N N N8 TN

&>

0.87nm

Abb. 2-9: Schematischer Aufbau der Sekundarstruktur des Collagens, bei dem die Aminoséauresequenzen eine

linksgangige Helix (a-Kette) ausbilden.™"*?

Die Tertiarstruktur beschreibt die Anordnung von drei linksgewundenen Helices (a-Ketten),
die das Tropocollagen bilden; eine Vorstufe des Collagens."*” Diese linksgewundenen
Helices umwinden sich gegenseitig um eine allgemeine Achse in einer rechtsgewundenen

[34,35,37,39,109,116,119,124,125,127]

dreifach Superhelix. Die Tropocollagen-Molekille haben eine
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Lange von 280 nm, eine Breite von 1.5 nm und eine Periodizitat von 8.6 nm, wodurch eine
zylindrische Form entsteht [343537:39109.116.119.124.125.127] i ist jedes Tropocollagen-Molekill
Uber ein Viertel seiner Lange mit seinen Nachbarn gebindelt angeordnet, wobei durch die
Periodizitat kleine Licken entstehen; Bereiche mit einer geringeren molekularen Dichte.®*
87118 pyrch diese Art der Stapelung bekommt das Collagen-Gewebe seine Bruchfestigkeit

und Elastizitat.?3"

Des Weiteren konnte durch Studien mit polarisiertem Licht
herausgefunden werden, dass Tropocollagen einen sehr hohen Anteil an helikalen
Bereichen aufweist.®” Diese tertiare Struktur wird durch Wasserstoffbriickenbindungen,
meist zwischen —CO- und —NH-Gruppen der anliegenden Ketten, stabilisiert,>*3"109125.127]
Diese schwachen Wasserstoffbriickenbindungen kénnen durch Erhitzen, schwach saure
Lésungen oder durch Reagenzien wie Kaliumthiocyanat gebrochen werden, wodurch es zur
Denaturierung des Molekiils kommt.*"1%*?7 pje entstehenden denaturierten Collagen-
Polypeptide haben eine zuféllig gewickelte Konfiguration und koénnen als Gelatine
bezeichnet werden.®"***?) Handelt es sich bei der Konfiguration um eine einzelne Kette,
wird vom a-Collagen gesprochen, sind zwei Ketten miteinander verknupft, wobei diese auch
aus zwei a-Ketten aufgebaut sein kénnen, ist es B-Collagen und sind alle drei Ketten
weiterhin verkniipft, handelt es sich um y-Collagen.'®**" |n Abb. 2-10 ist der Aufbau der

dreifach Helix gezeigt.

o-Kette

dreifach Helix

Abb. 2-10: Aufbau der dreifach-helikalen Struktur des Collagens aus drei Polypeptid-Ketten. Die rote Linie zeigt

dabei die Primarstruktur der Aminosauresequenz.

In der Quaternarstruktur des Collagens ordnen sich die Tropocollagen-Molekile zu kleinen
Aggregaten an, die Fibrille genannt werden.™*”) Diese haben einen Durchmesser von etwa
50 nm und sind an angrenzende Moleklle Uber intrafibrillare Bindungen geknipft, woraus
Collagen-Fasern entstehen. 3%l Dabeij kénnen verschiedene Netzwerke des Collagens
erhalten werden, von ein- bis dreidimensional, die in unterschiedlichen Bereichen im
Organismus vorkommen.®®

Bisher konnten etwa 27 Typen von Aminosdureanordnungen des Collagens, die leicht
variieren, entdeckt werden, wobei die Anzahl weiterhin steigt.**3%** Collagen Typ | besitzt
eine faserférmige Struktur und ist ein (a,),0,-Heteroisomer.***>161% Bej Collagen 11, X, etc.
handelt es sich um weitere Typen des Collagens.?*%

Der grof3te Anteil an Collagen ist unldslich bzw. nur unter Denaturierung und Degradierung
I6slich, wahrend nur 2-3 % des Collagens in schwach sauren Lésungen gelést werden

kdhnen,137:114.128]

Dieses l6sliche Collagen wurde in den meisten Studien zur
Strukturaufklarung verwendet.*” Jedoch kann der unlésliche Anteil durch proteolytische
Enzyme geldst werden, wodurch das Collagen als Biomaterial einen kritischen Faktor

erhalt.®” Dabei ist die Fahigkeit Collagen zu lésen, ohne dass die elementare, steife
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dreifach-helikale Struktur zerstort wird, grundlegend fir die Anwendung des Collagens als
Biomaterial.?” Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung von Tropocollagen mit
proteolytischen Enzymen Peptide freigesetzt werden, wodurch die Eigenschaften des
Collagens, jedoch nicht die dreifach-helikale Struktur, verandert wurden.®"**!

Bei Collagenasen handelt es sich um Enzyme, die Peptidbindungen unter physiologischen
Bedingungen in der dreifach-helikalen Struktur brechen kénnen.*3"'22% papeij teilt die
bakterielle Collagenase das Collagen durch einen Angriff auf die Haupt-Polypeptidkette an
mehreren Stellen in mehrere kleine Peptidfragmente verschiedener Gré3en und Formen,
wahrend Saugetiercollagenase das Collagen an einem strategischen Punkt angreift und in
zwei Teile spaltet, wobei die helikale Struktur beider Fragmente erhalten bleibt.!**3" 122128
Auf quervernetzte Collagen-Membranen hat die Collagenase jedoch keinen Effekt.’”
Vollentwickelte Collagen-Fasern, die in der Natur gefunden werden, sind unldslich, da es
hier kovalente intermolekulare Quervernetzungen gibt, wodurch das Collagen in ein
unbegrenztes, verbundenes Netzwerk der Monomereinheiten tbergeht.***"**% Bei den
Quervernetzungen kann es sich um Wasserstoffbriickenbindungen, kovalente Bindungen,
VAN  DER  WaALs-Wechselwirkungen,  elektrostatische  Wechselwirkungen  und
Esterverknipfungen handeln, wobei sich die physikalischen sowie funktionellen
Eigenschaften des Materials in Abhé&ngigkeit der Anzahl und Art der Quervernetzung
verandern."**'?® pDabei sind diese Quervernetzungen sehr wichtig fir die Benutzung von
Collagen als Biomaterial, da sie das Material neu anordnen und stabilisieren

[37,110,112,127] Die

kénnen. Quervernetzung  kann  chemisch  oder  physikalisch

erf0|gen [34,37,110,112,130] Dabei

gehdren Trocknen, Altern, Heizen und Bestrahlen mit
ultraviolettem Licht oder y-Strahlen zu den physikalischen Methoden, wahrend fir die
chemische Quervernetzung verschiedene Aldehyde und Chromsauren verwendet werden
kénnen, wodurch stabile, kovalente Vernetzungen entstehen.?*3711%1121%1 Baim Bestrahlen
des Collagens werden zum einen zufallige Quervernetzungen erzeugt und zum anderen
kénnen Bindungen des Tropocollagen-Molekiils gebrochen werden.®"**”! Des Weiteren kann
ein Verlust der optischen Rotation erfolgen, wenn die Collagen-Helices gebrochen
werden.® Wird die Methode in Stickstoff-Atmosphare durchgefiihrt, so kann die
Quervernetzung erhoht und die Degradierbarkeit gehemmt werden.®” Eine weitere Folge
dieser Behandlung sind eine Verringerung der Faserbildung und der Antigenitat.*”**" Ein
Vorteil der Bestrahlung ist, dass keine potentiell toxischen Reste entstehen, so dass diese
Materialien fiir biomedizinische Zwecke sehr gut geeignet sind.®”! Eine neuere Methode ist
die Quervernetzung durch die Bestrahlung mit blauem sichtbarem Licht, wobei ein
Ruthenium(ll)-Komplex und Persulfat verwendet werden.!'® Dabei erfolgt die stabile
Quervernetzung innerhalb einer Minute und es kdnnen keine toxischen Effekte beobachtet
werden, da die Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien unterhalb des toxischen
Spiegels liegen.*” Beim Trocknen des Collagens kann es zum Kollabieren und Verdichten
der Struktur kommen, wenn die Feuchtigkeit unter 0.2 % sinkt, wodurch Quervernetzungen
in Form von Amidbindungen aufgrund einer exzessiven Dehydratation des Proteins

resultieren.®”*?**? pyrch Rehydratation kann die Struktur jedoch wieder vollstandig
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regeneriert werden.*?"! Bei der chemischen Quervernetzung mit Aldehyden wird die hohe
Reaktivitat dieser Gruppen mit Proteinen ausgenutzt.ml Es konnte gezeigt werden, dass
durch Glutaraldehyd eine groRere Quervernetzung erzielt werden konnte als beispielsweise
mit Formaldehyd und dass diese Quervernetzung auRergewdhnlich stabil ist, so dass daraus
eine annehmbare Langlebigkeit resultiert und das Collagen jedoch weiterhin eine
ausreichende mechanische Flexibilitat zeigt.*’”'® Ein Nachteil der Quervernetzung mit
Glutaraldehyd ist, dass die Materialien aufgrund der Toxizitdt des Glutaraldehyds
bioinkompatibel werden.**!! Diese Zytotoxizitat konnte durch Reduktion bzw. Oxidation der
Aldehydgruppe oder durch geringere Konzentrationen an eingesetztem Glutaraldehyd
minimiert werden."?" Um die toxischen Eigenschaften der Materialien zu entfernen, kénnen
auch andere Quervernetzungsreagenzien verwendet werden.*?!

Fur spezielle biomedizinische Anwendungen kann geldstes Collagen Uber die vorhandenen
Amin- sowie Sauregruppen funktionalisiert werden.*”* Dabei kann eine nahezu
vollstandige Acetylierung der Aminogruppen durch eine Mischung aus Essigsdureanhydrid
und Essigsaure bzw. durch Essigsaureanhydrid in milder alkalischer Ldsung erzielt
werden.®"*¥ AuBerdem kann Bernsteinsaureanhydrid ebenfalls mit Collagen reagieren,
wobei die Aminogruppen mit dem Bernsteinsdureanhydrid unter Ring6ffnung reagieren und

[37]

Carboxylgruppen entstehen. Des Weiteren konnen die Carboxylgruppen quantitativ

verestert werden."*"! Durch diese Modifizierungen kann das Collagen entweder stark
geladen oder neutral sein, indem Amino- sowie Carboxylgruppen blockiert werden.®”
Zeta-Potential-Messungen von Collagenen, die durch S&ure oder Pepsin geldst werden
kdnnen, zeigen, dass Collagen in einem pH-Bereich zwischen 2 und 5 positiv geladen ist,
wahrend bei pH-Werten zwischen 6 und 9 eine negative Ladung zu beobachten ist."*? Der
isoelektrische Punkt liegt etwa bei einem pH-Wert von 5.1*%%

Die Praparation von Collagen zur Verwendung als Biomaterial kann in zwei Verfahren
unterteilt werden: zum einen kénnen weitere Substanzen wie Mineralien aus biologischen
Strukturen entfernt werden, so dass das uberbleibende Collagen stabilisiert wird, wobei die
Struktur sowie Quervernetzungen erhalten bleiben und zum anderen kann Collagen
zundchst gelést und gereinigt werden, um anschlieBend in der eigentlichen Form
zurtickgewonnen zu werden.®” Der Vorteil der ersten Variante liegt in der Ausnutzung der
normalen, biologischen dreifach-helikalen Struktur des Collagens, jedoch ist der Aufbau des
Materials nicht flexibel und vorbestimmt.®” In der Biomedizin wird dieses Material bereits als
Heterotransplantat wie zum Beispiel als Arterienersatz eingesetzt.[34'37] Bei der zweiten
Variante treten Probleme bei der Rekonstruktion des Collagens auf, jedoch gibt es fir diese
Materialien sehr breite potentielle Anwendungen, da sie gereinigt werden kénnen und in
vielen biomedizinischen Baueinheiten hergestellt werden kénnen.®” Sie werden bereits als
gepresste Collagen-Fasern, Collagen-Membranen, Collagen-Gele sowie -Hydrogele und als
Collagen-Schwamme eingesetzt 2371191201281 papei werden diese Materialien firr freigelegte
Hautbereiche bei Brandwunden und in der Wundheilung, in chirurgischen Verfahren, als
Roéhrchen in der Nervenregeneration, fir die Blutdialyse, bei Knochendefekten, als Drug

Delivery-Systeme und als Zusatzmaterial fur kiinstliche Nieren eingesetzt.!**37113120.126]
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Die Vorteile der Verwendung von Collagen als Biomaterial beinhalten die Reichhaltigkeit
sowie die einfache Reinigung von Collagen aus lebenden Organismen, dass es keine
antigene Wirkung zeigt, die Biodegradierbarkeit sowie die Bioresorbierbarkeit, wobei die
Biodegradierbarkeit durch Quervernetzungen reguliert werden kann, die Biokompatibilitét,
die einfache Modifizierung der funktionellen Gruppen zur Produktion gewlnschter
Materialien und die hamostatische Wirkung, durch die die Blutgerinnung gefordert wird.*!
Nachteilig sind die hohen Kosten von reinem Collagen vom Typ | und die Hydrophilie,

wodurch die Collagen-Materialien anschwellen und schneller abgebaut werden.***%")

2.5.2 Collagen-Silica-Komposite

Biologische Organismen haben die Fahigkeit, komplexe Komposite aus organischen und
anorganischen (Minerale) Komponenten zu bilden, die im nano-, mikro- und meso-Bereich
hierarchisch organisiert und aufgebaut sowie oft multifunktionell sind.®*3%115133134 pje
Eigenschaften dieser Biominerale hAngen eng mit der Natur des Minerals, der Grol3e seiner
Partikel und ihrer Verteilung in der bioorganischen Phase zusammen.®® Amorphes Silica
findet sich als anorganische Komponente in den Nadeln von Schwdmmen und in
Kieselalgen, Collagen als organische Komponente findet sich ebenfalls in den Schwadmmen
sowie in Wirbeltieren vor allem in den Knochen und in den Zahnen.?® Dabei erhalten die
Biominerale von den Mineralien ihre Festigkeit und ihre Dehnbarkeit und Flexibilitéat von der
organischen Komponente.?® Collagen-Silica-Komposit-Materialien, wie sie in Nadeln von
bestimmten Seeschwdmmen vorkommen, haben dabei wegen ihrer verbesserten
mechanischen Eigenschaften ein gutes Potential fir biomedizinische Anwendungen wie zum
Beispiel als Knochenersatzmaterial oder als biologische Verbande.?°***"%¥ jedoch muissen
die Wechselwirkungen zwischen den beiden Spezies verstanden werden, um die Strukturen
und Eigenschaften der Komposite zu kontrollieren. 26135138

Ein Collagen-Silica-Netzwerk kommt in der Natur bei dem Seeschwamm Hyalonema sieboldi
in Form von Nadeln vor, welche sehr grof3 (bis zu 1 m), langlebig und flexibel sind %%
Diese Nadeln bestehen aus einem komplizierten Collagen-Netzwerk, dass eine twisted
plywood* Struktur aufweist.*® Dabei wirkt das Collagen als Medium fiir die Nukleation und
das Wachstum von amorphem Silica, wodurch sich die einzigartige mechanische Flexibilitat
ergibt.*>* Da die Seeschwamme in tiefem und kaltem Wasser vorkommen, ist die
Collagen-basierte Silifizierung eine einmalige Form der Biomineralisation bei geringen
Temperaturen.®?® Des Weiteren sind bei hornartigen Schwammen (Demospongiae) die
Silica-Nadeln durch einen collagenartigen Gips, der aus Mikrofibrillen besteht, aneinander
».geklebt* und Collagen-Fibrillen kommen in alteren Glasschwammen (Hexactinellidae) als
Template firr die Biosilifizierung vor.2*119123

Fur die Synthese von Collagen-Silica-Kompositen wurden in den meisten Féllen
Siliciumalkoxid-Losungen  oder -Dampfe oder Natriumsilicat als  Siliciumquelle
verwendet.**>1313 |5 den ersten beiden Fallen wird die Silicium-Spezies zu verschiedenen

Zeitpunkten zu einer LOsung gegeben, in der eine Selbstorganisation des Collagens
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stattfindet, wodurch mineralisierte Collagen-Fasern entstehen und die Selbstorganisation
des Collagens abgebrochen wird.""*® Auch bei der Zugabe von Natriumsilicat ergeben sich
Collagen-Fasern, die mit Silica beschichtet sind.™ EGLIN et al. konnten zeigen, dass die
Collagen-Silica-Wechselwirkungen stark von der Silica-Quelle abhangig sind.™* Dabei wird
die Selbstorganisation des Collagens bevorzugt, wenn Silicate in kleinen Konzentrationen
zugegeben werden, da angenommen wird, dass die gebildete Orthokieselsaure die Struktur
des Wassers in der Umgebung der dreifach Helix des Collagens modifiziert.**® Werden die
Silicate in hoheren Konzentrationen zugegeben, werden Polykieselsduren lokal an die
Proteinketten adsorbiert, wodurch die Selbstorganisation erschwert ist."*® Ein ahnlicher
Effekt kann auch fir Silica-Nanopartikel mit einer Gréf3e von 12 nm beobachtet werden, da
die Nanopartikel an der dreifach Helix aggregieren, so dass diese nur in geringen Mengen
zur Collagen-L6sung gegeben werden kénnen.™***% purch die Verwendung verschiedener
Massenverhdltnisse an Collagen und Silica kénnen unterschiedliche Morphologien erhalten
werden. 3913

DesiMONE et al. haben versucht Collagen-Silica-Hydrogele herzustellen, indem kalte
verdinnte Collagen-Lésungen in Kulturmedium mit angeséuerten verdinnten Natriumsilicat-
Loésungen vermischt werden.****% purch die gleichzeitig ablaufende Selbstorganisation des
Collagens und Kondensation des Silicas konnten Hydrogele mit einem Durchmesser von
3.4 cm und 2 mm Dicke erhalten werden.?**%13924% AyRerdem konnte die Gruppe zeigen,
dass durch den Zusatz von Silica-Nanopartikeln Nanokomposit-Materialien hergestellt
werden kénnen, wobei die Nanopartikel in der Proteinmatrix dispergiert werden,[136:1340-142]
Durch die Verwendung von verschiedenen Silica-Spezies konnten sie darstellen, dass es
maglich ist, unterschiedliche homogene Collagen-Silica-Materialien herzustellen, die eine
erhdhte thermische und mechanische Stabilitat aufweisen.™*

Eine weitere Mdglichkeit zur Herstellung von Collagen-Silica-Komposit-Materialien ist die
Nutzung des Collagens beispielsweise als organisches Templat bei der Silica-
Synthese.?**¥ Dabei kénnen die positiv geladenen Aminogruppen des Collagens bei
einem neutralen pH-Wert als bevorzugte Anlagerungsorte fir negativ geladene Silica-
Spezies dienen, wobei durch die elektrostatische Anziehung eine verkieselte Collagen-
Matrix entsteht."?*?%334 Dyrch die Zugabe von TEOS zu einer gepufferten Salzlsung, die
Collagen-Fasern enthdlt, konnte die Bildung von Silica-Fasern beobachtet werden, wobei
eine raue Struktur mit einer Periodizitdt von 60-80 nm entstanden ist, die auch in den
Collagen-Fasern zu finden ist."* AuRerdem konnten bei dieser Variante Kompositstrukturen
im Mikroskop beobachtet werden, die den Glasfasern von einigen Meeresschwammen
ahneln."™® Des Weiteren konnten die mechanischen Eigenschaften durch die Anderung des
Massenverhaltnisses variiert werden.*?!

Durch verschiedene Methoden konnten bereits viele unterschiedliche Collagen-Silica-Hybrid-
Materialien hergestellt werden.?® Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese
Materialien sehr gut biokompatibel sind und die mechanischen Eigenschaften der Collagen-

Matrix verbessern,*¢-126:1%
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3. Analytische Methoden

3.1 Rontgen-Pulverdiffraktometrie

Bei der RoOntgen-Pulverdiffraktometrie handelt es sich um ein Analyseverfahren zur
Aufklarung von Strukturen kristalliner Festkorper. Dabei werden Beugungsphanomene von
Rontgenstrahlen gemessen, die als eine Reflexion der Netzebenenscharen verstanden
werden kénnen. Besitzen die Netzebenenscharen die richtige Ausrichtung, so dass die
BrAGG'sche Gleichung (1) erfullt wird, kann von konstruktiver Interferenz gesprochen
werden. Die interatomaren Abstdnde der Atome kdnnen aus den Millerschen Indizes (hkl)

der Reflexe ermittelt werden.

n-A
2-dpki

1)

Siﬂ@hkl =

0: Beugungswinkel n: Ordnung der Reflexe A: Wellenléange dna: Netzebenenabstand

Die in dieser Arbeit synthetisierten Proben wurden in 6-26-Transmissionsgeometrie an
einem StadiP Diffraktometer der Firma STOE vermessen, wobei ein CuKa,-Strahl verwendet
wurde, der an einem Germanium(111)-Einkristall monochromatisiert wurde. Als Detektor
diente ein PSD (positional sensitive detector). Die Proben wurden fur die Messungen fein
gemorsert und zwischen zwei réntgenamorphen Folien in einen Trager eingespannt. Fur die

Auswertung der Daten wurde die Software WinXPow 1.08 der Firma SToOE verwendet.

3.2 Infrarot-Spektroskopie

Bei der Infrarot-Spektroskopie (IR-Spektroskopie) handelt es sich um ein quantitatives
Analyseverfahren, das zur Aufklarung von Strukturen genutzt werden kann. Dabei werden
Atome in Molekilen oder Festkérpern zu Schwingungen angeregt, indem sie mit infrarotem
Licht bestrahlt werden, wobei die absorbierte Frequenz charakteristisch fir die jeweilige
Schwingung ist, die dann im Spektrum als Absorptionsbande dargestellt wird und einer
funktionellen Gruppe zugeordnet werden kann. Eine Verbindung ist dann IR-aktiv, wenn sie
ein veranderbares, permanentes oder induziertes Dipolmoment wahrend der Schwingung
aufweist. Daraus folgt, dass alle asymmetrischen Schwingungen IR-aktiv und die
symmetrischen Schwingungen IR-verboten sind. Da IR- und Raman-Spektroskopie
erganzend sind, sind Molekiile, die IR-inaktiv sind, Raman-aktiv.

Die IR-Spektroskopie wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, um die
Oberflachenfunktionalisierung nach den einzelnen Reaktionsschritten zu untersuchen. Fir
die Untersuchung der Silica-Nanopartikel wurden diese mit trockenem Kaliumbromid (KBr)
vermengt, gut durchmischt und mit einer hydraulischen Presse zu einer KBr-Tablette
gepresst, die in den Probenhalter eingespannt wurde. Die Messungen erfolgten in
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Transmission, wobei vor den Messungen ein Hintergrundspektrum mit einem reinen KBr-
Pressling aufgenommen wurde. Die Collagen-Materialien wurden mit Hilfe der ATR-Einheit
(attenuated total reflection) vermessen, indem die Proben mit einer speziellen Halterung auf
die Oberflaiche eines Lichtwellenleiters (Diamant) angepresst wurden. Die
Hintergrundmessung erfolgte hierbei ohne Probe vom sauberen Lichtwellenleiter. Alle
durchgefiuihrten Messungen wurden an einem FOURIER-Transformations-Spektrometer vom
Typ Tensor 27 der Firma BRUKER aufgenommen. Die Aufnahme und Auswertung der
Spektren erfolgte mittels der Software Opus 5.0 der Firma BRUKER. Dabei betrug die
Auflésung aller Messungen 4 cm™' und es wurden jeweils 100 Scans aufgenommen. Alle
Spektren wurden auf die signifikante Valenzschwingung des Silicagerists bei etwa
1090 cm™" normiert. Die typische Bande der asymmetrischen Valenzschwingung des

Kohlenstoffdioxid-Molekiils bei etwa 2300 cm™" wurde aus den Spektren entfernt.

3.3 Thermogravimetrie und Differentialthermoanalyse

Bei dem Analyseverfahren der Thermogravimetrie (TG) wird die Anderung der Masse einer
Substanz in Abhangigkeit von der Temperatur gemessen, wobei die Temperatur konstant
erhoht wird. Dabei kann es zu einer Massen&nderung kommen, die durch Verdampfung,
Sublimation oder Reaktion hervorgerufen wird. Uber den Verlauf der Massenanderung kann
auf die Zusammensetzung der Probe geschlossen werden.

Neben der Thermogravimetrie wurde noch eine Differentialthermoanalyse (DTA)
durchgefuhrt. Bei dem Verfahren wird die gemessene Temperatur der Probe mit der
Temperatur einer Referenzprobe verglichen, wobei bei der Referenzprobe keine
Phasenitibergdnge im zu untersuchenden Bereich vorliegen. Daher wird die
Temperaturdifferenz detektiert, die gemessen wird, wenn kein Phasenibergang in der
Probenkammer zu beobachten ist. Wird die Temperaturdifferenz in Abhangigkeit von der
Temperatur aufgetragen, kann ermittelt werden, ob ein endothermer oder exothermer
Prozess stattfindet.

Thermogravimetrische Daten der hergestellten Proben wurden in dieser Arbeit
aufgenommen, um Erkenntnis tiber mégliche qualitative und quantitative Anderungen in der
Zusammensetzung der Materialien zu erhalten. Die Messungen wurden von KATHARINA
NoLTE und CHRISTIAN SCHRODER an einem Simultaneous Thermal Analyzer 429 der Firma
NETzscH durchgefiihrt. Dabei wurde in einem Temperaturbereich von Raumtemperatur bis
1000 °C gemessen, wobei die Aufheizrate 5°C pro Minute betrug. Die Messdaten wurden mit

der Software Proteus Thermal Analysis 4.3.1 der Firma NETZSCH ausgewertet.
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3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) handelt es sich um ein Analyseverfahren, bei
dem Oberflachen von Substanzen vergrof3ert dargestellt werden kénnen. Bei dem Verfahren
wird die Oberflache der Substanz mit einem feinen Elektronenstrahl abgetastet. Aufgrund
der geringeren Wellenlange der Elektronen im Gegensatz zum Licht kénnen Abbildungen im
Nanometerbereich aufgenommen werden (de-BROGLIE). Durch eine
Wolframhaarnadelkathode werden die Elektronen im REM erzeugt und mittels einer
angelegten Spannung zur Anode hin beschleunigt. Durch Wechselwirkungen der
Primarelektronen mit der Oberflache der Probe, werden Sekundarelektronen erzeugt, die
eine geringere Energie aufweisen. Der EVERHART-THORNLEY-Teilchendetektor l&sst die
Sekundarelektronen auf einen Szintillator treffen, wobei Photonen erzeugt werden. Diese
werden dann mittels eines Photomultipliers vermehrt und in ein elektrisches Signal
umgewandelt, welches zur Bilderzeugung genutzt wird.

Die Rasterelektronenmikroskopie wurde in dieser Arbeit verwendet, um die GroRe und die
Morphologien der Proben darzustellen. Die Messungen wurden an zwei verschiedenen
Rasterelektronenmikroskopen durchgefiihrt. Die Aufnahmen aller Silica-Nanopartikel, einiger
Collagen-Silica-Komposit-Materialien sowie der Nervenschnitte wurden von IMKE BREMER
und GEsA WIBMANN an einem Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop der Marke JSM-
6700F der Firma JoeL durchgefiihrt, dass im folgenden als REM-PCI bezeichnet wird. Dazu
wurden die zu untersuchenden Silica-Nanopartikel in Ethanol dispergiert, im Ultraschallbad
behandelt und dann auf einen Graphitblock aufgetragen. Die Collagen-Silica-Komposit-
Materialien sowie die Nervenschnitte wurden auf einen Messingprobentrager mittels eines
Graphit-Klebepads aufgeklebt. Alle Proben wurden vor der Messung im Vakuum getrocknet.
Fur geringere VergroRerungen wurde ein LEI-Detektor (lower electron image) verwendet,
wobei der Arbeitsabstand 6 bis 15 mm betrug. Hohere Vergrof3erungen wurden mit einem
SEI-Detektor (secondary electron image) aufgenommen. Hier betrug der Arbeitsabstand
etwa 3 mm. Die Beschleunigungsspannung der Kathode betrug 1.2 bis 2 kV.

Des Weiteren wurden  Aufnahmen von  HENDRIK  FULLRIEDE an  einem
Rasterelektronenmikroskop vom Typ JSM-6610LV der Firma JOEL gemacht, im Folgenden
als REM-ACI bezeichnet. Mit diesem Gerat wurden zum einen einige Collagen-Silica-
Komposit-Materialien vermessen, die mit einem leitfahigen Kohlenstoff-Klebepad auf einen
Aluminiumprobentrager aufgeklebt und anschlieRend mit Gold fir 60 Sekunden bedampft
wurden. Es wurde ein SEI-Detektor verwendet und die Beschleunigungsspannung lag
zwischen 5 — 10 kV. Zum anderen wurden Nervenquerschnitte mit einem low-vacuum
Modus vermessen, wobei ein Vakuum zwischen 40 und 65 Pa eingestellt wurde. Dazu
wurden die Nervenschnitte auf einen Aluminiumprobentrager mittels des Einbettmediums
Tissue-Tek® (SAKURA) aufgetragen und bis zur Messung im Gefrierschrank aufbewahrt. Die
Messungen erfolgten mit einem BES-Detektor (backscattered electron detector) und einer

Beschleunigungsspannung von 10 — 20 kV.
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3.5 Dynamische Lichtstreuung

Bei der dynamischen Lichtstreuung (DLS) wird der hydrodynamische Radius einer
kolloidalen Probe ermittelt, indem der Tyndall-Effekt, der nicht bei echten Lésungen auftritt,
ausgenutzt wird. Dabei wird durch diesen Effekt das eingestrahlte Licht eines Lasers durch
die kolloidale Losung gestreut und in einem Winkel von 173° detektiert. Die zeitliche
Anderung der Intensitat der Streustrahlung &ndert sich dabei aufgrund der BRowNschen
Molekularbewegung, da deren Geschwindigkeit abhangig von der TeilchengréfRe ist. Mit
Hilfe der Stokesschen Gleichung (2) kann der Radius ermittelt werden, da der

Diffusionskoeffizient abhéngig von der Teilchengrél3e ist.

k-T
D= 2
6N T ( )
D: Diffusionskoeffizient k: BOLTZMANN-Konstante
T: Temperatur n: Viskositéat r: hydrodynamische Radius

Alle Messungen wurden an einem Zetasizer Nano ZS der Firma MALVERN Instruments
durchgefuhrt. Flur die Messungen wurden die Proben in Ethanol unter Verwendung von
Ultraschall dispergiert und anschlieBend vermessen. Die Messungen wurden dabei dreimal
wiederholt und erfolgten stets bei 25 °C.

3.6 Sorptionsmessung

Die Sorption ist ein Analyseverfahren, bei dem ein Adsorptiv wie zum Beispiel Stickstoff
genutzt wird, um die spezifische Oberflache, die Porenweitenverteilung und das
Porenvolumen von pordsen Materialien zu bestimmen. Die Porenweitenverteilung kann mit
der BJH-Methode (BARRET, JOYNER und HALENDA) aus der Desorptionskurve ermittelt
werden, wahrend die spezifische Oberflache mit Hilfe der BET-Isotherme (BRUNAUER, EMMET
und TELLER) bestimmt wird.***** Nach IUPAC werden die Adsorptionskurven in
verschiedene Klassen unterteilt, die anhand des Verlaufs zugewiesen werden. Durch den
Effekt der Kapillarkondensation werden bei mesoporésen Materialien Sorptionshysteresen
zwischen Adsorptions- und Desorptionskurve hervorgerufen.

Die Sorptionsmessungen wurden von NATALJA WENDT und SONGUL NOYUN an einem
Gassorptionssystem Autosorb-3 der Firma QUANTACHROME durchgefiihrt. Zur Auswertung
der Daten wurde die Software Autosorb-1 der Firma QUANTACHROME verwendet. Die
unfunktionalisierten Proben wurden bei 200 °C fir 24 h im Feinvakuum ausgeheizt, wahrend
funktionalisierte Proben bei 80 °C fur 48 h im Feinvakuum ausgeheizt wurden. Alle

Messungen wurden mit Stickstoff als Adsorptiv durchgefuhrt.
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3.7 Thiobarbitursaure-Test

Aufgrund seiner Empfindlich- und Genauigkeit wurde der Thiobarbitursdure-Test (TBA-Test)
nach WARREN durchgefiihrt, um die Menge an angebundener Polysialinsdure (PolySia) an
den Materialien zu ermitteln.*>**®) Um PolySia nachzuweisen, wird diese innerhalb dieses
Verfahrens zunachst durch saure Hydrolyse in die einzelnen Sialinsduremolekile gespalten,
deren freies reduzierendes Ende anschlieBend zur B-Formylpyruvinsdure oxidiert wird.
Dieses entstehende Chromogen kann dann mit Thiobarbitursaure einen rosafarbenen
Methinfarbstoff bilden, der bei 549 nm detektiert werden kann.

PAERELS et al. haben den Mechanismus des TBA-Tests erstmals beschrieben und fanden
heraus, dass die Sialinsduremolekile nach der sauren Hydrolyse nicht sofort zum
Chromogen der B-Formylpyruvinsaure oxidiert werden, sondern zundchst ein Pre-

Chromogen bilden.*®

o] NHAC OH OH e] NHAc
3 NalO,
HO - HOW
o] OH OH OH o] OH o]
Sialinsaure (Neu5Ac) Pre-Chromogen

Abb. 3-1: Bildung des Pre-Chromogens durch saure Oxidation der Sialinsaure mit Periodat.™

Unter sauren Bedingungen entsteht das Chromogen B-Formylpyruvinsaure durch eine

Aldolspaltung zwischen dem vierten und fiinften Kohlenstoffatom des Pre-Chromogens.**®!

(0] NHAc (0]

AcHN
+ o X
HO \o

(0] OH (0] (0] (0]

Pre-Chromogen Chromogen

Abb. 3-2: Entstehung des Chromogens B-Formylpyruvinsaure durch Aldolspaltung zwischen dem vierten und

finften Kohlenstoffatom des Pre-Chromogens unter sauren Bedingungen.[“e]

In einer anschlieBenden Reaktion des Chromogens mit zwei Molekilen der

Thiobarbitursaure wird der messbare Methinfarbstoff gebildet.!**®!
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Abb. 3-3: Reaktion des Chromogens B-Formylpyruvinséure mit zwei Molekiilen Thiobarbitursdure zum

Methinfarbstoff, der bei 549 nm detektiert werden kann.®!

Zur Bestimmung der angebundenen Menge an PolySia auf den Materialien wurden die
Proben in 400 uL Wasser und 40 pL Phosphorséaure (0.1 M) fur 18 Stunden bei 70 °C
hydrolysiert. Wenn Suspensionen vorlagen, wurden diese zunéchst zentrifugiert.
AnschlieBend wurden 250 pL der Probe enthommen und mit 100 pL Natronlauge (0.025 M)
neutralisiert. Dann wurden 100 pL einer Oxidationslosung, die aus 0.12 g Periodsaure,
2.47 mL Wasser und 133 pL Phosphorsaure (1 M) hergestellt wurde, zugegeben und die
Proben fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 500 uL einer
Reduktionslésung (0.65 g Natrium(meta)arsenit, 0.92 g Natriumsulfat, 12.74 mL Wasser und
260 pL konzentrierter Schwefelsdure) zu der Lésung gegeben. Nach Entstehung einer
gelblich-braunen Lésung wurden diese so lang geschiittelt, bis sich die Lésungen wieder
entfarbt hatten. Danach wurden 500 puL TBA-LO6sung, bestehend aus 0.39¢g
Thiobarbitursdure, 12.61 mL Wasser und 389 pL Natronlauge (10 M), zugegeben, die
Lésungen fur 13 Minuten bei 95 °C inkubiert und anschlief3end fur 5 Minuten im Wasser-Bad
gekuhlt. 400 pL der pinkfarbenen Lésung wurden mit 700 pL Cyclohexanon vermischt,
kraftig geschttelt und zur Phasentrennung zentrifugiert.****”! Die Messung der Absorption
der organischen Phase erfolgte bei 549 nm an einem Multiscan Spectrum der Firma THERMO
LABSYSTEM.

Zur Uberprifung, ob die Hydrolyse der mit PolySia funktionalisierten Materialien notwendig
ist, wurde der Test vergleichend auch ohne den Hydrolyseschritt durchgefuhrt. In dem Fall
wurden die Materialien in 250 uyL Wasser dispergiert und es wurde gleich die
Oxidationslosung zugegeben. Die nachfolgenden Schritte wurden identisch zum Test mit
Hydrolyse ausgefiihrt. Der Gehalt an Polysialinsaure der Proben, die zur Uberpriifung des
Einflusses der Hydrolyse verwendet wurden, wurde jeweils mit und ohne Hydrolyse

bestimmt und verglichen.

3.8  Purpald®Test

Der Purpald®-Test nach AviGAD ist ein alternatives Analyseverfahren, um die Menge an
PolySia zu bestimmen, indem Formaldehyd, dass bei der Oxidation von PolySia durch
Periodat entsteht, detektiert wird."*® Dabei reagiert das Formaldehyd mit dem Purpald®-
Reagenz zu einem lilafarbenen Farbstoff, der bei 550 nm detektiert werden kann.**® Dabei

ist das Reagenz spezifisch fur Aldehyde, denn unter den Reaktionsbedingungen wird kein
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lilafarbener Farbstoff mit Ketonen, Estern, Amiden, Hydrazinen, Hydroxylaminen, Chinonen,
Aminophenolen oder Ameisensaure gebildet.**

DickINSON et al. haben den Test sowie dessen Mechanismus flr die qualitative Bestimmung
von Aldehyden beschrieben.™® Dabei reagieren Aldehyde zunachst mit dem Purpald®-
Reagenz zu einem instabilen Intermediat, das zu dem lilafarbenen, konjugierten,

bizyklischen Ringsystem oxidiert wird.!****>

N——N o N——N N——N
N W N § N
HS " H _H H_ HS N N\H ____, Hs N N\
ILH2 HL\/NH N\/\N
Purpald Intermediat lilafarbener Farbstoff

Abb. 3-4: Reaktion des Purpald®-Reagenz mit Formaldehyd, wobei zun&chst ein instabiles Intermediat gebildet

wird, dass anschlieRend zu einem lilafarbenen Farbstoff oxidiert wird, der bei 550 nm detektiert werden kann.9%!

Werden Ketone unter den Reaktionsbedingungen eingesetzt, reagieren diese auch mit dem

Purpald®-Reagenz zu einem Intermediat, welches jedoch nicht weiter zu einem Farbstoff

oxidiert werden kann.**”
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Abb. 3-5: Reaktion des Purpald®-Reagenz mit einem Keton, wobei ein Intermediat gebildet wird, das unter den

Reaktionsbedingungen nicht zu einem Farbstoff weiter oxidiert werden kann.™*”

Wie bei dem Thiobarbiturséaure-Test wurden die Materialien in 400 pL Wasser und 40 pL
Phosphorsaure (0.1 M) fir 18 Stunden bei 70 °C hydrolysiert. Nach der Hydrolyse wurden
die Loésungen zentrifugiert, 250 uL Probe entnommen und anschlieBend mit 100 pL
Natronlauge (0.025 M) neutralisiert. Dann wurden 250 pL einer Periodat-Losung (5 mM)
zugegeben und fur 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 500 uL einer
1% (wiv) Purpald®-Losung (112 mg Purpald®, 5.6 mL Wasser und 5.6 mL Natronlauge
(1 N)) zur Lésung gegeben und diese fur 10 bis 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen
gelassen, wobei sich die Ldsung lila farbte. Die Messung der Absorption erfolgte bei 549 nm
an einem Multiscan Spectrum der Firma THERMO LABSYSTEM.

Auch bei diesem Test wurde der Einfluss der Hydrolyse auf die Ergebnisse untersucht,
indem der Hydrolyseschritt weggelassen wurde. In dem Fall wurden die Materialien direkt in
250 pL Wasser geldst und anschliel3end mit der Periodat-Losung versetzt. Vor der Messung
wurden diese Losungen zentrifugiert. Auch bei dem Purpald®Test wurden die Mengen an

Polysialinsdure der Proben sowohl mit Hydrolyse als auch ohne vergleichend bestimmt.
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3.9 Fluoreszenz-Spektroskopie

Bei der Fluoreszenz-Spektroskopie wird ausgenutzt, dass Proben, die mit Licht bestrahlt
werden, von einem elektronischen Grundzustand in einen angeregten Zustand tUbergehen,
wobei Energie absorbiert und ein angeregter Schwingungszustand erreicht wird.
Anschlieend wird zunachst der Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten
Zustands erreicht, wobei Energie abgegeben wird. Durch Emittierung von Strahlung wird der
elektronische Grundzustand erreicht. Die emittierte Strahlung hat dabei eine geringere
Frequenz als die absorbierte. Bei dieser spontanen Emission handelt es sich um die
Fluoreszenz.

Alle Proben wurden an einem Fluoreszenzspektrometer LSB-50 der Firma PERKIN ELMER bei
Raumtemperatur gemessen. Dazu wurden die Proben auf einen Quarzglastrager
aufgetragen und mit einem Stempel auf diesem befestigt. Die Messungen erfolgten bei einer
Anregungswellenlange von 480 nm und es wurde ein 515 nm-cut-off-Filter verwendet, um
unerwiinschte Streustrahlung zu vermeiden. Zur Vergleichbarkeit der Proben wurde eine
Schlitzbreite von 10 vor der Probe und 7 nach der Probe eingestellt, so dass die Intensitat
aller Proben im messbaren Bereich lag und vergleichbar war. Eine Xenonhochdrucklampe
erzeugte dabei die angeregte Strahlung, die durch eine Lichtbogenentladung auf die Probe
geworfen wurde. Die emittierte Strahlung wurde mit einem Photomultiplier detektiert und als
Funktion der Intensitat aufgetragen. Zur Aufnahme und Auswertung der Daten wurde die
Software FL Winlab 4.00.03 verwendet.

3.10 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Fluoreszenz-Mikroskopie ist eine Variante der Lichtmikroskopie, bei der eine Substanz
mit einer bestimmten Wellenldnge angeregt wird und Licht emittiert, das eine grof3ere
Wellenlange als das einstrahlende Licht aufweist. Bei den meisten Fluoreszenz-Mikroskopen
wird die Probe durch das Objektiv beleuchtet. Diese Mikroskope werden Auflichtmikroskope
genannt und kénnen mit Hilfe von Anregungsfiltern die benétigte Wellenlange einstellen,
wodurch die Substanz anfangt zu fluoreszieren. Die emittierte Strahlung wird dann durch das
Objektiv gesammelt, durch einen Farbteiler von dem anregenden Licht getrennt und auf
einen Photomultiplier geworfen. Um gute Abbildungen zu erhalten, ist die Trennung des
fluoreszierenden vom anregenden Licht notwendig.

Die Abbildungen wurden an der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) von JANETT
SCHAPER-RINKEL und Dr. KIRSTEN HAASTERT-TALINI aus der Arbeitsgruppe von PD Dr.
KIRSTEN HAASTERT-TALINI (Prof. Dr. C. GROTHE) an einem Olympus IX-70 der Firma
OLympus OpTICAL Co. GmbH aufgenommen. Fur die Messungen wurden séamtliche Proben
in fester Form auf einen Trager aufgetragen und unter das Mikroskop gelegt. Es wurde ein
Olympus Filter UMNB als optischer Filter verwendet. Dieser Filter besitzt ein
Anregungsspektrum zwischen 470 bis 490 nm und einen Sperrfilter von Uber 515 nm. Die

Abbildungen wurden mit der Software analySIS aufgenommen.
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3.11 Atomabsorptionsspektrometrie

Die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) ist ein Analyseverfahren, bei dem viele Elemente
qualitativ und quantitativ aus Lésungen und Feststoffen analysiert werden kénnen. Das
Verfahren basiert dabei auf einen Intensitétsverlust durch Absorption von Photonen (Al ~
Konzentration), wobei jedes Element ein charakteristisches Linienspektrum aufweist. Als
Strahlungsquelle dient eine Hohlkathodenlampe (HKL), die aus dem zu untersuchenden
Element besteht. Dabei werden Atome durch Fillgas-lonen aus der Kathode geschlagen
und zur Emission spezifischer Strahlung angeregt. Diese wird in eine
Atomisierungseinrichtung geleitet, in der die Bestandteile der zu untersuchenden Probe
atomisiert werden und die eintretende Strahlung abschwéchen. Die Atomisierung erfolgt
dabei entweder durch eine Gasflamme (Flammen-AAS) oder starkes Erhitzen in einem
Graphitrohr (Graphitrohrtechnik). Die Intensitat des abgeschwéachten Lichtstrahls wird nach
der Atomisierungskammer durch einen Monochromator geleitet und anschlieend detektiert.
Der Monochromator zerlegt dabei die Strahlung in Analysenlinien des jeweiligen Spektrums,
die auf einen Photomultiplier im Detektor zur Verstéarkung des Signals geworfen und
detektiert werden. Dabei wird detektiert wie viel des eingestrahlten Lichts von der Probe
absorbiert wurde.

Die Methode der AAS wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, um den Kupfergehalt der
Proben zu bestimmen, die mittels der ,Click“-Chemie hergestellt worden sind. Dazu wurden
die Silica-Nanopartikel zundchst mit einem Totalaufschluss fir Boden aufgeldst, indem
20 mg der Nanopartikel in 3 mL Salpetersédure (68 %), 2 mL Salzsaure (36 %) und 0.5 mL
Flusssaure (50 %) suspendiert wurden. Die Suspension wurde dann in einem
Mikrowellensystem des Typs MicroPREP 1500 (Terminal 640) der Firma MICROWAVE
LABORATORY SYSTEMS (MLS) GmbH fir sechs Minuten bei 1000 Watt auf 160 °C erhitzt.
Anschlieend wurde fir vier Minuten bei 1000 Watt auf 210 °C erhitzt. Danach wurde die
Suspension fur 20 Minuten bei 210 °C und 700 Watt behandelt und zum Schluss fir
25 Minuten bellftet. Die Steuerung der Mikrowelle erfolgte mit der Steuersoftware
easyControl (ATC-CE-400 Automatische Temperaturkontrolle). Die erhaltenden Lésungen
wurden auf 15 mL mit Wasser aufgefillt. Von diesen verdinnten Lésungen wurden 220 pL
entnommen und wiederum auf 30 mL mit Wasser aufgefillt und anschlieBend mit einem
Graphitrohr-AAS des Typs Solaar Mkll MQZ der Firma THERMO FISHER SCIENTIFIC von
STELLA KITTEL vermessen. Zur Auswertung wurde eine Kalibrationsreihe mit folgenden
Kupfer-Konzentrationen angesetzt und vermessen: 0.15ppm, 0.125ppm, 0.1 ppm,
0.075 ppm, 0.05 ppm und 0.025 ppm.

3.12 Zellkulturexperimente

Die Zellkulturexperimente dieser Arbeit wurden an der Universitét fir Bodenkultur in Wien
von ANNE NEUMANN und CHRISTINE STRAUR aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. KASPER

und am Institut fir Technische Chemie der Leibniz Universitat Hannover von STEFANIE BOHM
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aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. ScHePER durchgefiihrt. Dabei wurden an den
Nanopartikeln nur statische Kultivierungen vorgenommen, wéhrend die Silica-Collagen-
Komposit-Materialien sowohl statisch als auch dynamisch kultiviert wurden. Bei den
statischen Kultivierungen der Silica-Nanopartikel wurde die Toxizitdt der Materialien
gegentber HepG2-Zellen, PC-12-Zellen und immortalisierte Schwann-Zellen (ISC) getestet,
wahrend die Collagen-Materialien gegeniiber HepG2-Zellen, NIH 3T3-Zellen und adMSC-
Zellen getestet wurden. Dafiir wurde das experimentelle Zubehér zundchst entweder durch
autoklavieren oder durch Isopropanol (70 %) sterilisiert. Die Kultivierungsmedien wurden
ebenfalls autoklaviert oder steril gefiltert. Von den Silica-Nanopartikeln wurden zunachst
Stocklésungen hergestellt, die fir zwei Stunden im Ultraschallbad behandelt worden sind.
Die Lésungen wurden 15 Minuten stehen gelassen, um aggregierte Nanopartikel absetzen
zu lassen. Vom Uberstand wurde 1 mL entnommen und fiir die Zellkultur als Stocklésung
verwendet. Die Konzentration der Nanopartikel variierte bei den Stocklésungen zwischen
81 mg und 163 mg pro 1.5 mL Wasser fur die Nanopartikel vom Typ MCM-41 und zwischen
47 mg und 99 mg in 1 mL PBS fir die CMS-Nanopartikel. Eine genaue Konzentration der
jeweiligen Nanopartikelsuspensionen kann dem Anhang enthommen werden. Die
Stocklésungen wurden fir eine Stunde unter UV-Licht sterilisiert und fur die Kultivierung auf
1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 100 ppm und 10 ppm verdinnt. Die Silica-Collagen-
Komposit-Materialien wurden ebenfalls fir eine Stunde unter UV-Licht sterilisiert und fir die
Kultivierung in eine 96-Well-Platte mit 10 mm Durchmesser gestanzt. Die verschiedenen
Zellen (HepG2, PC-12, ISC, NIH 3T3, adMSC) wurden in a-MEM (Modified Eagle’s Medium)
mit 10 % FBS (foetal bovine serum) und 1% Penicillin/Streptomycin angereichert.
AnschlieBend wurden die HepG2 sowie PC-12-Zellen in 96-Well-Platten fur die
Kultivierungen mit den Silica-Nanopartikeln mit einer Zelldichte von 10000 Zellen in 200 pL
Medium pro Well und fir die ISC mit einer Zelldichte von 3000 Zellen in 50 uL Medium pro
Well ausplattiert und flr drei Tage kultiviert. Bei den Collagen-Materialien wurden fir die
statischen Kultivierungen die HepG2-Zellen mit einer Zelldichte von 5:10° Zellen pro mL und
die NIH 3T3 sowie adMSC-Zellen mit einer Zelldichte von 3-10° Zellen pro mL ausplattiert
und fur drei Tage Kkultiviert. Danach wurde das Medium entfernt und die
Mediumpartikelsuspensionen der oben aufgeflihrten Konzentrationen bzw. die Collagen-
Materialien zugegeben. Dabei wurden fur jede Kultivierung sechs parallele Experimente
durchgefihrt. Als Referenz wurden Zellen in Kulturmedium ohne Zusatz von Materialien
getestet.

Fur die dynamischen Zellkulturexperimente der Collagen-Materialien wurden diese ebenfalls
unter UV-Licht fur eine Stunde sterilisiert und mit einem Durchmesser von 10 mm
ausgestanzt. Die verschiedenen Zellen wurden wie bereits beschrieben behandelt und in
den gleichen Zelldichten wie bei den statischen Experimenten ausplattiert und fir drei Tage
kultiviert. Nach dieser Kultivierung wurden die Zellen in eine Durchflusskammer tberfihrt.
Des Weiteren wurden 5mL des Mediums in den Kanal gegeben sowie 35 mL ins
Mediumreservoir. Die Proben wurden in 10 mL der Zelllésungen bei 37 °C und 5 %

Kohlenstoffdioxid inkubiert. Nach einer Stunde wurde Zellkulturmedium hinzugefiigt und die
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Proben uber Nacht unter statischen Bedingungen kultiviert, um eine Zellanlagerung zu
erreichen. AnschlieRend wurde die dynamische Kultivierung Uber zwei Tage in einem

Durchflussbioreaktor mit 40 mL Medium fir vier Proben durchgefihrt.

3.12.1 Zellviabilitat (MTT-Test)

Der MTT-Test, mit dem die Aktivitdét und somit die Viabilitdt von Zellen bestimmt werden
kann, wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, um die Materialien auf eine mdégliche Toxizitat
gegentber verschiedenen Zellen zu testen. Der Test basiert dabei auf der Reduktion des
wasserloslichen,  gelben  Tetrazoliumsalzes MTT  (3-(4,5-Dimethyldiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) durch Mitochondrien lebender Eukaryotenzellen in einen
wasserunloslichen, blauen Formazankomplex.™***? Dieser Prozess findet nur durch aktive
und somit lebende Zellen statt, also nicht durch abgestorbene. Dabei héngt das erhaltende
Signal von der Aktivitat der Zellen ab und gibt daher Auskunft tber die Viabilitéat der Zellen
und somit der Zellvertraglichkeit gegentiber den getesteten Materialien.**” Das MTT dringt
dabei in die Zellen ein, wo der Tetrazoliumring aufgebrochen und in das Formazan

umgewandelt wird (s. Abb. 3-6).1°1*%%

/N\N N——NH

Br - NADH /

N N NAD* —
/
Y _
S
S

MTT Formazan

Abb. 3-6: Reduktion des gelblichen MTT durch mitochondriale Dehydrogenase aktiver Zellen in das Wasser

unlésliche blaue Formazan, das bei 570 nm detektiert werden kann.***%3

Aufgrund der Wasserunldslichkeit des Formazans, bilden sich Formazan-Kristalle in den
Zellen, die durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) in Losung gehen. Die
Konzentration des blauen Formazans kann photometrisch bei einer Wellenldnge von 570 nm
detektiert werden.**>*%%

Die Viabilitat der HepG2 sowie der PC-12-Zellen bei der Kultivierung der Silica-Nanopartikel
wurde 5 Tage nach Zugabe der Materialien getestet. Bei den ISC-Zellen erfolgten die
Kultivierungen bis zu zwei Wochen, wobei an verschiedenen Tagen die Viabilitat der Zellen
bestimmt wurde. Bei den dynamischen Zellkulturexperimenten mit den Collagen-Materialien
wurde die Viabilitat der Zellen nach zwei Tagen Kultivierung bestimmt. Zur Bestimmung der
Viabilitdt wurde nach der Inkubation das Medium entfernt, anschlieend 110 pL einer MTT-

Losung (50 mg/mL in H,O) zugegeben und fur vier Stunden bei 37 °C und 5%
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Kohlenstoffdioxid inkubiert. Dann wurden 90 pL einer SDS (sodium dodecyl sulphate)
Losung (5 % (w/v) in 0.01 M Salzséure) zugegeben und fir weitere 14 Stunden bei 37 °C
und 5 % Kohlenstoffdioxid inkubiert. Die Absorption des Formazans wurde mit einem Micro-
plate-reader der Firma BIORAD LABORATORIES GmbH bei einer Wellenldnge von 570 nm

ausgelesen.

3.12.2 Zelladhasion (DAPI Farbung)

Die Zelladhasion ist eine Methode, um Zellkerne durch fluoreszierende Farbstoffe sichtbar
zu machen, wobei es zu einer Anreicherung des Fluoreszenzfarbstoffes im Zellkern kommt.
In dieser Arbeit wurde die DAPI-Farbung verwendet. Bei DAPI (4‘,6-Diamino-2-phenylindol)
handelt es sich um ein Fluoreszenzmolekiil, dass an DNA von Zellen bindet und als DNA-
DAPI-Komplex blaues Licht emittiert, wenn es mit ultraviolettem Licht bestrahlt wird.*>**>

Dadurch kann der Zellkern sichtbar gemacht werden.
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Abb. 3-7: Molekiilstruktur von DAPI.

Um die fixierten Zellen mit DAPI anzufarben, wurden diese zun&chst mit 1 mL PBS
gewaschen. AnschlieRend wurde fur 15 Minuten bei 37 °C unter Lichtausschluss mit einer
DAPI-Farbelosung (2 uL Stammldésung pro 1 mL Farbepuffer) inkubiert und die Zellen
zweimal mit 2 mL PBS gewaschen, damit der Hintergrund entfarbt wird. Die Auswertung der

Zellen erfolgte unter einem Mikroskop bei einer Wellenlédnge von 460 nm.

3.13 Farbung mit Endosialidase-Allophycocyanin (Endo-APC)

Zur weiteren Uberpriifung, ob Polysialinsaure an die Oberflache von Silica-Nanopartikel
angebunden wurde, wurden mit PolySia-funktionalisierte Nanopartikel mit dem inaktiven
Endo-Allophycocyanin (Endo-APC) am Institut fur Zellulare Chemie von Dr. FRIEDRICH
FREIBERGER aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. GERARDY-SCHAHN umgesetzt. Die Endo-
APC bindet spezifisch an PolySia, wobei diese nicht zerstért wird. Die Nanopartikel kénnen
bei erfolgreicher Anbindung von PolySia unter dem Mikroskop betrachtet werden.

Zur Testung wurden mit PolySia beschichtete Silica-Nanopartikel vom Typ MCM-41
(extrahiert und calciniert) verwendet. Als Negativkontrolle wurden unfunktionalisierte MCM-
41-Nanopartikel getestet. Dazu wurden 10 mg der Nanopartikel in 100 uL PBS suspendiert,

gevortext und fur 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurde die
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Suspension fur 15 Minuten stehen gelassen, so dass aggregierte Partikel absinken konnten.
Danach wurden 50 pL vom trilben Uberstand abgenommen und mit 830 uL PBS verdinnt.
Zu dieser Suspension wurden 15 pL bovines Serumalbumin (2 mg-mL‘1) und 5 uL Endo-
APC (5 mg-mL_1) gegeben. AnschlieBend wurde im Dunkeln fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden 10 pL der Probe entnommen, der
Rest fir eine Minute zentrifugiert und von dem Uberstand ebenfalls 10 yL Probe
entnommen. Die abzentrifugierten Nanopartikel wurden wieder in 1 mL PBS resuspendiert
und davon wurden ebenfalls 10 L entnommen. Die Proben wurden anschliel3end mit einem
Axiovert 200M Mikroskop der Firma Zeiss untersucht. Dazu wurde ein Cy5 Filter verwendet.

Die Extinktion lag bei 640 nm und die Emission bei 690 nm.

3.14 In vitro-Implantation von funktionalisierten Silica-Nanopartikeln

Die in vitro-Experimente wurden von JENNIFER METZEN aus der Arbeitsgruppe von PD Dr.
KIRSTEN HAASTERT-TALINI am Institut fir Neuroanatomie der Medizinischen Hochschule
Hannover (Prof. Dr. C. GROTHE) durchgefiihrt. Es wurden kolloidale mesopordse Silica-
Nanopartikel (CMS), die zum einen nur mit Polysialinsaure unter Standardbedingungen und
zum anderen mit Polysialinsaure und dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488-
Hydroxylamin (angebunden Uber das Linker-System unter Standardbedingungen)
funktionalisiert sind, getestet. Daflir wurden die Nanopartikel in physiologischer
Kochsalzlésung dispergiert (mit einer Konzentration von 10.000 ppm) und fir 30 Minuten
unter UV-Licht sterilisiert. Diese Suspensionen wurden in den N. ischiadicus Nerven (rechts
und links) zweier adulter Ratten injiziert, an denen zuvor im proximalen sowie distalen
Abschnitt ein sogenannter ,,Crush” durchgefuhrt wurde, wobei der Nerv mit einer Pinzette fir
ein paar Sekunden gequetscht wird. An der Stelle des gequetschten Nerven wurde die
aulRere Hulle, das Epineurium, mit einer Mikroschere gefenstert. Die Suspensionen wurden
anschlieBend mit einer HAMILTON-Spritze in den Nerven injiziert (siehe Abb. 3-8), das
entstehende Loch im Epineurium mit einem nicht resorbierbaren Polyamid-Faden (Starke 9-
0) genaht und jeder Nerv in zwei Stiicke geschnitten (distal und proximal). Zur Kultivierung
wurden die Nerven in ein mit Pradegenerationsmedium gefillites Well gegeben und fir
sieben Tage bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid kultiviert.

Goximal distal

Nervenverletzung Injektion von Nervenverletzung (“crush®) nach
(,crush®) 10000 ppm Suspension Injektion der Suspension
funktionalisierter
Silica-Nanopartikel

Abb. 3-8: Schematische Darstellung der in vitro-Nervenimplantation von funktionalisierten Silica-Nanopartikeln in

einem Nerven, bei dem zuvor ein ,Crush® durchgefihrt wurde 2" *%¢1
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Zur Vorbereitung der Nerven fir den Cryostat-Schnitt wurden diese nach dem Entnehmen
aus dem Kultivierungsmedium in ein autoklaviertes Gefald ohne Medium uberflihrt und nativ
in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Zum Einbetten wurde das Einbettmedium Tissue-Tek®
(SAKURA) in ein Aluminiumférmchen gegeben und mit flissigem Stickstoff auf einen
Bleiblock angefroren. Dann wurde das Nervenstiick darauf gegeben, mit Tissue-Tek®
bedeckt und durchgefroren. Anschlie3end wurden die eingebetteten Nerven fir mindestens
eine Nacht bei —80 °C gelagert.

Vor dem Schneiden der Nerven werden diese zunéchst fur zwei bis drei Stunden in einem
Gefrierfach bei —20 °C gelagert, da sonst das Einbettmedium zu spréde ist. Anschlielend
wurden mit einem Cryostaten Leica CM 3050 S jeweils Quer- und Langsschnitte in einer
Dicke von 12 Mikrometern angefertigt.

Von der Probe, in der die multifunktionalen Nanopartikel injiziert wurden, wurden
Fluoreszenz-Aufnahmen unter einem Fluoreszenzmikroskop Olympus BX60 der Firma
OLympPus OPTICAL Co. GmbH mit der Kamera ColorView aufgenommen. Dazu wurden die
Nervenschnitte zum einen mit EndosialidaseN-APC (EndoN-APC) und zum anderen mit
PolySia-Antikérpern angefarbt. Als Filter wurden ein Cy5 (grine Fluoreszenz) fur die
Eigenfluoreszenz der Endo-APC und ein Cy2 (rote Fluoreszenz) fir die Fluoreszenz des
Alexa 555, das als Sekundar-Antikbrper bei der PolySia-Antikdrper-Farbung verwendet
wurde, eingesetzt. Des Weiteren wurden Uberlagerungen der beiden Fluoreszenzen

aufgenommen.
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4.  Experimenteller Teil

Im folgenden Teil dieser Arbeit werden zunachst die Synthesen verschiedener nanopordser
Silica-Nanopartikel (NPSNPs) vorgestellt. AnschlieBend wird auf die Anbindung von
Polysialinsdure (PolySia) sowie von Fluoreszenzfarbstoffen mittels eines Linker-Systems
bestehend aus 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) und Bernsteinsaureanhydrid (BSA)
eingegangen. In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die von ISMET BICE (aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. SCHEPER), vom Institut flir Technische Chemie der Leibniz
Universitat Hannover, hergestelite  PolySia  verwendet.**”  Auch wird die
Oberflachenfunktionalisierung mit einer Azid- bzw. Alkingruppe beschrieben, um die
Nanopartikel ,click“-fahig zu machen. Des Weiteren wird die Anbindung von ,click“-fahiger
PolySia sowie ,click“-fahigen Fluoreszenzfarbstoffen mittels der ,Click“-Reaktion nach
HUISGEN beschrieben. Die dazu notwendige ,click“-fahige PolySia wurde von YI Su im
Rahmen der Forschergruppe PolySia am Institut fir Organische Chemie der Leibniz
Universitat Hannover (aus der Arbeitsgruppe von Dr. G. DRAGER bei Prof. Dr. A. KIRSCHNING)
synthetisiert.®” AuRBerdem werden verschiedene Wege zur Multifunktionalisierung der
Nanopartikel mit Polysialinsaure und Fluoreszenzfarbstoffen aufgezeigt. Im letzten Teil wird
die Synthese von Collagen-Silica-Komposit-Materialien beschrieben sowie deren
Ausstattung mit PolySia. Eine Ubersicht der verwendeten Chemikalien ist dem Anhang zu

entnehmen.

4.1 Synthese von nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Im folgenden Abschnitt werden die Synthesen verschiedener nanopordser Silica-
Nanopartikel (NPSNPs) beschrieben, die im Verlauf dieser Arbeit synthetisiert und fir

weitere Umsetzungen verwendet wurden.

4.1.1  Synthese von nanoskaligen MCM-41-Nanopartikeln

In dieser Arbeit wurden nanoskalige Silica-Nanopartikel vom Typ MCM-41 nach einer
Synthesevorschrift von Cal et al. synthetisiert.!®”

Dazu werden 800 mg Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) in 384 mL Wasser und 2.8 mL
Natronlauge (2 M) geldst. Anschliel3end werden 4 mL Tetraethoxysilan (TEOS) zur Lésung
zugetropft und diese in einem geschlossenen Gefal3 fir zwei Stunden auf 80 °C erhitzt.
Nach Abkuhlen der Losung wird der entstandene, weil3e Feststoff durch Filtration
abgetrennt, mit Wasser neutral gewaschen und bei 60 °C getrocknet.

Zum Entfernen des struktur-dirigierenden Agens (SDA) werden zwei verschiedene
Methoden angewendet. Zum einen wird das SDA durch Calcination bei 550 °C Uber vier
Stunden entfernt. Dabei wird eine Aufheizrate von 1 °C pro Minute eingestellt. Die zweite
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Variante ist die Entfernung des SDA durch Extraktion. Dafir werden 500 mg der
hergestellten Nanopartikel in einer Lésung aus 22.5 mL Ethanol und 2.5 mL konzentrierter
Salzséure fir zwei Stunden unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend wird zentrifugiert, dreimal
mit Ethanol gewaschen und bei 60 °C getrocknet.

Einige der extrahierten Nanopartikel werden zusatzlich mit N,N-Dimethylformamid (DMF)
gewaschen. Dazu werden 300 mg der Nanopartikel in 20 mL DMF dispergiert. Die
Dispersion wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wird zentrifugiert, die
Nanopartikel dreimal mit Ethanol gewaschen und bei 60 °C getrocknet.

4.1.2  Synthese von kolloidalen mesoporésen Silica-Nanopartikeln

Die Synthese von kolloidalen mesoporésen Silica-Nanopartikeln (CMS) wurde nach einer
Vorschrift von Qiao et al. durchgefiihrt.’*”

Dazu werden zunachst 1.35g CTAB in 32mL Wasser, 5.7mL Ethanol und 0.1g
Diethylamin (DEA) (oder 2.3 g Triethylamin (TEA)) geldst. Die Losung wird fir 30 Minuten
auf 60 °C oder 40 °C erhitzt. AnschlieBend werden 3.65mL TEOS innerhalb von zwei
Minuten zur L6sung zugetropft und diese flr weitere zwei Stunden bei der entsprechenden
Temperatur (60° oder 40 °C) geriihrt. Nach Abkulhlen der Lésung auf Raumtemperatur wird
zentrifugiert, die Nanopartikel mit Wasser und Ethanol gewaschen und bei 60 °C getrocknet.
Die Entfernung des SDA erfolgt analog zu den beiden Verfahren, die beim MCM-41

verwendet wurden.

4.2 Anbindung Uber ein Linker-System aus APTES und
Bernsteinsaureanhydrid

Zur Anbindung von Polysialinsdure (PolySia) und Fluoreszenzfarbstoffen an die Oberflache
von nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNPs) wurde ein Linker-System aus 3-
Aminopropyltriethoxysilan (APTES) und Bernsteinsdureanhydrid (BSA) verwendet. Die so
funktionalisierten Nanopartikel wurden fur weiterfihrende Untersuchungen im Hinblick auf
biomedizinische Applikationen im Bereich der Nervenregeneration untersucht. Auch wurde,
durch Waschen der mit PolySia versehenen NPSNPs mit Wasser tber definierte Zeitrdume,
die Stabilitst der Anbindung der PolySia getestet. Um die PolySia Uber diese
Anbindungsvariante an die Nanopartikel binden zu kénnen, wurde zunéchst eine reaktive
Gruppe, wie zum Beispiel eine Aminfunktion, bendtigt, die durch eine Deacetylierung
eingeflihrt wurde. Des Weiteren wurde nach der Deacetylierung das Natriumsalz der PolySia
gegen das Tetrabutylammonium-lon (TBA-lon) ausgetauscht, um die Ldslichkeit der PolySia
in organischen Ldsemitteln wie Dichlormethan (DCM) zu erhéhen und somit die Anbindung

Uber das Linker-System zu optimieren.
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4.2.1  Deacetylierung der Polysialinsaure

Fur die Deacetylierung der von ISMET BICE hergestellten PolySia, werden 4.8 g
Natriumhydroxid in 7.8 mL Wasser geltst und 120 mL Ethanol zugegeben. AnschlieRend
werden 2 g PolySia zur Lésung gegeben und diese Uber Nacht auf 80 °C erhitzt. Nach
Abkuhlen der Losung auf Raumtemperatur wird tropfenweise konzentrierte Salzsaure
zugegeben bis ein pH-Wert zwischen 8 und 9 erreicht wird, bevor die Lésung am
Rotationsverdampfer stark eingeengt wird. Dann wird die Losung filtriert, fir einen Tag
gegen pH 9 dialysiert und am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt.””**® Bis zur
weiteren Verwendung wird die deacetylierte PolySia im Gefrierfach aufbewahrt. Der
Syntheseweg ist in Abb. 4-1 dargestellt.

- NaOH
—_—

EtOH
H,O

Polysialinséaure deacetylierte Polysialinsaure

Abb. 4-1: Deacetylierung der von ISMET BICE hergestellten PonSia.[w'lss]

4.2.2  Tetrabutylammonium-Austausch

Um das Natriumsalz der PolySia gegen das Tetrabutylammonium-lon auszutauschen, wurde
die deacetylierte PolySia mit Tetrabutylammoniumbromid umgesetzt.”*”

Dazu wird 1g der deacetylierten Polysialinsdure in 100 mL einer 0.25 molaren
Tetrabutylammoniumbromid-Lésung (TBABr) geldst und fur 24 Stunden gegen eine TBABTr-
Lésung (0.25 M) dialysiert. AnschlieBend wird fir weitere 48 Stunden gegen Wasser
dialysiert, das mittels Tetrabutylammoniumhydroxid auf einen pH-Wert zwischen 9 und 10
eingestellt wird. Die Lésung wird dann am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt

und bis zur weiteren Verwendung im Gefrierfach gelagert.

4.2.3  Anbindung von Polysialinséure Uber das Linker-System

Die Anbindung der PolySia Uber ein Linker-System bestehend aus 3-
Aminopropyltriethoxysilan (APTES) und Bernsteinsdureanhydrid (BSA) erfolgt tber drei
Reaktionsschritte.

Fir die Anbindung von APTES im ersten Schritt werden 500 mg der entsprechenden
Nanopartikel in 20 mL Toluol dispergiert. Zu dieser Dispersion werden 125 puL APTES
(0.54 mmol) und 75 pL 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) zugegeben und fir zwei
Stunden auf 80 °C erhitzt. Nach Abkuhlen der Dispersion wird zentrifugiert, die Nanopartikel
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dreimal mit Ethanol gewaschen und bei 60 °C getrocknet.[1591 Der Syntheseweg ist in Abb.

4-2 dargestellt.

OH Q\‘\:j
EtO0 AN N ° NN
@ on + g NH, __DBU _ @ g NH,
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EtO OEt °  omt

APTES 1

Abb. 4-2: Reaktion von APTES mit den Silanolgruppen an der Oberflache von Silica-Nanopartikeln.

Im nachfolgenden Schritt wird Bernsteinsaureanhydrid (BSA) Uber die immobilisierte
Aminofunktion des APTES an die Nanopartikel angebunden. Daflir werden 400 mg der mit
APTES-funktionalisierten Nanopartikel in 20 mL DMF dispergiert und 2 g BSA zugegeben.
Die Dispersion wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend wird
zentrifugiert, dreimal mit Ethanol gewaschen und bei 60 °C getrocknet.® Der Syntheseweg

istin Abb. 4-3 aufgezeigt.

OxygOnz0
o 7 0 on
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Si NH, _ BSA @ Si N
N\ N\ "
O omt

Abb. 4-3: Anbindung von Bernsteinsaureanhydrid tiber die Aminofunktion der mit APTES funktionalisierten Silica-

Nanopartikel.

Im letzten Schritt der Reaktionssequenz wird das Tetrabutylammonium-Salz (TBA) der
deacetylierten Polysialinsaure tber die freien Carboxylgruppen des gebundenen BSA unter
Bildung einer Amidbindung an die Silica-Nanopartikel gebunden. Daflr werden 250 mg der
mit APTES und BSA-funktionalisierten Nanopartikel in 20 mL Dichlormethan (DCM)
dispergiert. Dann werden 0.25g N,N*-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zur Dispersion
gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend werden 182 mg
TBA-PolySia zur Dispersion gegeben und fur weitere 48 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt (Abb. 4-4). Die Nanopartikel werden zentrifugiert, mit Ethanol sowie Wasser

gewaschen und im Vakuum getrocknet.

HO.
COOH

OH
“to HoN Q ) o)

HO
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Abb. 4-4: Anbindung von TBA-PolySia tber ein Linker-System aus APTES und BSA durch Bildung einer
Amidbindung.
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Fur die Untersuchung des Einflusses der Hydrolyse auf die Ergebnisse des TBA- bzw.
Purpald®-Tests wurden die eingesetzten Mengen an APTES im ersten Reaktionsschritt
variiert, um unterschiedliche Mengen von PolySia an die Oberflache zu binden und deren
Auswirkung auf das Test-Ergebnis zu erhalten.™*”) Dazu wurden APTES-Mengen von
0 mmol (0 pL), 0.43 mmol (100 pL) und 0.54 mmol (125 pL) verwendet.

Des Weiteren wurden Nanopartikel, die mit Polysialinsaure funktionalisiert worden sind, auf
ihre Stabilitdt gegenlber wassrigen Losungen getestet. Dazu werden etwa 120 mg der mit
PolySia beschichteten Nanopartikel in Losungen aus entweder 2 mL Wasser, gesattigter
Natriumchlorid-Losung oder PBS dispergiert und fur bestimmte Zeiten (1, 2, 3 und 5 h sowie
1, 2, 3, 4,5 7 und 14 d) geschuittelt. Nach Ablauf der Zeiten werden die Nanopartikel
zentrifugiert, im Vakuum getrocknet und mittels des TBA-Tests auf die immobilisierten

Mengen an PolySia untersucht.

4.2.4  Reacetylierung der angebundenen Polysialinsaure

Nach der Anbindung der PolySia an die Silica-Nanopartikel, sollen die Aminogruppen, die
nicht mit den freien Carboxylgruppen des Linker-Systems an der Oberflache der
Nanopartikel reagiert haben, mit Essigsdureanhydrid reacetyliert werden. Da in dieser
Reaktion auch die Alkoholgruppen der PolySia angegriffen werden, mussen diese
anschlie3end in einer weiteren Reaktion wieder hergestellt werden.

Fur die Reacetylierung werden 300 mg der mit PolySia-funktionalisierten Nanopartikel in
20 mL DCM dispergiert. Zu dieser Dispersion werden 500 pL Essigsdureanhydrid (Et,O)
gegeben und tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.®” AnschlieBend wird zentrifugiert,
dreimal mit Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Eine schematische Darstellung

der Reacetylierung ist in Abb. 4-5 aufgezeigt.

deacetylierte Polysialinsaure reacetylierte Polysialinsaure

Abb. 4-5: Reacetylierung der restlichen Aminogruppen der PolySia, die nicht mit den freien Carboxylgruppen des

Linker-Systems reagiert haben, mit Essigsaureanhydrid.

Im zweiten Schritt werden 100 mg der reacetylierten Nanopartikel in 10 mL Wasser
dispergiert und 200 pL Natronlauge (1 M) hinzugegeben (Abb. 4-6). Die Dispersion wird tUber
Nacht bei Raumtemperatur gerihrt, die Nanopartikel abzentrifugiert, mit Ethanol sowie

Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.”®”
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NaOH (IM)  «

—

~

reacetylierte Polysialinséure Polysialinsaure

Abb. 4-6: Entfernung der Esterbindungen, zur Wiederherstellung der Polysialinsaure.

4.2.5 Anbindung von Fluoreszenzfarbstoffen Uiber das Linker-System

Fir die Anbindung eines Fluoreszenzfarbstoffes Uber das Linker-System wurde das
kommerziell erhaltliche Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin (s. Abb. 4-7) verwendet, das Uber
eine Aminogruppe an die freien Carboxylgruppen des BSA gebunden werden kann.

Fur die Umsetzung werden 50 mg der mit APTES und BSA-funktionalisierten Nanopartikel in
10 mL DCM dispergiert. Zu dieser Dispersion werden 0.05 g DCC und 100 pL Alexa Fluor®
488-Hydroxylamin (mit einer Konzentration von 1.5 mg-L™") gegeben. Das Reaktionsgemisch
wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt, die Nanopartikel abzentrifugiert, dreimal mit
Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.

SO5 SO3

HoN

2 (CH3CHy)sNH*

Abb. 4-7: Molekiilstruktur des Fluoreszenzfarbstoffs Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin.

4.3 Alkin- bzw. Azidfunktionalisierung von Silica-Nanopartikeln

Um die Silica-Nanopartikel fur die kupferkatalysierte ,Click“-Reaktion nach HuisGen ,click“-
fahig zu machen, missen diese zunadchst entweder mit einer Alkin- oder einer Azidgruppe
funktionalisiert werden. Beide Funktionalisierungen erfolgen Uber zwei Reaktionsschritte,
wobei fur die Alkinfunktionalisierung die mit APTES-funktionalisierten Nanopartikel aus dem
Abschnitt 4.2.3 verwendet werden.

Fur die Alkinfunktionalisierung der Nanopartikel werden 250 mg der mit APTES-

funktionalisierten Nanopartikel in 12 mL DCM dispergiert. Zu dieser Dispersion werden
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0.55g DCC und 164 uL Propiolsdure gegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerUhrt.mO] Die gelblichen Nanopartikel werden zentrifugiert, dreimal mit Ethanol gewaschen
und bei 60 °C getrocknet. Der Syntheseweg ist in Abb. 4-8 abgebildet.
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Abb. 4-8: Umsetzung der mit APTES-funktionalisierten Nanopartikel mit Propiolsaure, um die Oberflache mit einer

Alkinfunktion fiur die ,Click“-Reaktion auszustatten.

Fur die Azid-Immobilisierung wird im ersten Schritt 11-Bromoundecyltrimethoxysilan
(BUTMS) Uber die Silanolgruppen an die Oberflache gebunden. Hierfiir werden 500 mg der
entsprechenden Silica-Nanopartikel in 20 mL Toluol dispergiert. Zu der Dispersion werden
125 pL BUTMS und 75 pL DBU gegeben. Es wird fur zwei Stunden bei 80 °C gerihrt. Nach
Abkihlen auf Raumtemperatur wird zentrifugiert, die Nanopartikel dreimal mit Ethanol
gewaschen und bei 60 °C getrocknet.”? In Abb. 4-9 ist die Synthese veranschaulicht

dargestellt.
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Abb. 4-9: Anbindung von BUTMS uber die Silanolgruppen der Silica-Nanopartikel.

Im zweiten Schritt werden 250 mg der mit BUTMS-funktionalisierten Nanopartikel in 10 mL
einer mit Natriumazid geséttigten DMF-Losung dispergiert und flr 48 Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt. Die Nanopartikel werden mittels Zentrifugation abgetrennt, dreimal

mit Wasser gewaschen und bei 60 °C getrocknet.?
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Abb. 4-10: Azidfunktionalisierung uber den BUTMS-Linker.

4.4 Kupferkatalysierte , Click"-Reaktionen nach HUISGEN

Als alternative Anbindungsvariante zum Linker-System, wurden die Polysialinsdure bzw. die
Fluoreszenzfarbstoffe in dieser Arbeit Uber die ,Click*-Reaktion nach HuISGEN an die
Oberflache der Nanopartikel angebunden, um weiterfihrende Untersuchungen im Hinblick

auf die Verwendung als Biomaterial durchzufiihren und Unterschiede in der Anbindungsart
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aufzuzeigen. Dazu wurde von Y1 Su aus dem Institut fir Organische Chemie der Leibniz
Universitat Hannover (aus der Arbeitsgruppe von Dr. G. DRAGER bei Prof. Dr. A. KIRSCHNING)
cclick“-fahige PolySia synthetisiert, die in dieser Arbeit zur Anbindung an die Oberflache
verwendet wurde.””’ Des Weiteren wurde versucht, auf den Einsatz von Kupfer als
Katalysator zu verzichten, indem an die PolySia eine funktionelle Gruppe von YI Su
eingeflihrt wurde, die in der Lage ist ohne Kupfer Uber eine Ringéffnungsreaktion an die
Azidgruppen zu binden.®” Eine Veranschaulichung der ,Click“-Reaktion ist in Abb. 4-11
dargestellt.

@ O\Si/\/\N)\ i @ N W
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Abb. 4-11: ,Click“-Reaktionen mit Alkin- bzw. Azidfunktionalisierten Nanopartikeln, die mit der entgegengesetzten
Gruppe unter Bildung eines 1,2,3-Triazols reagieren. Als Reste kénnen PolySia oder Fluoreszenzfarbstoffe

eingesetzt werden.

44.1 Anbindung von Polysialinséure tber die , Click"-Chemie

Fur die Anbindung der Polysialinsdure mittels ,Click*-Chemie wurde diese von Y1 Su am
Institut fir Organische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover (aus der Arbeitsgruppe von
Dr. G. DRAGER bei Prof. Dr. A. KIRSCHNING) ,click“-fahig gemacht. Das heif3t, dass die
PolySia mit einer Alkin- oder Azidgruppe versehen wurde.”” Die Molekiilstrukturen, der so
modifizierten PolySia, sind in Abb. 4-12 dargestellt.

/I

Alkin-modifizierte Polysialinsaure Azid-modifizierte Polysialinséure

Abb. 4-12: Molekilstrukturen der mit Alkin-modifizierten PolySia (links, DG: 80%) und der mit Azid-modifizierten
PolySia (rechts, DG: 80%), die in der ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden.

Fur die ,Click*-Reaktionen werden 300 mg der mit Alkin- bzw. Azid-funktionalisierten
Nanopartikel in 20 mL Ethanol dispergiert. Zu dieser Dispersion wird 30 mg der
entgegengesetzt modifizierten PolySia (Alkin: 0.086 mmol; Azid: 0.081 mmol) gegeben. Des

Weiteren werden 12 mg Kupfersulfat-Pentahydrat und 18 mg Natriumascorbat in je 2 mL
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Wasser geldst und zur Dispersion gegeben. Die Losung wird in einem dicht geschlossenen
Gefal fir 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die so erhaltenen blaulich, grinlich oder
gelblich gefarbten Nanopartikel werden mittels Zentrifugation von der Losung getrennt,

anschlieRend dreimal mit Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.™*"

442  Kupfer-freie Anbindung von Polysialinséure Uber die , Click“-Chemie

Bei der Kupfer-freien ,Click“-Reaktion wurde ein alkynyl-analoges Derivat der PolySia
verwendet, dass von YiI Su am Institut fir Organische Chemie der Leibniz Universitat
Hannover (aus der Arbeitsgruppe von Dr. G. DRAGER bei Prof. Dr. A. KIRSCHNING)
synthetisiert wurde und das ohne den Zusatz von Kupfer unter Offnung des Rings mit einer
Azidfunktion reagieren kann.®” In Abb. 4-13 sind die modifizierten und in dieser Arbeit

verwendeten alkynyl-analogen Polysialinséuren dargestellt.

Abb. 4-13: Molekilstruktur der alkynyl-analogen PolySia, die in einer Kupfer-freien ,Click“-Reaktion eingesetzt

werden kann, wobei in dieser Arbeit Derivate mit n = 3 und n = 5 verwendet wurden.

Fur die Reaktion werden 200 mg der mit Azid-funktionalisierten Silica-Nanopartikel in 20 mL
Wasser dispergiert und 50 mg (fur n = 5, 0.1 mmol) bzw. 60 mg (fur n = 3, 0.12 mmol) der
alkynyl-analogen PolySia hinzugegeben. Die Dispersionen werden fir 48 Stunden bei
Raumtemperatur in einem dicht geschlossenen Gefal3 geriihrt. Die erhaltenen farblosen
Nanopartikel werden zentrifugiert, mit Ethanol und Wasser gewaschen und im Vakuum

getrocknet.

443 Anbindung von Fluoreszenzfarbstoffen tber die , Click*-Chemie

Fur die ,Click*-Reaktionen nach HuisGEN mit Fluoreszenzfarbstoffen, wurde der kommerziell
erhéltliche Farbstoff Alexa Fluor® 488 mit einer Alkin- bzw. Azidgruppe verwendet, der in
Abb. 4-14 dargestellt ist.

Fur die Immobilisierung werden 200 mg der mit Azid- bzw. Alkinfunktionalisierten
Nanopartikel in 40 mL Ethanol dispergiert. Zu dieser Dispersion werden 400 pL Alexa Fluor®
488-Alkin mit einer Konzentration von 1.45 mg-L_1 bzw. -Azid mit einer Konzentration von

1.6 mg-.L™" gegeben. Des Weiteren werden 8 mg Kupfersulfat-Pentahydrat und 12 mg
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Natriumascorbat in je 2 mL Wasser geldst und zur Dispersion gegeben, die anschlieRend fir
24 Stunden bei Raumtemperatur in einem fest geschlossenen Gefal3 geriihrt wird. Die so
erhaltenen farbigen Nanopartikel werden zentrifugiert, dreimal mit Ethanol gewaschen und

im Vakuum getrocknet.

Alexa Fluor 488 Azid Alexa Fluor 488 Alkin

Abb. 4-14: Molekiilstrukturen von Alexa Fluor® 488-Azid (links) und -Alkin (rechts).

4.5 Multifunktionalisierung mit Fluoreszenzfarbstoffen und
Polysialinsaure

Des Weiteren wurde versucht, Wege aufzuzeigen, wie Silica-Nanopartikel mit PolySia und
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert werden kénnen. Dazu wurden die verschiedenen
bereits beschriebenen Anbindungsvarianten verwendet und miteinander kombiniert. Zum
einen wurden die Nanopartikel mit einer Kombination aus dem Linker-System (APTES und
BSA) und der ,Click*-Reaktion multifunktionalisiert, wobei die PolySia Uber das Linker-
System und die Fluoreszenzfarbstoffe Uber die ,Click“-Chemie angebunden worden sind.
Fur diese Variante wurden die Nanopartikel bereits im zweiten Reaktionsschritt mit BSA und
Propiolsédure multifunktionell ausgestattet. Zum anderen wurde ausschlie3lich die ,Click"-
Chemie sowie ausschlielBlich das Linker-System verwendet, so dass die
Multifunktionalisierung erst im dritten Reaktionsschritt erfolgte. Fur die Synthesen mit der
,Click“-Chemie wurden die ,click“-fahigen Polysialinsduren sowie Alexa Fluor® 488 mit einer
Azid- oder Alkingruppe verwendet. Fur die Anbindung via des Linker-Systems wurde die
deacetylierte TBA-PolySia sowie Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin genutzt. Die Anbindungen
wurden des Weiteren optimiert, so dass eine mdglichst groBe Menge an PolySia
angebunden werden kann und die Fluoreszenz gerade so intensiv ist, dass sie beobachtet

werden kann, ohne dass Quentsching auftritt.
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451  Multifunktionalisierung mit Bernsteinsdureanhydrid und Propiolsaure

Um die Nanopartikel mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff in einer Kombination aus der
,Click*-Chemie und dem Linker-System zu funktionalisieren, missen zunéchst BSA und
Propiolsédure an die Nanopartikel angebunden und diese Anbindung optimiert werden. Dazu
werden die aus Abschnitt 4.2.3 beschriebenen Nanopartikel verwendet, die mit APTES
funktionalisiert wurden.

400 mg der mit APTES-funktionalisierten Nanopartikel werden in 20 mL DCM dispergiert. Zu
dieser Dispersion werden 0.17 g DCC, 50 uL Propiolsaure und 2 g BSA zugegeben. Es wird
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Die Nanopartikel werden abzentrifugiert, dreimal
mit Ethanol gewaschen und bei 60 °C getrocknet. Der Syntheseweg ist in Abb. 4-15

dargestellt.
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Abb. 4-15: Multifunktionalisierung der Silica-Nanopartikel mit BSA und Propiolséure zur weiteren Verwendung in

einer Kombination aus Linker-System und ,Click“-Chemie.

Um die Anbindung der Multifunktionalisierung von BSA und Propiolsaure zu optimieren,
wurde zum einen das Losemittel variiert, da die beiden Chemikalien in einzelnen Reaktionen
mit verschiedenen Ldsemitteln an die Oberflache angebunden werden. Daher wurde an
Stelle von DCM auch 20 mL DMF sowie ein Losemittel-Gemisch aus 10 mL DCM und 10 mL
DMF verwendet, um die Auswirkung auf die Anbindung zu testen. Des Weiteren wurden die
Zeiten der Zugabe verandert. Dabei wurde einmal zuerst die Propiolsaure an die
Nanopartikel wie in Abschnitt 4.3 beschrieben an die Oberflache gebunden (0.17 g DCC und
50 pL Propiolsaure in 20 mL DCM) und diese in einem zweiten Schritt dann mit BSA (2 g
BSA in 20 mL DMF) umgesetzt. Zum anderen wurde die Variation der Zugabe umgekehrt
durchgefiihrt, wobei die Nanopartikel zunachst mit BSA (2 g BSA in 20 mL DMF) und
anschlieBend in einer zweiten Reaktion mit Propiolsdure (50 uL Propiolsédure und 0.17 g
DCC in 20 mL DCM) funktionalisiert wurden.

45.2  Anbindung tber Kombination aus Linker-System und , Click”-Chemie

Polysialinsdure und Fluoreszenzfarbstoff wurden multifunktionell an die Oberflache von
Silica-Nanopartikeln angebunden, indem eine Kombination aus dem Linker-System und der
,Click*-Chemie verwendet wurde. Dabei wurde die deacetylierte TBA-PolySia Uber das
Linker-System gebunden, wéhrend der Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488-Azid tber die

,Click“-Reaktion angebunden wurde.
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Fur die Multifunktionalisierung werden 250 mg der mit BSA und Propiolsaure-
funktionalisierten Nanopartikel in 20 mL DCM dispergiert und 0.25 g DCC zugegeben. Die
Dispersion wird fir eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend werden 182 mg
TBA-PolySia zur Dispersion gegeben und diese fir weitere 24 Stunden gerihrt. Dann
werden 500 pL Alexa Fluor® 488-Azid mit einer Konzentration von 1.6 mg-L_1 sowie 10 mg
Kupfersulfat-Pentahydrat und 15 mg Natriumascorbat gelost in je 2mL Wasser zur
Dispersion gegeben. Es wird fir weitere 24 Stunden gerihrt (im folgenden Variante A
genannt). Dann wird zentrifugiert, die Nanopartikel mit Wasser und Ethanol gewaschen und
im Vakuum getrocknet. Diese angegebenen Werte stellen die Standardbedingungen dar, da
versucht wurde die Synthese durch Anderung verschiedener Parameter zu optimieren.

Zur Optimierung der Anbindung wurden folgende Parameter variiert: die Reihenfolge der
Zugabe, die Menge an APTES, BSA, Propiolsaure, PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff, das
Losemittel und die Zugabe von Kupfer.

Um die optimalen Bedingungen fir die Reihenfolge der Zugabe der Chemikalien zu finden,
wurde diese zunéachst variiert, wahrend alle anderen Bedingungen konstant gehalten
wurden. Dabei wurden vier weitere Mdoglichkeiten ausgetestet. Zum einen wurde der
Fluoreszenzfarbstoff als erstes zur Dispersion gegeben und nach 24 Stunden rihren bei
Raumtemperatur die PolySia. AnschlieBend wurde fir weitere 48 Stunden gerthrt
(Variante B). Zum anderen wurden PolySia und Fluoreszenzfarbstoff gleichzeitig zur
Dispersion gegeben und diese fir 48 Stunden gerthrt (Variante C). Eine weitere Variante
war, dass zunéchst die PolySia in einer ersten Reaktion wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben
an die Nanopartikel angebunden und erst nach dem Trocknen eine zweite Reaktion mit dem
Fluoreszenzfarbstoff durchgefuhrt wurde (Variante D). Diese Variante wurde dann nochmals
in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt, das heil3t, dass zuerst die Nanopartikel mit dem
Fluoreszenzfarbstoff funktionalisiert wurden und nach dem Trocknen in einer zweiten
Reaktion mit PolySia (Variante E). Bei diesen Synthesevarianten wurden nur bei den
Methoden, bei denen die Nanopartikel zwischen den Reaktionen getrocknet wurden, farbige
Nanopartikel erhalten.

Des Weiteren wurde im ersten Schritt die Menge an zugegebenem APTES variiert, um zu
untersuchen, ob die Silanmenge sich auf die Multifunktionalisierung auswirkt. Dazu wurden
APTES-Mengen von 0 mmol (0 pL), 0.22 mmol (50 pL), 0.43 mmol (100 pL) und 0.54 mmol
(125 pL) eingesetzt, da bereits in vorherigen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass eine
geringere Menge an APTES die angebundene Menge an PolySia erhoht.!**”)

Im zweiten Schritt wurde zum einen die Menge an Bernsteinsdureanhydrid und zum anderen
die Menge an Propiolsédure variiert. Dabei wurden 5 mmol (0.5 g), 10 mmol (1 g), 15 mmol
(1.5 g), 20 mmol (2 g), 25 mmol (2.5 g) und 30 mmol (3 g) BSA verwendet. Bei der Variation
der Propiolsdure wurden 0 mmol (0 pL), 0.16 mmol (10 pL), 0.32 mmol (20 pL), 0.49 mmol
(30 pL), 0.65 mmol (40 uL) und 0.81 mmol (50 pL) Propiolsaure eingesetzt, um zu sehen, ob
dadurch eine hthere Menge an PolySia gebunden werden kann und ob die Nanopartikel

trotzdem noch fluoreszierend sind.



54 4 Experimenteller Teil

Im letzten Schritt der Reaktionssequenz wurden die eingesetzten Mengen an PolySia und
Fluoreszenzfarbstoff variiert. Dabei wurden 0.38 mmol (182 mg) und 0.52 mmol (250 mQ)
TBA-PolySia eingesetzt, um zu untersuchen, ob die angebundene Menge durch eine
erhdhte Zugabe vergréRert werden kann. Des Weiteren wurden 0.93-10”" mmol (50 uL),
1.87-107" mmol (100 uL), 2.34-10" mmol (125 pL), 4.68:10" mmol (250 pL) und
9.33:10"" mmol (500 pL) Alexa Fluor® 488-Azid eingesetzt, um zu Uberprifen, ob durch eine
geringere Menge an Fluoreszenzfarbstoff zum einen die Menge an immobilisierter PolySia
erhoht werden kann und zum anderen, ob die Nanopartikel bei einem geringeren Einsatz
des Fluoreszenzfarbstoffs noch fluoreszierend sind.

Da bei beiden Synthese-Varianten einzeln durchgefihrt verschiedene Lésemittel verwendet
werden, wurden bei der Kombination beider Varianten zum einen DCM und zum anderen
Ethanol als Lésemittel eingesetzt, um zu untersuchen, ob sich die Losemitteleigenschaften
auf die Anbindung auswirken.

Als letztes wurde die Synthese ohne Kupfer durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob der Einsatz
von Kupfer vermieden werden kann, so dass die Nanopartikel trotzdem mit dem
Fluoreszenzfarbstoff —ausgestattet sind. Eine Ubersicht tber die verschiedenen

Optimierungen ist Abb. 4-16 zu entnehmen.

, BSA y , BSA-PolySia
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Abb. 4-16: Zusammenfassung der Optimierungsschritte bei der Multifunktionalisierung iber eine Kombination aus

Linker-System und ,Click“-Chemie.

4.5.3 Anbindung ausschlieBlich Gber die , Click“-Chemie

Fur die Multifunktionalisierung ausschliel3lich tber die ,Click*-Reaktion wurden Alkin-
modifizierte PolySia sowie Alexa Fluor® 488-Alkin eingesetzt.
Hierfir werden 250 mg der mit Azid-funktionalisierten Nanopartikel in 20 mL Ethanol

dispergiert. Zu der Dispersion werden 25 mg Alkin-modifizierte Polysialinséure (0.072 mmol)
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sowie 500 puL Alexa Fluor® 488-Alkin mit einer Konzentration von 1.45- mg-L_1 gegeben. Des
Weiteren werden 10 mg Kupfersulfat-Pentahydrat und 15 mg Natriumascorbat in je 2 mL
Wasser gelost und zur Dispersion gegeben, die anschlielend fur 24 Stunden gerihrt wird.
Die hellgrinen Nanopartikel werden zentrifugiert, dreimal mit Ethanol gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

45.4  Anbindung ausschlief3lich Uber das Linker-System

Bei der Multifunktionalisierung ausschlieBlich Uber das Linker-System wurden die
deacetylierte TBA-PolySia und das Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin verwendet.

Dafur werden 250 mg der mit Bernsteinsédureanhydrid-funktionalisierten Nanopartikel in
20 mL DCM dispergiert, 0.25 g DCC zur Dispersion gegeben und diese flr eine Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend werden 182 mg TBA-PolySia hinzugegeben und es
wird fur weitere 24 Stunden gerthrt. Dann werden 250 pL Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin
mit einer Konzentration von 1.5 mg-L™" zur Dispersion gegeben und diese wieder fir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt (im folgenden Variante A genannt). AnschlieRend
wird zentrifugiert, die Nanopartikel mit Wasser und Ethanol gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Die hier aufgefuhrten Werte stellen die Standardbedingungen dieser
Multifunktionalisierungsvariante dar.

Zur Optimierung der Multifunktionalisierung wurden folgende Parameter variiert: die
Reihenfolge der Zugabe der PolySia und des Fluoreszenzfarbstoffes und die Mengen an
APTES, BSA, PolySia sowie des Fluoreszenzfarbstoffs.

Um die optimalen Bedingungen fir die Zugabe von PolySia und Fluoreszenzfarbstoff unter
den Bedingungen des Linker-Systems zu finden, wurden neben der oben erwahnten
Reihenfolge der Zugabe noch zwei weitere getestet. Zum einen wurde der
Fluoreszenzfarbstoff als erstes zur Dispersion gegeben, diese 24 Stunden gerihrt, dann
wurde die PolySia zugegeben und fir weitere 48 Stunden geruhrt (Variante B). Zum anderen
wurden PolySia und Fluoreszenzfarbstoff gleichzeitig zur Dispersion gegeben, die dann fir
48 Stunden gerthrt wurde (Variation C). Die Variation der Reihenfolge sollte zeigen, unter
welchen Bedingungen eine grofe Menge an PolySia gebunden werden kann und unter
welchen Bedingungen die Nanopartikel noch so stark fluoreszieren, dass diese noch
detektiert werden kann.

Im ersten Schritt der Reaktionssequenz wurde auch bei dieser Variante die eingesetzte
Menge an APTES variiert, wobei folgende Mengen verwendet wurden: 0 mmol (O pL),
0.22 mmol (50 pL), 0.43 mmol (100 pL), 0.54 mmol (125 pL) und 1.07 mmol (250 pL).

Des Weiteren wurde die Menge an Bernsteinsdureanhydrid im zweiten Reaktionsschritt
variiert. Dabei wurden 5 mmol (0.5g), 10 mmol (1g), 15mmol (1.5g), 20 mmol (2 g),
25 mmol (2.5 g) und 30 mmol (3 g) BSA verwendet.

Im letzten Schritt der Sequenz wurde dann noch die Menge an Polysialinsdure sowie an
Fluoreszenzfarbstoff gedndert. Dabei wurden 0.38 mmol (182 mg), 0.52 mmol (250 mg),
0.62 mmol (300 mg) und 0.73 mmol (350 mg) TBA-PolySia eingesetzt, um zu Uberprifen, ob
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die angebundene Menge durch den Einsatz einer gréf3eren Menge erhéht werden kann. Des
Weiteren wurden 0.84:107 mmol (50 uL), 1.68:10”" mmol (100 pL), 2.09:10"" mmol
(125 pL), 4.19107" mmol (250 uL) und 8.38-10" mmol (500 pL) Alexa Fluor® 488-
Hydroxylamin verwendet. Eine Ubersicht Uber die verschiedenen Optimierungen ist
Abb. 4-17 zu entnehmen.

BSA-PolySia
CMs —E3e, CMS-APTES —2342 . CMS-APTES-BSA — 5ot » CMS-APTES
*Alexa “BSA-Alexa

3. Stufe: Reihenfolge
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3. Stufe: Alexa [ 1. Stufe: APTES

0.84-107" mmol (50 uL, 0mmol (0 pL
1.68-10"" mmol (100 pL,
2.09:10" mmol

)
( ) 0.22 mmol (50 pL.
(125 L)
4.19-10" mmol (250 pL) \
8.38:10" mmol (500 pL)
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0.38 mmol (182 mg) 10 mmol (19)
0.52 mmol (250 mg) 15 mmol (1.5 g)
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0.73 mmol (350 mg) ég mmo: (2(2 g;
mmo g

Abb. 4-17: Zusammenfassung der Optimierungsschritte bei der Multifunktionalisierung ausschlief3lich Gber das

Linker-System.

4.6 Collagen-Silica-Komposit-Materialien

Fur die Anbindung von PolySia zur Anwendung in der Nervenregeneration wurden Collagen-
Silica-Komposit-Materialien hergestellt, die spater mit immobilisierter PolySia als
Nervenleitschienen eingesetzt werden sollen. Dazu wurde das kommerziell erhéltliche
MatriStypt® (gereinigtes Collagen | der Rinderepidermis, 2 mm Dicke) als Collagen-Membran
verwendet, in die zun&chst unfunktionalisierte kolloidale mesopordse Silica-Nanopartikel
(CMS) eingelagert wurden. Um diese Einlagerung zu stabilisieren, wurden die Membranen
nach der Infiltrierung mit den Silica-Nanopartikeln unter Verwendung von Glutaraldehyd
guervernetzt. Da PolySia fir die Nervenregeneration festphasengebunden sein sollte,
wurden Wege aufgefihrt, wie diese an die Collagen-Silica-Komposit-Materialien
angebunden werden kann. Dazu wurden zum einen mit PolySia-funktionalisierte Silica-
Nanopartikel in das MatriStypt® infiltriert und zum anderen wurden Collagen-Silica-Komposit-
Materialien, die aus MatriStypt® und unfunktionalisierten Silica-Nanopartikeln hergestellt
wurden, mit Hilfe des Linker-Systems nach der Infiltrierung funktionalisiert.

4.6.1 Infiltrierung mit unfunktionalisierten CMS-Nanopartikeln

Fur die Infiltrierung von unfunktionalisierten Silica-Nanopartikeln in die Collagen-Membran,
wurden MatriStypt® als Collagen-Quelle sowie calcinierte CMS-Nanopartikel verwendet, um

Collagen-Silica-Komposit-Materialien herzustellen.
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Dazu werden 400 mg calcinierte CMS-Nanopartikel in 20 mL Wasser dispergiert. Zu dieser
Dispersion wird MatriStypt® gegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wird die Collagen-Membran aus der Dispersion entnommen, mit viel Wasser
abgespllt und im Vakuum getrocknet.

Um die Auswirkung des Lésemittels auf die Infiltrierung zu testen, wird an Stelle von Wasser
auch Ethanol als Losemittel verwendet. Dabei ist zu beobachten, dass bei der Benutzung
von Wasser das Collagen auf der Oberflache schwimmt, wahrend es bei der Verwendung
von Ethanol untertaucht. Bei beiden Losemitteln ist nach der Infiltrierung keine Verformung
des Collagen zu erkennen.

Des Weiteren wurden die infiltrierten Collagen-Membranen auf ihre Stabilitat gegeniber
Wasser getestet, indem sie zum einen flr eine halbe Stunde in einem Wasserbad mit
Ultraschall behandelt und zum anderen flr bestimmte Zeiten in Wasser eingetaucht und
geruhrt wurden. Die untersuchten Zeiten fir die Lagerung in Wasser betrugen dabei 24, 48
und 72 Stunden.

4.6.2 Quervernetzung mit Glutaraldehyd

Die infiltrierten Collagen-Materialien wurden anschlieRend mit Glutaraldehyd quervernetzt,
um die Collagen-Silica-Komposit-Materialien zu stabilisieren, so dass die Nanopartikel mit
dem Collagen quervernetzt sind.

Hierflr wird das mit Silica-Nanopartikeln infiltrierte Collagen in 20 mL Ethanol eingetaucht
und 2 mL Glutaraldehyd hinzugegeben. Die Losung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur
geruhrt, die Collagen-Membran aus der Lésung entnommen, mit viel Ethanol gewaschen

und im Vakuum getrocknet.

4.6.3 Funktionalisierung der infiltrierten Collagen-Silica-Komposite

Um die Collagen-Silica-Komposit-Materialien mit PolySia auszustatten, wurde das Linker-
System aus APTES und BSA (s. Abschnitt 4.2.3) verwendet, so dass die deacetylierte TBA-
PolySia an die Oberflache von bereits mit unfunktionalisierten Silica-Nanopartikeln
infiltrierten  Collagen-Membranen binden kann. Zur vorherigen Uberpriifung, ob die
Materialien mit Silanen funktionalisiert werden kdnnen, wurden diese zun&chst mit BUTMS,
aufgrund der héheren Anzahl an CH,-Gruppen, funktionalisiert.

Fur die Funktionalisierung mit BUTMS werden die Membranen in 10 mL Toluol getaucht. Zu
dieser Losung werden 100 pL BUTMS und 60 pL DBU gegeben. Es wird fir zwei Stunden
bei 80 °C gerthrt. Nach Abkihlen der Lésung wird die Membran aus der Lésung
enthommen, mit Ethanol gesptilt und im Vakuum getrocknet. Hierbei wurden Membranen
getestet, die zum einen nur mit Silica-Nanopartikeln infiltriert wurden und zum anderen

welche, die zusétzlich quervernetzt wurden.
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Im ersten Schritt der Reaktionssequenz des Linker-Systems wird die infiltrierte Collagen-
Membran in 10 mL Toluol getaucht. Zu dieser Lésung werden 30 uL APTES und 38 uL DBU
gegeben. Anschlieend wird fur zwei Stunden bei 80 °C gerihrt. Die Collagen-Membran
wird nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur aus der Losung entnommen, mit Ethanol
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Fir die Reaktionssequenz des Linker-Systems
wurden ausschlieBlich infiltrierte Collagen-Membranen verwendet, die nicht quervernetzt
wurden.

Im zweiten Schritt wird die mit APTES-funktionalisierte Membran in 10 mL DMF getaucht
und 1 g BSA hinzugegeben. Die Losung wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wird die Membran aus der Losung entnommen, mit Ethanol gewaschen und
im Vakuum getrocknet.

Fur den letzten Schritt der Reaktionssequenz wird die mit APTES und BSA-funktionalisierte
Membran in 10 mL DCM getaucht. Zu dieser Lésung werden 0.13 g DCC gegeben und fir
eine Stunde bei Raumtemperatur geruihrt. Dann werden 91 mg TBA-PolySia zur Ldsung
gegeben und diese fir weitere 48 Stunden geriihrt. Die Membran wird aus der Lésung
entnommen, mit Wasser und Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Zur Optimierung der Reaktionssequenz wurden die Mengen an APTES,
Bernsteinsaureanhydrid sowie Polysialinsdure variiert, um eine grof3t mogliche Menge an
Polysialinsdure an die Collagen-Silica-Komposit-Materialien zu binden. Dabei wurden im
ersten Reaktionsschritt folgende Mengen an APTES eingesetzt: 0 mmol (O pL), 0.13 mmol
(30 pL), 0.18 mmol (40 pL), 0.22 mmol (50 pL), 0.26 mmol (60 pL), 0.31 mmol (70 pL),
0.35 mmol (80 uL) und 0.4 mmol (90 pL).

Fur die Variation des BSA wurden 2.5 mmol (0.25 g), 5 mmol (0.5 g), 7.5 mmol (0.75 g),
10 mmol (1 g), 12.5 mmol (1.25 g) und 15 mmol (1.5 g) verwendet.

Im letzten Schritt wurde die Auswirkung folgender eingesetzter Mengen an PolySia getestet:
0.19 mmol (91 mg), 0.21 mmol (100 mg), 0.26 mmol (125 mg) und 0.32 mmol (150 mg).

4.6.4 Infiltrierung von mit Polysialinsaure beschichteten CMS-Nanopartikeln

Eine weitere Variante PolySia an Collagen-Silica-Komposit-Materialien zu binden, war,
bereits vorher mit PolySia-funktionalisierte Silica-Nanopartikel in MatriStypt® zu infiltrieren.
Dazu wurden die CMS-Nanopartikel zunachst wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben mit
Polysialinsdure funktionalisiert und anschlieBend in Collagen infiltriert.

Dafur werden 20 mg der mit PolySia-funktionalisierten Nanopartikel in 5 mL Ethanol
dispergiert und in diese Dispersion MatriStypt® eingetaucht. Es wird Uber Nacht (etwa 15
Stunden) bei Raumtemperatur gerthrt. Die infiltrierte Membran wird dann aus der Ldsung
entnommen, mit Wasser und Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Um die Auswirkung des Loésemittels auf die Herstellung der Komposite zu testen, wurde an
Stelle von Ethanol auch Wasser verwendet. Des Weiteren wurde die Reaktionszeit variiert,
um zu Uberprifen, ob bei langerer oder kirzerer Reaktionsdauer mehr Nanopartikel

eingelagert werden kénnen. Dabei wurden Reaktionszeiten von einer, funf und 24 Stunden
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getestet. Als letztes wurde die Menge an dispergierten mit PolySia-funktionalisierten
Nanopartikel variiert. Dabei wurden 2 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg, 25 mg und 30 mg
Nanopartikel dispergiert.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Synthese von nanoporodsen Silica-Nanopartikeln

Im ersten Abschnitt erfolgt zun&chst eine Charakterisierung der nanopordsen Silica-
Nanopartikel (NPSNPs), die in dieser Arbeit fir weitere Oberflachenmodifikationen sowie fir
weitere Untersuchungen im Hinblick auf biomedizinische Anwendungen im Bereich der
Nervenregeneration verwendet wurden. Die Daten fur die ebenfalls synthetisierten
Nanopartikel der kolloidalen mesopordsen Silica-Nanopartikel (CMS) sind dem Anhang zu

entnehmen.

511 MCM-A41

Nach der in Abschnitt 4.1.1 beschriebenen Synthese nach Cal et al. konnte in mehreren
Ansatzen ein weier Feststoff erhalten werden.”” Dabei wurde das struktur-dirigierende
Agens (SDA) entweder durch Calcination oder durch Extraktion mit Ethanol und Salzsaure
aus den Poren entfernt, um zu untersuchen, ob sich dadurch Unterschiede zwischen den
Nanopartikeln ergeben. Da es sich bei den Silica-Nanopartikeln vom Typ MCM-41 um
geordnete nanopordse Strukturen handelt, wurden ROntgenpulverdaten von einer as
synthesized (as syn), einer extrahierten und einer calcinierten Probe aufgenommen, die in
Abb. 5-1 dargestellt sind. Die Reflexe der Diffraktogramme wurden hexagonal indiziert und

die aus der Indizierung berechneten Gitterkonstanten sind Tab. 5-1 zu entnehmen.
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Abb. 5-1: Diffraktogramme von einer as syn (schwarz), einer extrahierten (rot) und einer calcinierten (blau) Probe

von Silica-Nanopartikeln des Typs MCM-41 mit Indizierung der Reflexe.

Bei allen drei Diffraktogrammen ist der 100-Reflex bei einem Wert von etwa 2°26 zu
beobachten. Jedoch sind ausschlieRlich beim calcinierten MCM-41 weitere Reflexe zu

erkennen, die auf ein hexagonal angeordnetes Porensystem hinweisen. Das Fehlen der
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weiteren Reflexe der as syn MCM-41-Probe kann darauf zurlickgefiihrt werden, dass sich
bei dieser Probe restliches SDA in den Poren befindet, wodurch die Intensitét der Reflexe
aufgrund eines geringeren Elektronendichtekontrasts verkleinert wird, so dass die Reflexe
nicht mehr detektiert werden. Bei den extrahierten MCM-41-Nanopartikeln kann davon
ausgegangen werden, dass es sich hier um ein ungeordnetes Porensystem handelt, da
angenommen werden kann, dass in diesem Fall das SDA nahezu vollstandig aus den Poren
entfernt worden sein musste.**”) Des Weiteren ist nach dem Calcinieren der Probe eine
Verschiebung der Reflexe zu hoheren 26-Werten zu beobachten. Dies kann auf
Kondensationsreaktionen zuriickgefiihrt werden, die wahrend der Calcination ablaufen und
somit eine geringfligige Verkleinerung der Struktur zur Folge haben.

Die Gitterkonstante bleibt nach der Extraktion des MCM-41 gleich mit der Gitterkonstante
der as syn Probe, woraus folgt, dass sich noch eine geringe Menge an restlichem SDA in
den Poren befindet und keine Verkleinerung der Struktur mit dieser Methode einhergeht
(s. Tab. 5-1). Jedoch ist nach der Calcination der Nanopartikel eine Verkleinerung der
Gitterkonstante zu beobachten, die auf eintretende Kondensationsreaktionen wahrend der
Calcination zurtickzufuihren ist. Des Weiteren kann davon ausgegangen werden, dass nach

der Calcination kein SDA in den Poren vorhanden ist.

Tab. 5-1: Berechnung der Gitterkonstante der as syn, extrahierten und calcinierten Probe des MCM-41 aus den

Roéntgenpulverdaten.

Probe alA
as syn 52.9
extrahiert 52.8
calciniert 43.4

Zur Uberpriifung, inwieweit das SDA aus den Poren entfernt werden konnte, wurden IR-
Spektren der as syn, extrahierten und calcinierten MCM-41-Nanopartikel aufgenommen. Die
Spektren sind in Abb. 5-2 dargestellt.
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Abb. 5-2: IR-Spektren von as syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten (blau) MCM-41.
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' sowie

In der as synthesized Probe sind zwei starke Banden zwischen 2930 und 2850 cm™
eine Bande bei 1485cm™ zu erkennen, die auf Schwingungen des in den Poren
vorhandenen SDAs (CTAB) zuriickzufiihren sind. Nach der Extraktion der Nanopartikel sind

'zu beobachten, woraus

nur noch sehr schwache Banden zwischen 3000 und 2900 cm™
folgt, dass das SDA nahezu vollstandig aus den Poren entfernt werden konnte, sich aber
noch geringe Mengen an CTAB in den Poren befindet. Nach der Calcination sind dagegen
keine Banden in diesem Bereich zu beobachten, die dem SDA zugeordnet werden kénnten.
Daraus folgt, dass bei einer Calcination das CTAB vollstandig aus den Poren entfernt
werden konnte. Des Weiteren ist ausschliellich bei den calcinierten Nanopartikeln eine
Bande bei 3751 cm™’ zu beobachten, die auf ungebundene Silanolgruppen hinweist,

wahrend die breite Bande zwischen 3200 und 3700 cm™

bei allen drei Spektren auf
Silanolgruppen, die Uber Wasserstoffbriickenbindungen verbunden sind, hindeutet. Eine

vergleichende Zuordnung der Banden ist Tab. 5-2 zu entnehmen.

Tab. 5-2: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-2 (Wellenzahlen /cm™).

as syn extrahiert calciniert Zuordnung der Banden Quelle Lit.
- - 3751 (Si-OH)-Valenzschwingung Silica 162
3200-3700 3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2927 2982 - (C-H)-Valenzschwingung CTAB 163l
2855 2923 - (C-H)-Valenzschwingung CTAB 163l
1654 1639 1632 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser [263)
1485 - - (C-H)-Deformationsschwingung CTAB 163l
1230 1212 1239 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (64l
1061 1083 1083 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
959 952 - (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
799 799 822 (Si-O)-Deformationsschwingung Silica (el
582 - - (C-Br)-Geristschwingung CTAB [263)
451 458 458 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

Eine weitere Methode, um eine Aussage uber die Entfernung des SDAs zu treffen, sind
thermogravimetrische Messungen. Eine Zusammenfassung der Massenverluste sowie der
Restmassen ist tabellarisch in Tab. 5-3 dargestellt. Die dazugehoérigen Thermogramme sind
dem Anhang zu entnehmen. Bei allen drei Proben ist der erste Massenverlust der bis etwa
150 °C erfolgt, dem Verlust von Wasser zuzuordnen, wobei dieser in der Menge variiert, was
aus verschiedenen Trocknungszeiten herriihren kann. Des Weiteren ist bei allen drei Proben
ein  Massenverlust bei Temperaturen U(ber 500°C zu beobachten, der einer
Dehydroxylierung der Silica-Oberflache zugeschrieben werden kann. Bei der as synthesized
Probe sind noch zwei weitere Stufen zwischen 150 und 500 °C zu erkennen, deren Gesamt-
Massenverlust etwa 36.8 % betragt. Diese kdnnen der schrittweisen Verbrennung des in den
Poren enthaltenen CTAB zugordnet werden. Nach der Extraktion der Nanopartikel ist
ebenfalls ein zweistufiger Massenverlust zwischen 150 und 500 °C zu beobachten, der in
diesem Fall mit insgesamt 6.5 % wesentlich geringer ist, als bei der as synthesized Probe.
Daraus folgt, dass nach der Extraktion ein groBer Anteil an CTAB aus den Poren entfernt

werden konnte, jedoch restliches CTAB noch in den Poren vorhanden ist. Nach der
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Calcination ist keine Stufe zu erkennen, die einem Massenverlust von CTAB zuzuordnen

ware, woraus folgt, dass hier kein CTAB mehr in den Poren vorhanden ist.

Tab. 5-3: Massenverluste sowie Restmassen der TG-Messungen an unfunktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

as syn extrahiert  calciniert Zuordnung im Temperaturbereich
6.4 % 13.2% 19.8 % adsorbiertes Wasser 25-150 °C

26.3 % 3.7% - Verbrennung des CTAB 150-300 °C

10.5 % 2.8 % - Verbrennung des CTAB 300-500 °C

5.6 % 1.5% 2.6 % Dehydroxylierung des Silica 500-1000 °C
51.2% 78.8 % 77.6 % Restmasse -

Des Weiteren wurden REM-Bilder aufgenommen, um die Gréf3e sowie die Morphologie der
Nanopartikel zu bestimmen. Die Aufnahmen sind in Abb. 5-3 abgebildet. Auf den Bildern ist
zu erkennen, dass es sich um spharische Nanopartikel handelt, die etwa eine GroéRe
zwischen 50 und 80 nm aufweisen und die keine strukturellen Unterschiede nach dem
Extrahieren bzw. Calcinieren zeigen. Aul3erdem ist zu erkennen, dass die Nanopartikel bei
allen Proben stark zur Agglomeration neigen, da sich die Nanopartikel stark

zusammenlagern.

Abb. 5-3: REM-Aufnahmen einer as syn (links), einer extrahierten (Mitte) und einer calcinierten (rechts) Probe der
MCM-41 Silica-Nanopartikel (REM-PCI).

Eine Agglomeration der Nanopartikel kann schon beim Dispergieren beobachtet werden. Ein
Teil der Nanopatrtikel lasst sich nicht stabil in Ethanol oder Wasser dispergieren und setzt
sich nach einer gewissen Zeit am Boden ab. Aus diesem Grund wurden weitere REM-
Aufnahmen angefertigt. Dabei wurden zum einen die Nanopartikel untersucht, die sich stabil
in Ethanol dispergieren lieRen und zum anderen die Nanopartikel, die sich als Bodensatz
abgesetzt hatten. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abb. 5-4 zu sehen. Aus den
Aufnahmen ist zu entnehmen, dass die Nanopartikel, die sich am Boden abgesetzt haben,
sich ausschlieB3lich zu gréReren Aggregaten zusammenlagern (Abb. 5-4 unten links). Durch
VergréRerung der Aufnahme ist zu erkennen, dass die einzelnen Nanopartikel weiterhin eine
GrofRe von 80 nm besitzen (Abb. 5-4 unten rechts). Es liegen allerdings keine einzeln
verteilten Nanopartikel vor. Bei den Aufnahmen der Nanopartikel, die stabil in Ethanol
dispergiert werden konnten, ist zu erkennen, dass sich die Nanopartikel zum Teil ebenfalls
zu grol3en Agglomeraten zusammenlagern. Jedoch ist auch zu sehen, dass es Bereiche

gibt, in denen die Nanopartikel nicht so stark zusammengelagert sind, jedoch
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unterschiedliche GréRen zwischen etwa 50 und 200 nm zeigen. Daraus folgt, dass die
Nanopartikel des MCM-41 mit der hier verwendeten Methode nicht daflir geeignet sind

stabile Suspensionen monodisperser Nanopartikel herzustellen, da die Nanopartikel
innerhalb der Suspension zur Agglomeration neigen.

Abb. 5-4: REM-Aufnahmen von der stabilen Suspension (oben) einer MCM-41-Probe und den sich am Boden
abgesetzten Nanopartikeln (unten, REM-PCI).

Zur weiteren Analyse der Suspensionen der Nanopartikel wurden DLS-Messungen an in
Ethanol dispergierten Proben durchgefihrt, die auch in diesem Fall wieder stark zur

Agglomeration neigten. Die Ergebnisse dieser Messungen sind vergleichend in Abb. 5-5
dargestellt.
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Abb. 5-5: Vergleich der DLS-Messungen der as syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten (blau) Silica-
Nanopartikel vom Typ MCM-41.
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Die DLS-Messungen zeigen grof3ere Partikeldurchmesser der Nanopartikel als auf den
REM-Aufnahmen zu sehen waren, entsprechend der hydrodynamischen Radien der
Nanopartikel. Die Nanopartikel haben hier etwa die Grof3e von 125 nm bei allen drei Proben
und zeigen eine weite GroRRenverteilung, die zwischen 80 und 170 nm liegt. Diese ist auf die
Neigung der Nanopartikel zur Agglomeration zurlickzufiihren.

Zur Bestimmung der spezifischen Oberflache sowie des Porenvolumens wurden von den
extrahierten sowie calcinierten Nanopartikeln Sorptionsmessungen mit Stickstoff bei 77 K
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abb. 5-6 dargestellt sind. Beide Nanopartikel zeigen
typische Isothermen des Typs IV, die eine Hysterese aufweisen. Die spezifische Oberflache,
die mit Hilfe der BET-Isotherme bestimmt wurde, betragt beim extrahierten MCM-41
1018 mz-g‘1 und beim calcinierten 1033 mz-g_1. Beide Nanopartikel haben eine PorengréRe

von 2.7 nm, welche mit der BJH-Methode bestimmt wurde.
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Abb. 5-6: Stickstoff Adsorptions- und Desorptionsisothermen einer extrahierten (rot) und einer calcinierten (blau)
MCM-41 Probe.

AuRBerdem wurden die unfunktionalisierten MCM-41-Nanopartikel auf ihre Biokompatibilitat
sowie mdgliche toxische Effekte geprift, indem MTT-Tests durchgefihrt wurden. Die
Ergebnisse der Zellkulturexperimente mit HepG2-Zellen sind in Abb. 5-7 gezeigt, wéhrend
die Ergebnisse der Zellkulturexperimente mit PC-12-Zellen dem Anhang zu entnehmen sind.
Fiur die Experimente wurden die entsprechenden Zellen zu verschiedenen
Nanopartikelkonzentrationen gegeben und die Viabilitat der Zellen nach 5 Tagen mit Hilfe
des MTT-Tests bestimmt. Beim as synthesized MCM-41 ist keine Viabilitdt der Zellen bei
allen zugegebenen Konzentrationen zu beobachten, so dass angenommen werden kann,
dass die Toxizitat dieser Nanopartikel auf das SDA zurtickzufiihren ist, dass hier noch nicht
aus den Poren entfernt worden ist. Die Zytotoxizitdt des verwendeten CTABs ist bereits
bekannt.*® Nach der Extraktion der Nanopartikel ist fiir eine Konzentration von 10 ppm
keine Toxizitat zu beobachten, da die Viabilitdt vergleichbar mit der des reinen Mediums ist.
Jedoch nimmt die Viabilitdt der Zellen mit steigender Konzentration stark ab, so dass die

extrahierten Nanopartikel in Konzentrationen ab 100 ppm weiterhin toxisch fir die HepG2-
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Zellen sind. Dies liegt vermutlich daran, dass das SDA nicht vollstdandig aus dem
Porensystem entfernt werden konnte, wie bereits mittels IR-Spektroskopie und TG-
Messungen (s. Abb. 5-2 und Tab. 5-3) gezeigt werden konnte, so dass bei hdheren
Konzentrationen der Nanopartikel erhdhte Konzentrationen an CTAB vorhanden sind, die
eine toxische Wirkung auf die Zellen haben. Des Weiteren wurde Uberpruft, ob durch einen
weiteren Waschschritt der extrahierten Nanopartikel mit DMF das restliche CTAB aus den
Poren entfernt werden kann. Aus Abb. 5-7 ist zu erkennen, dass nach dem Waschen die
Viabilitdt der Zellen bei den extrahierten Nanopartikeln bei allen Konzentrationen stark
ansteigt. Daraus folgt, dass das restliche CTAB zum groRen Teil durch DMF aus dem
Porensystem gewaschen werden kann. Da die Viabilitdt jedoch weiterhin mit steigender
Konzentration leicht abnimmt, kann davon ausgegangen werden, dass sich immer noch eine
sehr geringe Menge an CTAB in den Poren befindet, die sich jedoch nicht so stark auf die
Viabilitat der Zellen auswirkt. Die calcinierten Nanopartikel dagegen zeigen keinen toxischen
Effekt, auch nicht bei héheren Konzentrationen. Daraus folgt, dass die calcinierten MCM-41-
Nanopartikel, aus deren Porensystem das CTAB vollstandig entfernt werden konnte, sehr
gut biokompatibel sind.
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Abb. 5-7: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten MCM-41-

Nanopartikeln.

5.1.2 Kolloidale nanopordse Silica-Nanopartikel

Es konnte nach der in Abschnitt 4.1.2 beschriebenen Synthesevorschrift nach Qiao et al. ein
weiler Feststoff unter allen Synthesebedingungen erhalten werden.®™™ Da fir weitere
Funktionalisierungen nur die calcinierten Kkolloidalen mesoporésen Silica-Nanopartikel
(CMS), die mit DEA bei 40 °C hergestellt wurden, verwendet worden sind, erfolgt in diesem
Abschnitt nur eine Charakterisierung dieser Nanopartikel. Die Daten fur die weiteren

hergestellten CMS-Nanopartikel sind dem Anhang zu entnehmen.
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Zur Charakterisierung der Nanopartikel wurden Rontgenpulverdaten aufgenommen, die in
Abb. 5-8 dargestellt sind. Dabei ist in allen drei Diffraktogrammen der intensive (100)-Reflex
bei einem Wert von circa 2°26 zu beobachten. Nach der Calcination ist noch eine Andeutung
eines weiteren Reflexes bei einem Wert von 4°26 sichtbar, der einem (110)-Reflex
zugeordnet werden konnte. Da alle drei Proben nur den (100)-Reflex zeigen, ist davon
auszugehen, dass diese Nanopartikel ein ungeordnetes Porensystem aufweisen, da nach
der Calcination bzw. Extraktion das SDA nahezu vollstandig aus den Poren entfernt sein
musste, wodurch die Intensitdten der Reflexe nicht mehr durch einen geringeren
Elektronendichtekontrast verkleinert werden kénnten. Des Weiteren ist bei der calcinierten
Probe eine Verschiebung der Reflexe zu héheren Winkeln zu erkennen. Dies kann darauf
zurlickgefuihrt werden, dass wahrend der Calcination Kondensationsreaktionen auftreten,

wodurch die Struktur geringfligig kleiner wird.
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Abb. 5-8: Diffraktogramme von einer as syn (schwarz), einer extrahierten (rot) und einer calcinierten (blau) Probe

der CMS-Nanopartikel, die mit DEA bei 40 °C synthetisiert wurden.

Um zu Uberprifen, ob das SDA aus den Poren entfernt werden konnte, wurden IR-Spektren
aufgenommen, die in Abb. 5-9 zu sehen sind. Bei der as synthesized Probe sind zwei
intensive Banden bei 2931 und 2858 cm™' sowie eine schwache Bande bei 1477 cm™ zu
erkennen, die dem als SDA verwendeten CTAB zugeordnet werden kénnen, das sich noch
in den Poren befindet. Nach der Calcination sowie Extraktion sind alle drei Banden nicht
mehr sichtbar, so dass davon ausgegangen werden kann, dass sich kein CTAB mehr in den
Poren befindet. Des Weiteren zeigen alle drei Proben eine breite Bande zwischen 3700 und
3000 cm™', die auf Silanolgruppen hinweist, die Uber Wasserstoffbricken miteinander
verknupft sind. Ebenfalls ist in allen drei Spekiren eine sehr schwache Bande bei etwa
3745 cm™' zu beobachten, die auf ungebundene Silanolgruppen zuriickgefuhrt werden kann.

Eine vergleichende Zuordnung aller Banden ist Tab. 5-4 zu entnehmen.
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Abb. 5-9: IR-Spektren von as syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten (blau) CMS-Nanopartikel, die mit
DEA bei 40 °C synthetisiert wurden.

Tab. 5-4: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spekiren aus Abb. 5-9 (Wellenzahlen ¥/cm™).

as syn extrahiert calciniert Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3753 3745 3745 (Si-OH)-Valenzschwingung Silica 162
3000 - 3700 3000 - 3700 3000 - 3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2931 - - (C-H)-Valenzschwingung CTAB (63l
2858 - - (C-H)-Valenzschwingung CTAB (63l
1645 1637 1645 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser [263)
1477 - - (C-H)-Deformationsschwingung CTAB (63l
1085 1093 1093 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
967 967 967 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
799 799 807 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
471 463 471 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Eine weitere Methode zur Uberpriifung, ob das SDA vollstandig aus dem Porensystem
entfernt werden konnte, sind thermogravimetrische Messungen. Eine Zusammenfassung der
Massenverluste sowie der Restmassen ist tabellarisch in Tab. 5-3 dargestellt. Die
dazugehdrigen Thermogramme sind dem Anhang zu entnehmen. Bei allen drei Proben kann
eine unterschiedlich groRe Stufe bis zu einer Temperatur von 150 °C beobachtet werden, die
dem Verlust von adsorbiertem Wasser zuzuschreiben ist, dessen unterschiedliche Menge
durch unterschiedliche Trocknungszeiten zu Stande kommen kann. Des Weiteren ist bei
allen Messungen eine etwa gleich groRe Stufe ab circa 500 °C zu erkennen, die der
Dehydroxylierung der Silica-Oberflache zugeordnet werden kann, die bei allen Silica-
Nanopartikeln auftritt. Bei der as synthesized Probe sind zwei weitere Stufen, die einen
Gesamt-Massenverlust von 27.6 % ausmachen, zu erkennen. Dieser Massenverlust kann
auf eine stufenweise Verbrennung des als SDA genutzten CTABs zuriickgeflihrt werden,
dass sich noch in den Poren befindet. Diese stufenweise Verbrennung des CTABSs ist auch
bei den MCM-41-Nanopartikeln zu beobachten (s. Tab. 5-3). Nach der Calcination ist keine
weitere Stufe zu erkennen, woraus folgt, dass das CTAB vollstandig aus den Poren entfernt

werden konnte. Bei den extrahierten Nanopartikeln ist jedoch eine Stufe von 5.4 % zwischen



5 Ergebnisse und Diskussion 69

150 und 500 °C zu beobachten, die auf restliches CTAB hinweist. Es kann davon
ausgegangen werden, dass es sich um sehr wenig CTAB handelt, da die Verbrennung hier
nur noch in einem Schritt verlauft, so dass die normalerweise zweistufige Verbrennung nicht

mehr detektiert wird.

Tab. 5-5: Massenverluste sowie Restmassen der thermogravimetrischen Messungen an unfunktionalisierten CMS-

Nanopartikel, die mit DEA bei 40 °C synthetisiert wurden.

as syn extrahiert calciniert Zuordnung im Temperaturbereich
45 % 17.3% 21.1% adsorbiertes Wasser 25-150 °C
17.2 % 540 - Verbrennung des CTAB 150-300 °C
10.4 % - Verbrennung des CTAB 300-500 °C

2% 2% 3.4 % Dehydroxylierung des Silica 500-1000 °C
65.9 % 75.3 % 75.5 % Restmasse -

Zudem wurden REM-Aufnahmen der Nanopartikel angefertigt, um eine Aussage Uber die
Morphologie sowie die GrolRe der Nanopartikel zu erhalten. Die Aufnahmen sind in
Abb. 5-10 gezeigt. Darauf ist zu erkennen, dass es sich um sphéarische Nanopartikel
handelt, die eine Grolie von etwa 40 bis 60 nm besitzen. Die Nanopartikel neigen nicht so
stark zur Agglomeration wie die Nanopartikel des MCM-41, da sie hier teilweise einzeln
vorliegen und nicht so stark zusammengelagert sind. Des Weiteren konnte eine REM-
Aufnahme aufgenommen werden, auf der die pordse Struktur auf der Oberflache der

Nanopartikel zu erkennen ist (Abb. 5-10 rechts).

Abb. 5-10: REM-Aufnahmen von CMS-Nanopartikeln, die mit DEA bei 40 °C hergestellt wurden (REM-PCI).

Zur weiteren Untersuchung der GrofRe der Nanopartikel wurden DLS-Messungen an in
Ethanol dispergierten Nanopartikeln durchgefuhrt, die in Abb. 5-11 gezeigt sind. Die
Messungen ergeben eine NanopartikelgréRe von etwa 80 nm fir die as syn Probe, 95 nm flr
die calcinierten und 110 nm flr die extrahierten Nanopartikel. Dabei ist zu erkennen, dass
die GroRRe der Nanopartikel nach der Calcination sowie Extraktion leicht zu nimmt, was auf
eine starkere Agglomeration zurtickgefuhrt werden kann. Die weiten Gro3enverteilungen der
Messungen liegen bei allen drei Proben etwa im gleichen Bereich und zeigen Partikelgréf3en
von 60 bis 170 nm.



70

5 Ergebnisse und Diskussion

50+
45
40-
35
30
25 ]
20
15
10-
5]

number | %

|—=—as synthesized
— e — extracted
1—4— calcined

/

-

Abb. 5-11: Vergleich der DL

poah ok

50

T T -y
100 150
d/nm

S-Messungen der as syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten (blau) CMS-

200

Nanopartikel, die mit DEA bei 40 °C synthetisiert wurden.

Des Weiteren wurde die spezifische Oberflache sowie das Porenvolumen der calcinierten

sowie extrahierten Nanopartikel

mittels  Stickstoff-Sorption bei 77 K bestimmt. Die

Ergebnisse der Sorptionsmessungen sind in Abb. 5-12 dargestellt. Beide Isothermen zeigen

einen Verlauf der Typ IV Isotherme mit Andeutung einer Hysterese im Bereich grol3er p/po

Werte. Die spezifischen Oberflaichen der Nanopartikel wurden mit der BET-Methode

bestimmt und betragen 1188 m*>g™' fir die calcinierten sowie 1110 m*>g™' fiir die

extrahierten CMS-Nanopartikel. Die Porengrof3e beider Nanopartikel wurde mit der BJH-
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Abb. 5-12: Stickstoff Adsorptions- und Desorptionsisothermen einer extrahierten (rot) und einer calcinierten (blau)

CMS-Probe, die mit DEA bei 40 °C hergestellt wurde.

Zur Bestimmung der Toxizitat der Nanopartikel, wurden MTT-Tests mit HepG2 und PC-12

Zellen Uber funf Tage durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Zellkulturexperimente mit HepG2-

Zellen ist in Abb. 5-13 dargestellt, wahrend die Ergebnisse der Experimente mit den PC-12-
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Zellen dem Anhang zu entnehmen sind. An den Ergebnissen ist zu erkennen, dass die as
synthesized CMS-Nanopartikel eine sehr hohe Toxizitdt aufweisen, da ab einer
Konzentration von 100 ppm keine Viabilitat der HepG2-Zellen mehr zu beobachten ist. Dies
kann ebenso wie bei den MCM-41-Nanopartikeln auf das CTAB, das sich noch in den Poren
befindet, zuriickgefilhrt werden, da dessen toxische Wirkung bereits bekannt ist.!®%
Allerdings scheint das CTAB in diesen Nanopartikeln in einer geringeren Konzentration
vorzuliegen als in den MCM-41-Nanopartikeln, da bei einer Konzentration von 10 ppm noch
eine gute Viabilitat beobachtet werden kann. Nach der Extraktion der Nanopartikel, bei der
das CTAB nahezu vollsténdig aus den Poren entfernt werden konnte, nimmt die Viabilitat bei
sehr hohen Konzentrationen wieder ab, wobei sie im Allgemeinen jedoch bessere Werte als
bei den MCM-41-Nanopartikeln zeigt. Daraus folgt, dass bei den CMS-Nanopartikeln das
CTAB im grof3eren MalRRe aus dem Porensystem durch Extraktion entfernt werden konnte.
Diese Annahme wurde bereits durch die IR-Spektren und TG-Messungen bestatigt (s.
Abb. 5-9 und Tab. 5-5). Nach der Calcination der Nanopartikel zeigen die Zellen eine
vergleichbare Viabilitdét zum reinen Medium bei allen getesteten Konzentrationen, da kein
CTAB mehr in den Poren vorhanden ist. Daraus folgt, dass die calcinieten CMS-

Nanopartikel sehr gut biokompatibel sind.
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Abb. 5-13: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-Nanopartikeln,
die mit DEA bei 40 °C hergestellt wurden.

5.1.3  Vergleichende Diskussion

Es konnten in mehreren Ansétzen erfolgreich Nanopartikel vom Typ MCM-41 sowie
kolloidale mesoporése Silica-Nanopartikel (CMS) mit DEA bei 40 °C synthetisiert werden.
Dabei haben beide Arten von Nanopartikeln eine sphérische Morphologie. Die MCM-41-
Nanopartikel besitzen eine GréRe zwischen 50 und 200 nm, wéhrend die CMS-Nanopartikel
eine GrolRe zwischen 40 und 170 nm zeigen. Die Nanopartikelgréf3en, die mittels REM-

Aufnahmen sowie den DLS-Messungen bestimmt wurden, sind vergleichend in Tab. 5-6
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zusammengefasst. Aus den REM-Aufnahmen sowie den DLS-Messungen ist zu erkennen,
dass die MCM-41-Nanopatrtikel sehr stark zur Agglomeration neigen, die auch durch langere
Ultraschallbehandlung nicht vollstandig aufgehoben werden kann. Bei den CMS-
Nanopartikeln zeigen die REM-Aufnahmen, dass die Nanopartikel sich zwar auch etwas
zusammenlagern, aber nicht so stark. Sie liegen unter anderem auch vereinzelt vor. Dies
zeigt sich auch beim leichteren Dispergieren dieser Nanopartikel. Allerdings ist aus den
DLS-Messungen zu entnehmen, dass auch diese Nanopartikel noch zur Agglomeration
neigen, aufgrund der breiten GréBenverteilung. Aus beiden Messungen folgt, dass die CMS-

Nanopartikel eine geringere Grol3e als die MCM-41-Nanopartikel aufweisen.

Tab. 5-6: Zusammenfassung und Vergleich der NanopartikelgréBe der synthetisierten MCM-41 und CMS-
Nanopartikel, die mit DEA bei 40 °C hergestellt wurden.

Nanopartikel PartikelgrofRe nach DLS Partikelgrof3e nach REM
MCM-41, as syn 80 — 190 nm 50 — 80 nm
MCM-41, extrahiert 80 — 190 nm 50 — 80 nm
MCM-41, calciniert 80 — 190 nm 50 — 80 nm
CMS, as syn 60 — 170 nm 40 — 60 nm
CMS, extrahiert 70 —170 nm 40 — 60 nm
CMS, calciniert 60 — 170 nm 40 — 60 nm

Anhand von IR-Spektren und TG-Messungen konnte bei beiden Arten von Nanopartikeln
gezeigt werden, dass das SDA bei der Calcination vollstindig aus dem Porensystem
entfernt werden konnte. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass bei der Extraktion
der Nanopartikel das SDA zum Teil noch in den Poren vorhanden ist, wobei die Menge an
CTAB beim MCM-41 gréRer zu sein scheint als bei den CMS-Nanopartikeln. Dies zeigt sich
auch in den Zellkulturexperimenten mit HepG2-Zellen, wo bei den as synthesized
Nanopartikeln alle Konzentrationen des MCM-41 keine Viabilitdt der Zellen zeigten, wahrend
bei den as synthesized CMS-Nanopartikeln bei einer sehr geringen Konzentration von
10 ppm noch eine gute Viabilitdt der Zellen zu beobachten ist. Des Weiteren zeigten die
calcinierten Nanopartikel beider Synthesen eine sehr gute Viabilitdt der Zellen bei allen
eingesetzten Konzentrationen, die vergleichbar mit der Viabilitdt der Zellen des reinen
Mediums ist. Bei den extrahierten Nanopartikeln nahm die Viabilitdt beim MCM-41 bereits ab
einer Konzentration von 100 ppm sehr stark ab, aufgrund von restlichem SDA in den Poren,
wahrend die extrahierten CMS-Nanopartikel erst ab einer Konzentration von 1000 ppm eine
erhbhte Toxizitat aufwiesen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass bei den CMS-Nanopartikeln
nach der Extraktion weniger CTAB in den Poren verbleibt. Anhand der MCM-41-
Nanopartikel konnte gezeigt werden, dass sich das restliche CTAB in dem Porensystem
nach der Extraktion der Nanopartikel weiter aus den Poren entfernen lasst, indem die
Nanopartikel tber Nacht mit DMF gewaschen werden.

Trotz der Schwierigkeiten beim Redispergieren des MCM-41 wurden diese Nanopartikel fur
weitere Oberflachenmodifizierungen genutzt. Von den CMS-Nanopartikeln wurden nur die

calcinierten Nanopartikel fir weitere Oberflachenmodifizierungen verwendet, da diese kein
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SDA mehr in den Poren aufweisen, so dass sie insgesamt besser biokompatibel flr weitere

biomedizinische Anwendungen sind.
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5.2 Einfluss der Hydrolyse auf den Thiobarbitursdure- und den
Purpald®-Test

Zur Bestimmung der Menge an immobilisierter Polysialinsdure (PolySia) an der Oberflache
der Silica-Nanopartikel werden der Thiobarbitursdure (TBA)- sowie der Purpald®-Test
verwendet. Bei beiden Verfahren wird jeweils eine 18-stiindige Hydrolyse zur Spaltung der
PolySia in die einzelnen Sialinsduremolekille durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde
Uberprift, ob die Verfahren durch den Verzicht auf die Hydrolyse verkirzt werden kdnnen,
so dass die angebundene Menge an PolySia direkt an den Nanopartikeln bestimmt werden
kann. Dafir wurden mehrere Ansatze Uber das Linker-System mit Polysialinsaure
funktionalisiert, wobei die Menge an APTES im ersten Schritt variiert wurde. Diese mit
PolySia-immobilisierten Nanopartikel wurden anschlielend auf die angebundene Menge an
PolySia mittels des TBA- bzw. Purpald®-Tests untersucht. Die Verfahren wurden pro Ansatz
jeweils mit sowie ohne Hydrolyse durchgefiihrt, um eine Aussage Uber die Notwendigkeit der
Hydrolyse zu bekommen.

521 Thiobarbitursaure-Test

Fur die Uberpriifung, ob die Hydrolyse bei der Durchfiihrung des Thiobarbitursaure-Tests
(TBA-Test) notwendig ist, wurden die Nanopartikel Uber das Linker-System unter
Verwendung von 0 mmol, 0.43 mmol und 0.54 mmol APTES im ersten Schritt mit PolySia
funktionalisiert. Diese Nanopartikel wurden jeweils mit sowie ohne vorherige Hydrolyse, auf
die Menge an immobilisierter PolySia Uberprift. Dabei wurden im Fall ohne eine vorherige
Hydrolyse die Nanopartikel direkt fir den TBA-Test verwendet, wahrend mit vorheriger
Hydrolyse der Uberstand getestet wurde. Die Ergebnisse dieses ersten Tests sind in Abb. 5-
14 vergleichend dargestellt. Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dass der Einsatz der
Hydrolyse bei der Bestimmung von PolySia an der Oberflache von Silica-Nanopartikeln nicht
notwendig ist, da zum einen die Ergebnisse beim Einsatz von 0 mmol und 0.54 mmol
APTES vergleichbar sind und zum anderen nur geringe Abweichungen innerhalb der
Standardabweichungen auftreten. Bei der Verwendung von 0.43 mmol APTES wird mit ca.
2200 pg PolySia pro Gramm Silica ohne und ca. 1300 pg mit Hydrolyse eine héhere Menge
an PolySia gefunden, allerdings weist dieser Wert auch eine hohe Standardabweichung auf.
Es ist mdglich, dass durch die direkte Verwendung der Nanopartikel ohne vorherige
Hydrolyse eine grolRere Menge an PolySia detektiert wird, da noch an den Nanopartikeln
haftende PolySia durch deren Abtrennung im Fall mit Hydrolyse verloren geht. Diese
Beobachtung trifft allerdings nicht auf alle Messwerte zu, so dass auch eine unbekannte
Storung des Tests auftreten kann. Aus den vorliegenden Ergebnissen kann geschlossen
werden, dass eine vorherige Hydrolyse bei der Durchfiihrung des TBA-Tests nicht notwendig
ist, wobei auf eine geringe Standardabweichung der Messwerte geachtet werden sollte, um
verlassliche Ergebnisse zu ermitteln. AulBerdem scheint eine direkte Verwendung der

Nanopartikel den Test nicht zu stéren.
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2600 - I with hydrolysis
2400 .| I without hydrolysis

Ug PolySia / g Silica

0 mmol 0.43 mmol 0.54 mmol
APTES APTES APTES
(0 L) (100 L) (125 pL)

Abb. 5-14: Vergleich der Ergebnisse des TBA-Tests, wenn dieser mit bzw. ohne Hydrolyse vergleichend an
Nanopartikeln durchgefihrt wurde, die Gber das Linker-System mit variierender Menge an APTES mit PolySia

funktionalisiert wurden.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde nochmals PolySia an die Oberflache von Silica-
Nanopartikeln unter den gleichen Bedingungen angebunden und die Menge an
angebundener PolySia wieder mit und ohne Hydrolyse mittels des TBA-Tests bestimmt. Die
Ergebnisse der Wiederholung des TBA-Tests sind dem Anhang zu entnehmen. Auch im
zweiten Versuch kénnen in zwei Fallen, beim Einsatz von 0.43 mmol und 0.54 mmol APTES,
vergleichbare Mengen an immobilisierter PolySia detektiert werden, deren sehr geringe
Abweichungen im Bereich der Standardabweichungen liegen. Bei Verwendung von 0 mmol
APTES ist eine groélRere Abweichung zwischen dem TBA-Test mit Hydrolyse und dem, der
direkt an den Nanopartikeln durchgefiihrt wurde, zu erkennen. Ahnlich dem Ergebnis des
vorherigen Tests bei 0.43 mmol APTES, detektiert der TBA-Test ohne Hydrolyse eine
gréRere Menge PolySia, ebenfalls mit einer hohen Standardabweichung. In diesem Fall liegt
der Wert mit vorheriger Hydrolyse innerhalb der Standardabweichung des Wertes ohne
Hydrolyse. Aus diesen Ergebnissen folgt, dass der TBA-Test ohne Hydrolyse durchgefiihrt
werden kann, da die Ergebnisse meist vergleichbar sind. Bei auftretenden Abweichungen
wird eine hohere Menge an PolySia ohne Hydrolyse detektiert, woraus vermutet werden
kann, dass bei der Variante ohne Hydrolyse die angebundene Menge an PolySia
vollstandiger bestimmt werden kann, da die Nanopartikel hier nicht vor dem Test abgetrennt
werden, wie es bei der Variante mit der Hydrolyse der Fall ist. Des Weiteren lagen die
Abweichungen meist im Bereich der Standardabweichungen, so dass angenommen werden
kann, dass auch eventuelle Messfehler fur den Unterschied in den Werten verantwortlich
sein konnen, da der TBA-Test grol3eren Schwankungen unterliegt. Diese Schwankungen
konnten bereits in vorherigen Studien beobachtet werden, wobei die Ursachen unbekannt
sind.**"*®® Deshalb sollte auf eine gute Ubereinstimmung der Messwerte bzw. geringe
Standarabweichungen geachtet werden. Auch scheinen die Nanopartikel den TBA-Test nicht
zu storen, wenn die Menge an PolySia direkt an den Nanopartikeln bestimmt wird. Durch

den Verzicht auf die Hydrolyse wird die Dauer des TBA-Tests deutlich verringert.
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5.2.2  Purpald®Test

Auch beim Purpald®-Test wurde der Einfluss der Hydrolyse auf die Ergebnisse uberprift,
indem der Test an verschiedenen mit PolySia-modifizierten Silica-Nanopartikeln jeweils mit
und ohne Hydrolyse durchgefuhrt wurde. Daflr wurde wieder das Linker-System zur
Anbindung verwendet und die Menge an APTES variiert (0 mmol, 0.43 mmol und

0.54 mmol). Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abb. 5-15 vergleichend dargestellt.

5000
I with hydrolysis

I without hydrolysis
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3500
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0 mmol 0.43 mmol 0.54 mmol
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(O uL) (100 pL) (125 L)

Abb. 5-15: Vergleich der Ergebnisse des Purpald®Tests, wenn dieser mit bzw. ohne Hydrolyse vergleichend an
Nanopartikeln durchgefiihrt wurde, die Uber das Linker-System mit variierender Menge an APTES mit PolySia

funktionalisiert wurden.

Bei der Verwendung von 0 mmol und 0.43 mmol APTES kann jeweils eine héhere Menge an
angebundener PolySia detektiert werden, wenn der Purpald®-Test ohne Hydrolyse
durchgefuhrt wird, auch wenn die Abweichungen hier etwas grof3er sind. Werden 0 mmol
APTES verwendet, liegt der Messwert, der mit Hydrolyse detektiert wurde, im Bereich der
Standardabweichung des Wertes ohne Hydrolyse. Daraus folgt, dass eine direkte
Verwendung der Nanopartikel den Purpald®Test nicht stort. AuBerdem kann vermutet
werden, dass durch die direkte Verwendung der Nanopartikel ohne vorherige Hydrolyse eine
héhere Menge an immobilisierter PolySia gefunden wird, da noch anhaftende PolySia an
den Nanopartikeln durch deren Abtrennung im Fall mit Hydrolyse verloren gehen koénnte.
Auch bei diesem Test trifft diese Beobachtung nicht fur alle Falle zu, so dass diese
Unterschiede auch durch unbekannte Stérungen des Tests hervorgerufen werden kdnnten.
Bei Verwendung von 0.54 mmol APTES wurde unter Verwendung der Hydrolyse eine
gréRere Menge an PolySia detektiert, die jedoch eine gréRere Standardabweichung
aufweist, die im Bereich der Menge an angebundener PolySia liegt, die ohne Hydrolyse
bestimmt wurde. Daraus kann vermutet werden, dass die unterschiedliche Menge auch
durch Fehler beim Ausfihren des Tests entstanden sein koénnte oder durch groRRere
Schwankungen, die der Purpald®-Test manchmal aufweist. Diese Schwankungen konnten
bereits in friiheren Studien beobachtet werden.™ ! Wie beim TBA-Test ist auch aus diesen

Ergebnissen zu entnehmen, dass die Hydrolyse fiir den Purpald®-Test nicht notwendig ist,
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um die Menge an angebundener PolySia zu bestimmen. Allerdings sollte dabei darauf
geachtet werden, dass die Standardabweichung der Messwerte mdglichst gering ist, um
verlassliche Ergebnisse zu erzielen.

Auch beim Purpald®-Test wurde der Versuch wiederholt, um eventuelle Messfehler
auszuschlieen und die Annahme, dass auf die Hydrolyse verzichtet werden kann, zu
bestéatigen. Diese Ergebnisse sind im Anhang zu finden. Auch bei der zweiten Durchfiihrung
des Purpald®-Tests konnen bei Verwendung von 0 mmol APTES vergleichbare Mengen an
PolySia mit und ohne Hydrolyse detektiert werden. Bei den beiden anderen Konzentrationen
wird eine hdhere Menge an PolySia ermittelt, wenn auf die Hydrolyse verzichtet wurde. Aus
diesen Ergebnissen folgt, dass der Purpald®-Test ebenfalls ohne Hydrolyse durchgefihrt
werden kann. Dabei kann auch hier vermutet werden, dass die Menge an immobilisierter
PolySia im Fall des Tests ohne Hydrolyse vollstandiger bestimmt werden kann, weil die
Nanopartikel nicht vor dem Test abgetrennt werden. Da diese Beobachtung nicht auf alle
Messungen zutrifft, kénnen auch andere Stérungen des Tests, die nicht bekannt sind, fir die

Abweichungen verantwortlich sein.

5.2.3  Vergleichende Diskussion

Fur die Bestimmung der angebundenen Menge an PolySia wurde bislang bei beiden
Verfahren eine 18-stiindige Hydrolyse eingesetzt, um die PolySia zunachst in die einzelnen
Sialinsauremolekile zu spalten und anschlieBend aus der Uberstehenden Lésung deren
Gehalt zu bestimmen. Um diesen langen Schritt zu vermeiden, wurde getestet, ob der TBA-
sowie der Purpald®-Test ohne Hydrolyse an den mit PolySia-immobilisierten Nanopartikeln
durchfiihrbar ist. Aus den vergleichenden Ergebnissen der Tests, die jeweils mit und ohne
Hydrolyse durchgefihrt wurden, ist zu erkennen, dass meist eine vergleichbare Menge an
PolySia detektiert werden kann, sowohl beim TBA- als auch beim Purpald®-Test. Sind
Abweichungen zu beobachten, konnte in nahezu allen Féllen eine grolere Menge an
PolySia detektiert werden, wenn auf die Hydrolyse verzichtet wurde. Es kann vermutet
werden, dass bei der Hydrolyse die PolySia in manchen Versuchen eventuell nicht
vollsténdig gespalten wird, so dass nach Abtrennung der Nanopartikel restliche PolySia in
beiden Tests nicht detektiert werden kann. Da diese Beobachtungen nicht auf alle
Ergebnisse zutreffen und die abweichenden Messwerte in den Bereichen der
Standardabweichungen liegen, kénnen die Abweichungen auch durch Messfehler bzw.
aufgrund von typischen groReren Schwankungen der Tests herriihren, was durch die etwas
gréReren Standardabweichungen in einigen Messungen deutlich wird. Daher sollte bei den
Ergebnissen auf eine geringe Standardabweichung geachtet werden, um verléassliche
Ergebnisse zu erhalten. Aul3erdem ist zu sagen, dass die Anwesenheit der Nanopartikel bei
beiden Tests keinen negativen Einfluss auf die Testergebnisse zu haben scheint und den
Ablauf somit nicht beeinflusst. Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl beim TBA- als
auch beim Purpald®-Test auf die Hydrolyse verzichtet werden kann und die Tests direkt an

den Nanopartikeln durchfiihrbar sind.
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5.3 Anbindung von Polysialinsdure uber das Linker-System aus
APTES und Bernsteinsédureanhydrid

In dieser Arbeit wurde PolySia (ber das Linker-System aus APTES und
Bernsteinsaureanhydrid an calcinierte sowie extrahierte MCM-41-Nanopartikel sowie an
calcinierte CMS-Nanopartikel angebunden. An diesen Nanopartikeln wurden weiterfiihrende
Untersuchungen durchgefuhrt, wie zum Beispiel eine Untersuchung der modifizierten
Nanopartikel nach den verschiedenen Reaktionsschritten auf ihre Toxizitat im Hinblick auf
eine weitere Verwendung in der Nervenregeneration. Des Weiteren wurde anhand der
MCM-41-Nanopartikel Uberprift, inwiefern die Immobilisierung der PolySia stabil gegentber
Wasser, gesattigte Natriumchlorid-Lésung und PBS ist. Auch wurde eine Reacetylierung der
angebundenen PolySia an den CMS-Nanopartikeln vorgenommen, um ihre urspringliche

Molekulstruktur wieder zu erhalten.

531 MCM-A41

Fur die Immobilisierung der Nanopartikel mit PolySia Uber das Linker-System aus APTES
und BSA wurden die Nanopartikel wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben zunédchst mit APTES
funktionalisiert, so dass eine Aminofunktion auf die Oberflache der Silica-Nanopartikel
eingefuhrt wird. Anschliel3end kann das BSA mit dieser Aminofunktion reagieren, indem zum
einen eine Amidbindung entsteht und zum anderen freie Carboxylgruppen auf der
Oberflache der Silica-Nanopartikel vorhanden sind, die im letzten Reaktionsschritt mit der
Aminogruppe des Tetrabutylammonium-Salzes der deacetylierten PolySia reagieren kénnen,
wobei eine weitere Amidbindung entsteht.

Um den Erfolg dieser Reaktionssequenz zu uberprufen, wurden IR-Spektren nach allen
Funktionalisierungsschritten aufgenommen. Diese sind fur die calcinierten Nanopartikel in
Abb. 5-16 dargestellt und fir die extrahierten Nanopartikel dem Anhang zu entnehmen.
Nach dem ersten Reaktionsschritt mit APTES koénnen sehr schwache Banden zwischen
3000 und 2800 cm™' beobachtet werden, die auf eine Valenzschwingung der Alkylkette des
APTES zurickgefuhrt werden kann. Aul3erdem ist zu erkennen, dass nach der
Funktionalisierung mit APTES die Bande bei 3751 cm™

hingewiesen hat, vollstandig verschwindet, so dass angenommen werden kann, dass diese

, die auf freie Silanolgruppen

mit dem Silan reagiert haben. Daraus folgt, dass APTES erfolgreich an die Oberflache
gebunden werden konnte. Nach der Umsetzung mit BSA sind drei weitere Banden im IR-
Spektrum zu erkennen. Dabei sind die Banden bei 1650 und 1560 cm™" typische Banden,
die auf eine Amidbindung hinweisen, die in dieser Reaktion entstanden sein sollte. Die dritte
neue Bande bei 1720 cm™' deutet auf freie Carboxylgruppen an der Oberflache der MCM-
41-Nanopatrtikel hin, die flr eine weitere Reaktion mit der PolySia bendétigt werden. Aus
diesen drei neuen Banden kann geschlossen werden, dass auch die zweite Reaktion mit
dem BSA erfolgreich an der Oberflache der MCM-41-Nanopartikel abgelaufen ist. Werden

die Nanopartikel nun mit PolySia funktionalisiert, sind keine neuen Banden im Spektrum zu
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erkennen, auch keine die der PolySia zugeordnet werden kénnten. Trotzdem gibt es
Hinweise auf einen Erfolg der Anbindung, da die Intensitat der Bande bei 1720 cm™, die der
Schwingung der freien Carboxylgruppen zugewiesen werden kann und die fur die Anbindung
der PolySia notwendig ist, stark abgenommen hat. Des Weiteren ist eine Zunahme der
Intensitat der Banden bei 1650 und 1560 cm™' zu beobachten, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass eine neue Amidbindung durch die Reaktion der Aminogruppen der
deacetylierten PolySia mit den freien Carboxylgruppen an der Oberflache gebildet wurde.
Eine vergleichende Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-7 zu entnehmen.

polySia
succinic anhydride

[ ———— —— APTES
calcined MCM-41

L) T v T ¥ T v T v T T T ¥ T T T v 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7lem™

T1%

Abb. 5-16: IR-Spektren der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, nach den einzelnen Reaktionsschritten des Linker-

Systems.

Tab. 5-7: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spekiren aus Abb. 5-16 (Wellenzahlen #/cm™).

APTES BSA PolySia Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2940 2940 2940 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2874 2878 2870 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
- 1720 - (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1658 1650 1643 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia ¥
- 1560 1558 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, PolySia [263)

- 1426 1410 (C-H)-Deformationsschwingung APTES, BSA (63l
1232 1239 1239 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica (264
1077 1084 1084 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica (264
- 952 944 (Si-OH)-Deformationsschwingung Silica (el
797 805 805 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
455 463 463 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

Um die Funktionalisierungen weiter zu untersuchen, wurden TG-Messungen nach jedem
Reaktionsschritt der Sequenz des Linker-Systems an den calcinierten MCM-41-
Nanopartikeln durchgefuhrt. Eine tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der
thermogravimetrischen Messungen ist Tabelle 5-8 zu entnehmen, wéhrend die

Thermogramme im Anhang zu finden sind. Dabei sind die anféanglichen Massenverluste von
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9.6 % bei den mit APTES-funktionalisierten, von 6.6 % bei den mit BSA-modifizierten und
von 1 % bei den mit PolySia-immobilisierten Nanopartikeln bis zu einer Temperatur von etwa
150 °C auf einen Verlust von adsorbiertem Wasser zurtickzufiihren. Die unterschiedlichen
Mengen konnen aus unterschiedlichen Trocknungszeiten sowie Trocknungsverfahren
resultieren. Die zweite Stufe von 10 % bei der Funktionalisierung mit APTES, die zwischen
150 und 550 °C auftritt, kann der Verbrennung von organischen Bestandteilen des
angebundenen Silans zugeordnet werden, wéahrend bei den Nanopartikeln, die zusatzlich mit
BSA funktionalisiert wurden, ein zweistufiger Massenverlust von 3.4 % und 14.8 % in diesem
Temperaturbereich beobachtet werden kann. Dieser ist durch eine schrittweise Verbrennung
der Organik des APTES und des BSA zu erklaren. Dabei ist der Massenverlust insgesamt
groRer als bei den Nanopartikeln, die nur mit APTES modifiziert wurden, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass das BSA erfolgreich mit dem APTES reagiert hat. Nach
weiterer Umsetzung der Nanopartikel mit PolySia ist im gleichen Temperaturbereich ein
zweistufiger Massenverlust von 4.6 % und 17.8 % zu beobachten. Diese Massenverluste
kdnnen einer schrittweisen Verbrennung der Organik zugeordnet werden und sind im
Vergleich zu den zwei Stufen im Thermogramm der mit APTES und BSA-funktionalisierten
Nanopartikel groRer. Daraus folgt, dass auch in diesem Fall mehr Organik an den
Nanopartikeln gebunden sein musste. Der Dehydroxylierungsschritt der Silica-Oberflache,
der oberhalb von Temperaturen von 550 °C auftritt, kann in allen drei Thermogrammen
beobachtet werden und betragt bei den mit APTES-modifizierten Nanopartikeln 1.6 %, nach

weiterer Funktionalisierung mit BSA 1 % und nach der Anbindung von PolySia 1.4 %.

Tab. 5-8: Massenverluste sowie Restmassen der TG-Messungen an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System mit PolySia funktionalisiert wurden. Nach jedem Reaktionsschritt wurde eine

thermogravimetrische Analyse durchgefuhrt.

APTES BSA PolySia Zuordnung im Temperaturbereich
9.6 % 6.6 % 1% adsorbiertes Wasser 25-150 °C
10% 3.4 % 4.6 % Verbrennung der Organik 150-300 °C
14.8 % 17.8 % Verbrennung der Organik 300-550 °C
1.6 % 1% 1.4 % Dehydroxylierung des Silica 550-1000 °C
78.8 % 74.2 % 75.2 % Restmasse -

Des Weiteren wurden nach allen Funktionalisierungsschritten DLS-Messungen durchgefinhrt,
um zu Uberprifen, ob die Modifizierungen einen Einfluss auf die GroRe bzw. die
GrolRenverteilungen haben. Die Ergebnisse der Messungen der calcinierten Nanopartikel,
die in Ethanol dispergiert wurden, sind in Abb. 5-17 zu sehen, wahrend die Ergebnisse der
Messungen der extrahierten Nanopartikel dem Anhang zu entnehmen sind. Auch nach der
Funktionalisierung traten Probleme beim Dispergieren der Nanopartikel auf, die weiterhin
keine stabilen Suspensionen in Ethanol oder Wasser bilden und als Agglomerate vorliegen.
Dies ist auch anhand der DLS-Messungen zu erkennen, da nach allen Funktionalisierungen
zum einen groéRere Partikel detektiert werden und zum anderen die GroéRenverteilungen
wesentlich breiter sind. Nach der Anbindung von APTES betréagt die Grol3e der Partikel etwa

200 nm, wobei die GréRenverteilung zwischen 120 und 460 nm liegt. Nach einer weiteren
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Umsetzung mit BSA ist die PrimargroRe der Partikel im Vergleich zu den mit APTES-
funktionalisierten Nanopartikeln gleich geblieben, wéahrend die Groéf3enverteilung zwischen
100 und 400 nm liegt. Die gro3ten Partikel mit etwa 300 nm wurden nach der
Immobilisierung der PolySia detektiert, wobei die Grof3enverteilung zwischen 160 und
460 nm liegt. Daraus folgt, dass durch die Funktionalisierungsschritte keine Verbesserung
der Suspendierbarkeit, durch eventuelle elektrostatische Ladungen, auftritt, sondern dass
die Agglomeration noch verstarkt zu sein scheint, da sich die Nanopartikel in Ldsung
anscheinend starker zusammenlagern, so dass in den DLS-Messungen eher grof3ere

Agglomerate gemessen wurden, was sich in den breiten Grol3enverteilungen zeigt.
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Abb. 5-17: Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, die mittels des Linker-Systems

mit Polysialinséure funktionalisiert wurden, nach jedem Reaktionsschritt.

Um eine genaue Aussage Uber die Morphologie und die Grol3e der Nanopartikel zu treffen,
die mit PolySia Uber das Linker-System funktionalisiert wurden, wurden REM-Aufnahmen
der calcinierten MCM-41-Nanopartikel nach der Umsetzung mit PolySia aufgenommen, die
in Abb. 5-18 gezeigt sind.

Abb. 5-18: REM-Aufnahmen von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit Polysialinséure tber das Linker-
System aus APTES und BSA funktionalisiert worden sind (REM-PCI).

Auf diesen Aufnahmen ist zu erkennen, dass sich die spharische Form sowie die Grol3e der
Primérpartikel der unfunktionalisierten MCM-41-Nanopartikel von 50 bis 80 nm nach der

Immobilisierung von PolySia mittels des Linker-Systems nicht geéndert hat. Des Weiteren
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zeigen die Nanopartikel auch nach der Funktionalisierung mit PolySia eine Tendenz sich
zusammenzulagern, so dass die breiten GréRBenverteilungen aus den DLS-Messungen
durch den Trend der Nanopartikel zur Agglomeration erklart werden kénnen.

Weiterhin  wurden  Stickstoff-Sorptionsmessungen an den calcinierten MCM-41-
Nanopartikeln, die Gber das Linker-System mit PolySia funktionalisiert wurden, nach jedem
Reaktionsschritt durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob das Porensystem ebenfalls
funktionalisiert wird oder ob dieses frei fur weitere Anwendungen, wie zum Beispiel fur ein
Drug Delivery-System, bleibt. Die Sorptionsisothermen dieser Messungen sind im Anhang
zu finden, wahrend eine vergleichende Darstellung der Porenvolumen, die mit der BJH-
Methode ermittelt wurden, in Abb. 5-19 gezeigt ist. Daraus ist zu erkennen, dass nach der
Anbindung von APTES das Porenvolumen sehr stark abnimmt und sich die Porengrof3e auf
2.1 nm verringert, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das Silan nicht nur an die
Oberflache der Nanopartikel bindet, sondern auch an die Silanolgruppen im Porensystem,
so dass dieses mit dem Silan ausgefillt wird. Nach einer weiteren Umsetzung mit BSA
nimmt das Porenvolumen noch weiter ab, so dass keine Mesoporen mehr vorhanden sind.
Da nach der Umsetzung mit BSA die Poren vollstandig besetzt sind, kann angenommen
werden, dass die PolySia nur mit den freien Carboxylgruppen des an der Oberflache

angebundenen BSA reagiert.
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Abb. 5-19: Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden, der calcinierten MCM-41-
Nanopartikel, die Uber das Linker-System mit Polysialinsaure modifiziert wurden. Die Sorptionsmessungen wurden

nach jedem Schritt durchgefuhrt.

Um die Menge an immobilisierter PolySia an der Oberflache der MCM-41-Nanopartikel zu
bestimmen, wurde der Thiobarbitursaure-Test (TBA-Test) an den mit PolySia-
funktionalisierten Nanopartikeln sowie an denen, die mit APTES und BSA funktionalisiert
wurden, durchgefiihrt. Die Ergebnisse des TBA-Tests sind in Abb. 5-20 dargestellt. Sowohl
die calcinierten als auch die extrahierten MCM-41-Nanopartikel zeigen nach der Umsetzung
mit PolySia eine deutlich gréRere Menge an angebundener PolySia als die Nanopartikel, die

nur mit BSA umgesetzt worden sind. Fir die extrahierten Nanopartikel konnte eine Menge
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von 5600 pg PolySia pro Gramm MCM-41 detektiert werden, wahrend bei den calcinierten
Nanopartikeln 4800 pug PolySia pro Gramm MCM-41 gemessen worden sind. Daraus folgt,
dass sowohl an den calcinierten als auch an den extrahierten MCM-41-Nanopartikeln die
Polysialinsdure mittels eines Linker-Systems aus APTES und BSA an die Oberflache
angebunden werden kann. Des Weiteren kann aus den Ergebnissen entnommen werden,
dass eine groRere Menge an PolySia an die extrahierten Nanopartikel gebunden werden
kann. Dies liegt vermutlich daran, dass mit der Calcination Kondensationsreaktionen
einhergehen, wodurch die Anzahl an Silanolgruppen an der Oberflache sinkt, die somit nicht
mehr fir Oberflachenmodifizierungen zur Verfiigung stehen. Diese Kondensationsreaktionen
sollten beim Extrahieren der Nanopartikel nicht auftreten, sodass hier keine Verringerung der

Silanolgruppen stattfindet. Dieses Ergebnis korreliert mit vorherigen Studien.™*”
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Abb. 5-20: Ergebnisse des TBA-Tests an extrahierten (rot) und calcinierten (blau) MCM-41-Nanopartikeln, die tiber
das Linker-System mit PolySia funktionalisiert wurden (rechte Spalten) und an Nanopartikeln, die nur mit APTES
und BSA modifiziert sind (linke Spalten).

Um die Stabilitéat der Bindung der PolySia an die Oberflache der MCM-41-Nanopartikel Giber
das Linker-System zu testen, wurden die calcinierten mit PolySia-funktionalisierten
Nanopartikel mit verschiedenen Lésemitteln Gber verschiedene Zeitrdume gewaschen und
anschlieBend mit dem TBA-Test auf die restliche angebundene Menge an PolySia
untersucht. Die Ergebnisse des TBA-Tests, bei dem die Nanopartikel mit Wasser
gewaschen wurden, sind in Abb. 5-21 gezeigt. Die Ergebnisse des TBA-Tests der
Nanopartikel, die mit PBS gewaschen wurden, sind dem Anhang zu entnehmen. Aus
Abb. 5-21 ist ersichtlich, dass etwa die Halfte der angebundenen Menge an PolySia bereits
nach einer Stunde durch Wasser abgewaschen wurde. AnschlieRend ist die Menge an
detektierter PolySia an den Nanopartikeln bis zu zwei Wochen konstant, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die noch vorhandene Menge an gebundener PolySia
entweder kovalent Uber Amidbindungen bzw. Uber sehr starke ionische Bindungen an die
Oberflache Uber die freien Carboxylgruppen des BSA gebunden ist und sich durch Wasser

Uber zwei Wochen nicht weiter abwaschen lasst. Die Menge an angebundener PolySia, die
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durch Wasser abgewaschen wurde, kann der Polysialinsaure, die nur auf der Oberflache

abgelagert wurde, zugeordnet werden.
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Abb. 5-21: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die tber das Linker-System mit

PolySia funktionalisiert und anschlieBend uber verschiedene Zeitrdume mit Wasser gewaschen wurden.

Da Wasser nicht in der Lage ist, eine eventuell vorhandene ionische Bindung zwischen dem
BSA und der PolySia zu brechen, wurde eine weitere Waschreihe mit gesattigter
Natriumchlorid-Losung durchgefiihrt, da hiermit die ionische Bindung gebrochen werden

kann. Die Ergebnisse des TBA-Tests dieser Waschreihe sind in Abb. 5-22 dargestellt.
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Abb. 5-22: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die Gber das Linker-System mit
PolySia funktionalisiert und anschliefend uber verschiedene Zeitrdume mit einer geséattigten Natriumchlorid-Lésung

gewaschen wurden.

Bei dieser Waschreihe konnte bereits nach einer Stunde Uber die Hélfte der immobilisierten
Menge an PolySia abgewaschen werden. Allerdings ist die detektierte Menge an PolySia
anschlieBend bis zu zwei Wochen konstant, wobei die leichten Unterschiede auf die
typischen Schwankungen des TBA-Tests zuriickgefihrt werden kénnen. Da bei dem

Waschen mit gesattigter Natriumchlorid-Losung bereits nach einer Stunde eine etwas
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gréRere Menge an PolySia abgespult werden konnte, ist davon auszugehen, dass diese
ionisch an den Nanopartikeln gebunden war, so dass diese Bindung durch die
Natriumchlorid-Losung gebrochen werden konnte. Daher wurde nicht nur PolySia, die sich
an der Oberflache abgelagert hat, abgewaschen. Da sich die immobilisierte Menge an
PolySia Uber einen Zeitraum von zwei Wochen nicht geéndert hat, kann angenommen
werden, dass dieser Teil kovalent an die freien Carboxylgruppen gebunden ist.

Zur weiteren Uberpriifung, ob PolySia an die Nanopartikel angebunden werden konnte,
wurden calcinierte und extrahierte MCM-41-Nanopartikel, die mit PolySia mittels des Linker-
Systems funktionalisiert wurden, sowie unfunktionalisierte MCM-41-Nanopartikel als
Negativkontrolle mit dem inaktiven Endo-Allophycocyanin (Endo-APC) umgesetzt, das
spezifisch an PolySia bindet, diese jedoch nicht zerstort. Dadurch wird diese unter dem
Mikroskop sichtbar. Die Aufnahmen dieser Untersuchung sind in Abb. 5-23 zu sehen. Darauf
ist zu erkennen, dass die Negativkontrolle mit den unfunktionalisierten MCM-41-
Nanopartikeln klar negativ ist, wahrend die calcinierten sowie extrahierten Nanopartikel, die
mit PolySia funktionalisiert wurden, positiv mit der Endo-APC reagieren. Dies zeigt sich
dadurch, dass die mit PolySia-funktionalisierten Nanopartikeln im Weildlicht als dunkle
Punkte und bei 690 nm als weil3 leuchtende Punkte zu erkennen sind, wahrend bei den
unfunktionalisierten Nanopartikeln nichts auf den Bildern zu beobachten ist. Daraus folgt,
dass PolySia erfolgreich an die Oberflache der MCM-41-Nanopartikel gebunden werden
konnte. Des Weiteren ist zu beobachten, dass im Weil3licht die calcinierten und extrahierten
Proben vergleichbar aussehen, wobei aufféllt, dass die Gré3e der calcinierten Nanopartikel
etwas kleiner und homogener ist. Die Fluoreszenzmarkierung bei 690 nm ergab bessere
Ergebnisse bei den extrahierten Nanopartikeln, was auch durch die inhomogenere
GroRenverteilung hervorgerufen werden kann.

Abb. 5-23: Ergebnisse der Umsetzung von unfunktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln (linke Spalte), von

extrahierten mit PolySia-beschichteten MCM-41-Nanopartikeln (mittlere Spalte) und von calcinierten mit PolySia-
modifizierten MCM-41-Nanopartikeln (rechte Spalte) mit Endo-APC. In der oberen Reihe sind die Aufnahmen unter
WeiBlicht zu sehen, wahrend in der unteren Reihe die Aufnahmen bei 690 nm abgebildet sind.
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Um eine Aussage Uber die Toxizitat der funktionalisierten MCM-41-Nanopartikel treffen zu
kénnen, wurden nach jedem Funktionalisierungsschritt des Linker-Systems MTT-Tests
durchgefihrt. Alle Ergebnisse der Experimente mit PC-12-Zellen sind im Anhang zu finden.
Die Ergebnisse der Zellkulturexperimente mit HepG2-Zellen von den mit APTES-
funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln sind in Abb. 5-24 gezeigt. Wie schon bei den
unfunktionalisierten Nanopartikeln, zeigen die extrahierten Nanopartikel eine sehr hohe
Toxizitat, wahrend die calcinierten Nanopartikel auch in diesem Fall wieder gut
biokompatibel gegentber HepG2-Zellen sind. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass die toxische Wirkung der extrahierten Nanopartikel nicht von dem angebundenen
APTES kommt, sondern vom restlichen CTAB im Porensystem. Um diese Annahme zu
Uberprifen, wurden auch extrahierte Nanopartikel, die anschlieRend mit DMF gewaschen
wurden, mit APTES funktionalisiert und in Zellkulturexperimenten untersucht (s. Abb. 5-24).
Dabei zeigt sich, dass die Viabilitdét der Zellen bei den extrahierten Nanopartikeln stark
ansteigt und mit der Viabilitéat der Zellen bei den calcinierten Nanopartikeln vergleichbar ist,
so dass bestatigt wird, dass das CTAB mit Hilfe von DMF aus den Poren gewaschen werden
kann und dass APTES als Oberflachenmodifizierung nicht toxisch fir HepG2-Zellen ist.
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Abb. 5-24: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit APTES-funktionalisierten MCM-41-

Nanopartikeln.

Die Ergebnisse des MTT-Tests mit Nanopartikeln, die mit APTES und BSA funktionalisiert
wurden, sind in Abb. 5-25 abgebildet. Aus diesen Messungen ist ersichtlich, dass sowohl die
calcinierten als auch die extrahierten Nanopartikel eine gute Biokompatibilitat zeigen, wobei
die Viabilitat der Zellen bei den calcinierten Nanopartikeln leicht groRer ist. Daraus folgt,
dass die Oberflachenmodifizierung mit APTES und BSA keine toxischen Effekte gegeniber
HepG2-Zellen zeigt. Da die Reaktion mit BSA an den extrahierten mit APTES-
funktionalisierten Nanopartikeln in DMF durchgefiihrt wird, konnte aus diesen Ergebnissen
angenommen werden, dass das SDA aus dem Porensystem bei der Anbindung von BSA
gewaschen wird, so dass die Viabilitdt der Zellen bei extrahierten Nanopartikeln nun besser

ist als nach der Immobilisierung von APTES. Diese Hypothese wurde daher an den
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unfunktionalisierten extrahierten Nanopartikeln sowie an extrahierten mit APTES-
modifizierten Nanopartikeln getestet, indem die extrahierten Nanopartikel mit DMF
gewaschen wurden. Diese Ergebnisse wurden bereits in vorherigen Kapiteln besprochen (s.
Abb. 5-7 und 5-24). Die kleinen Unterschiede in der Viabilitdt der Zellen zwischen den
extrahierten und calcinierten Nanopartikeln, kann dadurch erklart werden, dass noch sehr
geringe Mengen an CTAB in den Poren vorhanden ist, auch nach dem Waschen mit DMF.
Jedoch ist die Viabilitdt der Zellen bei den extrahierten Nanopartikeln so gut, dass das CTAB

keine toxischen Auswirkungen mehr zeigt.
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Abb. 5-25: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit APTES und BSA-funktionalisierten
MCM-41-Nanopartikeln.

In Abb. 5-26 sind die Ergebnisse der Zellkulturexperimente mit MCM-41-Nanopartikeln, die

mit PolySia Uber das Linker-System funktionalisiert wurden, gezeigt.
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Abb. 5-26: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit PolySia
Uber das Linker-System aus APTES und BSA modifiziert wurden.
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In diesem Fall zeigen beide Nanopartikel eine sehr gute Biokompatibilitdt gegentiber HepG2-
Zellen, wobei nur noch sehr geringe Unterschiede zwischen den calcinierten und
extrahierten Nanopartikeln ausgemacht werden kénnen. Daraus folgt, dass die mit PolySia
Uber das Linker-System funktionalisierten Nanopartikel keine toxischen Effekte gegenliber
HepG2-Zellen innerhalb von 5 Tagen zeigen.

Da die mit PolySia-funktionalisierten Nanopartikel in der Nervenregeneration angewendet
werden sollen, wurden diese Nanopartikel zusétzlich mit immortalisierten Schwann-Zellen
(ISC) mittels des MTT-Tests untersucht, da die ISC essentiell fir die Nervenregeneration
sind. Die Ergebnisse dieser Untersuchung tber zwei Wochen sind in Abb. 5-27 dargestellt,

die Ergebnisse der Untersuchung tber sieben Tage sind im Anhang zu finden.
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Abb. 5-27: Ergebnisse des MTT-Tests mit immortalisierten Schwann-Zellen (ISC) nach zwei Wochen an MCM-41-
Nanopartikeln, die mit PolySia tiber das Linker-System aus APTES und BSA modifiziert wurden.

In dem Zellkulturexperiment, das Uber zwei Wochen lief, wurden nur die beiden héchsten
Konzentrationen an Nanopartikeln getestet. Dabei ist ein stetiger Anstieg der Viabilitat der
Zellen Uber den gesamten Kultivierungszeitraum zu beobachten, wenn nur Medium zu den
Zellen gegeben wird. Bei der Zugabe von Nanopartikeln ist die Viabilitat der ISC-Zellen stets
geringer als die Viabilitat der Zellen im reinen Medium, wobei der Unterschied an Tag 7 sehr
gering ist. Au3erdem ist zu erkennen, dass die Viabilitét der Zellen bei den Nanopartikeln bis
zu einer Woche ansteigt. Anschliel3end sinkt die Viabilitat bei den extrahierten Nanopartikeln
im Fall der héheren Konzentration leicht, wahrend sie bei der kleineren Konzentration sowie
bei beiden Konzentrationen der calcinierten Nanopartikel in etwa gleich bleibt. An Tag 14
kann bei den extrahierten Nanopartikeln nochmals eine Zunahme der Viabilitdt beobachtet
werden, wahrend die Viabilitat der Zellen bei den calcinierten Nanopartikeln in etwa konstant
bleibt. Bei diesem MTT-Test zeigt die kleinere Konzentration zu jedem Zeitpunkt eine hdhere
Viabilitdt der Zellen. Des Weiteren ist kein signifikanter Unterschied zwischen den
calcinierten und extrahierten Nanopartikeln zu beobachten, mit Ausnahme von Tag 14, an
dem die extrahierten Nanopartikel eine héhere Viabilitat aufweisen. Aus diesen Ergebnissen

folgt, dass die Nanopartikel fir ISC-Zellen nicht toxisch sind, da stets eine gute Viabilitat der
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Zellen beobachtet werden konnte, auch wenn diese nicht der des reinen Mediums
entspricht. Auch scheinen die ISC-Zellen ein langsameres Wachstum auf den Nanopartikeln
zu haben, wodurch erst ab dem siebten Tag eine sehr gute Viabilitat beobachtet werden
kann.

Zu diesen Zellkulturexperimenten wurden DAPI Farbungen am vierten, siebten und
vierzehnten Tag angefertigt, um vorhandene Zellkerne durch blaues fluoreszieren sichtbar
zu machen. Die Farbungen von den Nanopartikeln, die in einer Konzentration von 500 ppm
kultiviert wurden, sind in Abb.5-28 zu sehen, wahrend die Farbungen mit einer

Konzentration von 1000 ppm dem Anhang zu entnehmen sind.

extrahiert calciniert Medium

Abb. 5-28: DAPI Farbungen der Zellkulturexperimente mit ISC-Zellen von reinem Medium (rechts) sowie
extrahierten (links) und calcinierten (Mitte) MCM-41-Nanopartikeln, die mit PolySia Gber das Linker-System
funktionalisiert wurden. Diese wurden mit einer Konzentration von 500 ppm an Tag 4 (oben), Tag 7 (Mitte) und

Tag 14 (unten) getestet.

Auf allen Bildern kann ein blaues Fluoreszieren beobachtet werden. Werden die Zellen in
reinem Medium kultiviert, kénnen einzelne sehr kleine Punkte beobachtet werden, die den
Zellkernen zugeordnet werden kénnen. Sind Nanopartikel bei der Kultivierung vorhanden,
kénnen gréRere Aggregate beobachtet werden, die zum Teil blau fluoreszieren. Anhand der
Bilder, die von den Kultivierungen mit Nanopartikeln gemacht wurden, ist erneut die Tendenz
der Nanopartikel sich zu groRen Agglomeraten zusammenzulagern zu erkennen, da sich die
Nanopartikel bereits am vierten Tag der Kultivierung abgesetzt haben. Sie konnten auch
beim Waschen der Zellen nicht abgespuilt werden, wodurch ein Nanopartikelfilm auf den

Zellen entstand. Durch diesen Nanopartikelfilm sind die Zellen bzw. die Zellkerne nicht mehr



20 5 Ergebnisse und Diskussion

deutlich sichtbar und die DAPI Farbungen nicht aussagekraftig im Bezug auf die Farbung
der Zellen, da teilweise sehr groRe Aggregate, die blau fluoreszieren, zu erkennen sind.
Diese Agglomeration kénnte auch ein Grund flr das schlechtere Wachstum der Zellen in

Gegenwart der Nanopartikel sein.

5.3.2 Kolloidale mesopordse Silica-Nanopartikel

Der Erfolg der Anbindung von PolySia Uber das Linker-System aus APTES und BSA an
calcinierten Kkolloidalen mesopordsen Silica-Nanopartikeln (CMS) wurde mit der IR-

Spektroskopie untersucht. Die IR-Spektren nach jedem Schritt sind in Abb. 5-29 gezeigt.
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Abb. 5-29: IR-Spektren der calcinierten CMS-Nanopartikel, nach den einzelnen Reaktionsschritten des Linker-

Systems.

Bei diesen Nanopartikeln kdnnen nach der Immobilisierung von APTES zwei sehr schwache
Banden bei 2937 und 2885cm™' beobachtet werden, die den Alkylgruppen des Silans
zugeordnet werden koénnen. Nach einer weiteren Umsetzung mit BSA sind bei diesen
Nanopartikeln ebenfalls drei neue Banden zu erkennen. Dabei kbnnen die Banden bei 1645
und 1564 cm™" auf die Schwingung der neu gebildeten Amidbindung zuriickgefuhrt werden,
wahrend die Bande bei 1734 cm™ auf freie Carboxylgruppen hindeutet, die flir eine Reaktion
mit der deacetylierten PolySia notwendig sind. Nach der Funktionalisierung mit PolySia
nimmt die Intensitat der Bande der Carboxylgruppe ab, was auf eine erfolgreiche Anbindung
der PolySia hindeutet. AuRderm kann eine Zunahme der Intensitdt der Amidbanden
beobachtet werden, woraus auf eine neu gebildetete Amidbindung geschlossen werden

kann. Die Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-9 zu entnehmen.
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Tab. 5-9: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spekiren aus Abb. 5-29 (Wellenzahlen #/cm™).

APTES BSA PolySia Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2937 2946 2931 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA [
2885 2879 2872 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA [
- 1734 - (C=0)-Valenzschwingung BSA 163l
1645 1645 1637 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia (63l
- 1564 1549 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid)  BSA, PolySia 163l

- 1408 1423 (C-H)-Deformationsschwingung APTES, BSA [
1091 1097 1083 (Si—O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
950 957 950 (Si—-OH)-Deformationsschwingung Silica (264
809 802 802 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
469 462 462 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Des Weiteren wurden thermogravimetrische Messungen nach jedem
Funktionalisierungsschritt durchgefuihrt. Eine tabellarische Zusammenfassung der TG-
Messungen ist in Tabelle 5-10 gezeigt. Die dazugehdrigen Thermogramme sind im Anhang

dargestellt.

Tab. 5-10: Massenverluste sowie Restmassen der TG-Messungen der calcinierten CMS-Nanopartikel, die Gber das
Linker-System mit PolySia funktionalisiert wurden. Nach jedem Reaktionsschritt wurde eine thermogravimetrische

Analyse durchgefihrt.

APTES BSA PolySia Zuordnung im Temperaturbereich
4.6 % 33% 12.6 % adsorbiertes Wasser 25-150 °C
14.9% 72% 9.8 % Verbrennung der Organik 150-300 °C
14.6 % 12.4 % Verbrennung der Organik 300-600 °C
05% 1.9% 1.3% Dehydroxylierung des Silica 600-1000 °C
80.9 % 73 % 63.9 % Restmasse -

Die zu beobachtenden Massenverluste von 4.5 % fir die mit APTES-funktionalisierten,
3.3 % bei den mit BSA-modifizierten und von 12.6 % bei den mit PolySia-immobilisierten
Nanopartikeln, bis zu einer Temperatur von etwa 150 °C, sind dem Verlust von Wasser
zuzuordnen. Dabei kann der sehr grof3e Massenverlust bei den Nanopartikeln, die mit
PolySia funktionalisiert wurden, auf die sehr gute Hydrophilie der PolySia zurtickgefihrt
werden, wodurch mehr Wasser an die Oberflache adsorbiert. Bei der Anbindung von APTES
ist ein einstufiger Massenverlust von 14 % zwischen 150 und 650 °C zu erkennen, der auf
eine Verbrennung der Organik des Silans zurlickgefiihrt werden kann. Nach der Umsetzung
mit BSA tritt ein Massenverlust Uber zwei Stufen von 7.2 % und 14.6 % auf, der durch die
Verbrennung der Organik entsteht. Daher kann dieser der Verbrennung von APTES und
BSA zugeordnet werden. Da dieser insgesamt grof3er ist, kann davon ausgegangen werden,
dass die Anbindung von BSA erfolgreich war. Nach weiterer Umsetzung mit PolySia ist
ebenfalls ein zweistufiger Massenverlust im Temperaturbereich zwischen 150 °C und 550 °C
zu beobachten, der der schrittweisen Verbrennung der Organik zugeordnet werden kann. Im
Vergleich zu dem Thermogramm der Nanopartikel, die mit BSA modifiziert wurden, ist die

erste Stufe mit 9.8 % grol3er, wahrend die zweite Stufe von 12.4 % einen etwas kleineren
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Massenverlust zeigt. Insgesamt ist die Verbrennung der Organik geringflgig gréRer als bei
den mit BSA-funktionalisierten Nanopartikeln. Der letzte Massenverlust geht bei allen drei
Thermogrammen auf die Dehydroxylierung der Silica-Oberflache zurtck.

Von den funktionalisierten CMS-Nanopartikeln wurden DLS-Messungen aufgenommen, um
die GroRe und das Agglomerationsverhalten zu beobachten. Die Daten sind in Abb. 5-30
dargestellt.

—=—calcined CMS
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—A— succinic anhydride
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Abb. 5-30: Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten CMS-Nanopartikel, die mittels des Linker-Systems mit

Polysialinsaure funktionalisiert wurden.

Daraus ist zu entnehmen, dass mit der APTES-Funktionalisierung der CMS-Nanopartikel
eine Zunahme der Grofl3e der Primarpartikel von 95 nm auf 126 nm einhergeht, die bei
weiterer Umsetzung mit BSA konstant bleibt. Die GrélRRenweitenverteilung bleibt im Vergleich
konstant und liegt nach beiden Funktionalisierungsschritten etwa zwischen 80 und 200 nm.
Diese VergréRerung deutet darauf hin, dass die Funktionalisierungsschicht auf der
Oberflache der Nanopartikel zu dieser Vergrol3erung beitragt und die weiten
GroRenverteilungen zeigen auch bei diesen Nanopartikeln, dass sich Aggregate ausbilden.
Nach der Immobilisierung der PolySia kann eine weitere Zunahme der Primarpartikelgrof3e
auf 170 nm beobachtet werden, wahrend die GroRenverteilung breiter wird und zwischen 90
und 260 nm liegt. Daher kann angenommen werden, dass die Polysialinsdure, die vermutlich
als Knauel an der Oberflache vorliegt und somit viel Platz beansprucht, bei den DLS-
Messungen mit detektiert wird, wodurch sich die gré3ere PriméarpartikelgrofRe erkléaren liel3e.
Des Weiteren ist zu sagen, dass auch nach der Funktionalisierung die Tendenz zur
Agglomeratbildung weiterhin vorliegt, was sich in den breiten Gro3enverteilungen zeigt.

Um zu Uberprifen, ob die Immobilisierungen nur an der Oberflache oder auch im
Porensystem erfolgen, wurden Stickstoff-Sorptionsmessungen an den funktionalisierten
Nanopartikeln durchgefiihrt. Ein Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode
ermittelt wurden, ist in Abb. 5-31 dargestellt. Die Sorptionsisothermen sind dem Anhang zu
entnehmen. Anhand der Porenvolumen ist zu erkennen, dass nach jedem

Funktionalisierungsschritt das Porenvolumen abnimmt und sich die Grof3e der Poren
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verkleinert, aul3er nach der Anbindung von PolySia, bei der die GroRe der Poren etwa gleich

bleibt und nur das Porenvolumen sinkt. Dabei zeigen die mit APTES-funktionalisierten CMS-

Nanopartikel eine Porengrof3e von 1.9 nm, die mit BSA- sowie die mit PolySia-modifizierten

Nanopartikel eine Grél3e von circa 1.7 nm.
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Abb. 5-31: Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden, der calcinierten CMS-

Nanopartikel, die Uber das Linker-System mit Polysialinsdure modifiziert wurden.

Fur die Bestimmung der immobilisierten Menge an PolySia wurde der TBA-Test an den mit

PolySia-funktionalisierten Nanopartikeln sowie an

Nanopartikeln, an denen noch keine

PolySia gebunden wurde, durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-32 gezeigt.

4000 -
3500
3000

2500 +

ug PolySia | g CMS
S a o
g 88

500 ~

" calcined = APTES

succinic

PolySia

anhydride

Abb. 5-32: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die iber das Linker-System mit PolySia

funktionalisiert wurden. Dabei wurde nach jedem Funktionalisierungsschritt ein TBA-Test durchgefiihrt.

Aus den Messungen ist ersichtlich, dass die Anbindung von PolySia an calcinierte CMS-

Nanopartikel erfolgreich war, da abziglich des Blindwertes von etwa 400 pg eine Menge von

etwa 2900 pg PolySia pro Gramm Nanopartikel g

ebunden werden konnte. Da bei allen
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Nanopartikeln, an denen noch keine PolySia immobilisiert wurde, die gleiche Menge von
etwa 400 ug detektiert wurde, kann davon ausgegangen werden, dass an diesen
Nanopartikeln keine PolySia angebunden ist und es sich bei diesen Werten um Blindwerte
handelt.

Um eine Aussage Uber die Biokompatibilitdét der calcinierten CMS-Nanopartikel, die mit
PolySia funktionalisiert wurden, zu erhalten, wurden diese mittels des MTT-Tests untersucht.
Die Ergebnisse der Experimente mit den HepG2-Zellen sind in Abb. 5-33 gezeigt. Daraus ist
ersichtlich, dass die Viabilitit der Zellen bei diesen Nanopartikeln vergleichbar mit der
Viabilitat der Zellen des reinen Mediums ist, auch wenn die Viabilitdét bei hoheren
Konzentrationen leicht abnimmt. Daraus folgt, dass die CMS-Nanopartikel gut biokompatibel

gegentber HepG2-Zellen sind.
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Abb. 5-33: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit
PolySia Uber das Linker-System aus APTES und BSA funktionalisiert wurden.

Des Weiteren wurden die Nanopartikel mit ISC-Zellen getestet. Diese Ergebnisse sind in
Abb. 5-34 gezeigt. In diesem Test ist eine sehr gute Biokompatibilitdt bei Konzentrationen
von 10 und 100 ppm zu beobachten, die mit weiterer Zunahme der Konzentration stark
abnimmt. Vergleicht man dieses Ergebnis nach fiinf Tagen Kultivierung mit den Ergebnissen
der Kultivierung der MCM-41-Nanopartikel, die Uber zwei Wochen erfolgte (s. Abb. 5-27),
kann angenommen werden, dass die Kultivierungsdauer nicht ausreichend war, da bei den
MCM-41-Nanopartikel die Viabilitat der Zellen bei den beiden héchsten Konzentrationen am
vierten Tag etwa vergleichbar ist mit denen aus dem Test mit den CMS-Nanopartikeln, so
dass angenommen werden kann, dass die Viabilitdt bei weiterer Kultivierung vermutlich
ansteigt. Bei den MCM-41-Nanopartikeln konnte eine gute Viabilitdt der Zellen fir
Konzentrationen von 500 und 1000 ppm erst ab dem siebten Tag beobachtet werden. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die ISC-Zellen auf den Nanopartikeln langsamer
wachsen und erst mit einer héheren Kultivierungsdauer héhere Viabilitdéten der Zellen

zeigen.
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Abb. 5-34: Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit
PolySia Uber das Linker-System aus APTES und BSA modifiziert wurden.
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Die mit PolySia-immobilisierten CMS-Nanopartikel wurden in einem in vitro-Test in
gequetschte N. ischiadicus Nerven von adulten Ratten injiziert und anschliel3end kultiviert,
um deren Auswirkung auf den Nerven Uber sieben Tage zu Uberprifen. Da nach sieben
Tagen bei beiden Farbeprotokollen keine eindeutigen Aussagen Uber den Aufenthalt der
Nanopartikel gemacht werden konnte, sind keine Ergebnisse der Farbungen dargestellt.
AuBerdem wurden REM-Aufnahmen von L&ngsschnitten angefertigt, zunachst mit einem

Jow vacuum-Modus”, um den Nerven nicht zu beschadigen. Diese Aufnahmen sind in

Abb. 5-35 abgebildet.

Abb. 5-35: REM-Aufnahmen im ,low vacuum-Modus* von Nervenlangsschnitten, in denen calcinierte mit PolySia-
immobilisierte CMS-Nanopartikel injiziert wurden (REM-ACI).
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Dabei ist deutlich der Langsschnitt des Nerven zu erkennen und bei héherer Vergrol3erung
wird auch die Struktur des Nerven sichtbar, jedoch sind keine Nanopartikel auszumachen.
Dies liegt eventuell daran, dass mit dem REM-ACI nicht hdher aufgeldst werden konnte. Die
Nanopartikel sind jedoch nur 40 nm grof3, so dass diese auf den Aufnahmen nicht zu
erkennen sind. Eine weitere Mdoglichkeit wére, dass die Nanopartikel wéhrend der
Kultivierung aus dem Nerven wegdiffundiert sind oder sich aufgeltst haben.

Da die Aufnahmen am REM-ACI keinen Aufschluss auf die Nanopartikel gegeben hat,
wurden Querschnitte der Nerven nochmals unter dem REM-PCI im Hochvakuum
angeschaut. Die Aufnahmen der Nerven sind in Abb. 5-36 gezeigt. Darauf sind an
verschiedenen Stellen der Nerven kleine sphéarische Punkte zu erkennen. Diese kdnnen
nicht eindeutig den Nanopartikeln zugeordnet werden, liegen jedoch etwa in deren
GrolRenbereich. Da es keine Axone sein kdnnen und die Punkte flir Mikrotubuli der Axone
nicht geordnet genug vorliegen, kann angenommen werden, dass es sich bei diesen
Punkten um injizierte Nanopartikel handelt, die im interstiliellen Raum, das heif3t zwischen
den Axonen und den Zellen, angeordnet sind. Daher kénnen zu den in vitro-Tests im Nerven
keine genauen Aussagen Uber den Aufenthalt der Nanopartikel gemacht werden, da die
Ergebnisse nicht aussagekréftig sind. Es kénnte sein, dass sich die Nanopartikel noch im

Nerven aufhalten oder eventuell aus dem Nerven heraus gespllt wurden.

Abb. 5-36: REM-Aufnahmen im Hochvakuum von Nervenquerschnitten, in denen calcinierte mit PolySia-
immobilisierte CMS-Nanopartikel injiziert wurden (REM-PCI).

Um die Aminogruppen der PolySia zu reacetylieren, wurden die mit PolySia-
funktionalisierten Nanopartikel mit Essigsaureanhydrid umgesetzt. Um den Erfolg der
Reaktion zu Uberprifen, wurden IR-Spektren nach den einzelnen Schritten aufgenommen,
die in Abb. 5-37 gezeigt sind. Da bereits nach der Immobilisierung der PolySia keine Banden
zu beobachten sind, die direkt der PolySia zugeordnet werden kdnnen, ist kein direkter
Nachweis fur den Erfolg der Reaktion zu erkennen. Allerdings kann nach der Reacetylierung
eine leichte Zunahme der Intensitat der Bande bei 1642 cm™ beobachtet werden, die einer
Amidbindung zugeordnet werden kann, die bei der Reacetylierung entstanden sein sollte.
Nach der weiteren Umsetzung mit Natronlauge kann auch eine Zunahme der Intensitéat der
zweiten Bande der Amidschwingung beobachtet werden, die ebenfalls flir eine erfolgreiche

Reacetylierung spricht. Des Weiteren ist eine Zunahme der Intensitdt der Bande bei
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1701 cm™" zu erkennen, die eventuell der wieder eingefuhrten Carbonylgruppe zugeordnet

werden kdnnte. Eine Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-11 zu entnehmen.
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Abb. 5-37: IR-Spektren der calcinierten CMS-Nanopartikel, nach der Umsetzung mit PolySia, nach der

Reacetylierung sowie nach der weiteren Umsetzung mit Natronlauge.

Tab. 5-11: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-37 (Wellenzahlen #/cm™).

PolySia Et,O NaOH Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2937 2937 2937 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2870 2878 2863 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
1723 1723 1701 (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1642 1642 1634 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia (63l
1553 1561 1561 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, PolySia (63l
- - 1420 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser, PolySia %%
1227 1249 1242 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1093 1093 1093 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
953 946 953 (Si—-OH)-Deformationsschwingung Silica (264
812 805 805 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
458 465 472 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

AulRerdem wurde nach der Reacetylierung sowie nach der weiteren Umsetzung mit

Natronlauge die Menge an angebundener PolySia mittels des TBA-Tests bestimmt, um

Aussagen Uber negative Effekte auf die Anbindung durch die weiteren Reaktionen zu

erhalten. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-38 dargestellt. Anhand dieses Tests ist zu erkennen,

dass die Menge an angebundener PolySia wahrend der Reaktionen abnimmt, wobei eine

wesentlich groRere Abnahme bei der Entfernung der Esterbindungen auftritt. Dies kénnte

eventuell daran liegen, dass die Amidbindungen, Uber die die PolySia an die Nanopartikel

angebunden ist, von der Natronlauge in wassriger Losung teilweise angegriffen werden, so

dass ein Teil der PolySia durch diese Reaktion abgetrennt wird und somit nicht mehr

detektiert werden kann. Jedoch ist nach der Umsetzung mit Natronlauge noch eine grol3e

Menge an PolySia gebunden.
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Abb. 5-38: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Umsetzung mit PolySia, nach

der Reacetylierung und nach weiterer Umsetzung mit Natronlauge.

5.3.3 Vergleichende Diskussion

Es konnte erfolgreich PolySia an extrahierte und calcinierte MCM-41-Nanopartikel sowie an
calcinierte CMS-Nanopartikel gebunden werden. Dabei konnte bei den MCM-41-
Nanopartikeln mit 5600 pug PolySia pro Gramm MCM-41 die héchste Menge an extrahierte
Nanopartikel gebunden werden. Mit 4800 pg PolySia pro Gramm MCM-41 zeigen die
calcinierten MCM-41-Nanopartikel eine geringere Menge, wahrend die calcinierten CMS-
Nanopartikel mit 3300 pg PolySia pro Gramm CMS die geringste Menge aufweisen. Der
Unterschied der Menge an angebundener PolySia zwischen den extrahierten und
calcinierten MCM-41-Nanopartikeln liegt daran, dass bei der Calcination der Nanopartikel
Kondensationsreaktionen auftreten, wodurch sich die Anzahl an Silanolgruppen, die fur die
Funktionalisierung zur Verfugung stehen, verringert. Das die CMS-Nanopartikel eine
geringere Menge an immobilisierter PolySia aufweisen als die MCM-41-Nanopartikel, kann
daran liegen, dass diese Nanopartikel kleiner sind und ein anderes Porensystem aufweisen,
was sich auf die Anbindung auswirken kann. Eventuell kann das hexagonal geordnete
Porensystem des MCM-41 besser funktionalisiert werden als das ungeordnete Porensystem
der CMS-Nanopartikel. Des Weiteren konnte durch die grof3ere Oberflaiche der CMS-
Nanopartikel im ersten Schritt bereits mehr APTES gebunden worden sein, so dass dies bei
der Anbindung der PolySia stért und somit geringere Mengen angebunden werden konnten.
Dass durch eine geringere Menge an APTES hdhere Mengen an PolySia gebunden werden
kénnen, wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten gezeigt.*”*%®! Weiterhin konnte an den
MCM-41-Nanopartikeln mit Waschreihen gezeigt werden, dass sich ein Teil der PolySia nur
auf die Oberflache der Nanopartikel ablagert, der bereits nach einer Stunde durch Wasser
abgewaschen werden konnte. AufRerdem wurde gezeigt, dass sich der restliche Teil an
gebundener PolySia in eine geringe Menge an ionisch gebundener und eine grél3ere Menge
an kovalent gebundener PolySia unterteilt. Die kovalent gebundene Menge konnte auch
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nach zwei Wochen nicht abgewaschen werden und ist somit stabil an die Nanopartikel
gebunden. Aufgrund der spateren Verwendung der Materialien in biomedizinischen
Anwendungen wurden die Nanopartikel in Zellkulturexperimenten mit verschiedenen
Zellentypen getestet. Dabei ergab sich, dass die calcinierten MCM-41-Nanopartikel nach
jeder Funktionalisierung mit HepG2-Zellen eine gute Viabilitat der Zellen zeigten, wahrend
die extrahierten Nanopartikel erst nach der BSA-Funktionalisierung gute Viabilitdéten der
Zellen zeigten. Daraus wurde geschlossen, dass bei der Anbindung von BSA in DMF
restliches CTAB aus den Poren gewaschen wurde, wodurch sich die Viabilitéat der Zellen
gegeniber diesen Nanopartikeln verbesserte. Um diese These zu prifen, wurden extrahierte
Nanopartikel mit DMF gewaschen und anschlieBend mit APTES umgesetzt. Nach dieser
Behandlung zeigten auch die extrahierten Nanopartikel eine gute Viabilitéat der Zellen. Die
calcinierten CMS-Nanopartikel, die mit PolySia funktionalisiert wurden, sind ebenfalls gut
biokompatibel gegeniiber HepG2-Zellen. Des Weiteren wurden die Nanopartikel mit 1SC-
Zellen getestet, wobei die MCM-41-Nanopatrtikel, die Gber zwei Wochen untersucht wurden,
einen steten Anstieg der Viabilitdt der Zellen bis zu einer Woche zeigen, der dann etwa
gleich bleibt bzw. leicht sinkt. Auch sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den
extrahierten und calcinierten Nanopartikel zu beobachten, mit Ausnahme von Tag 14. Da die
Viabilitdt der Zellen ansteigt und nicht sinkt, kann davon ausgegangen werden, dass die
Nanopartikel gut biokompatibel sind, jedoch das Wachstum der Zellen verlangsamen. Bei
dem Test mit ISC-Zellen der calcinierten CMS-Nanopartikel, die mit PolySia funktionalisiert
wurden, zeigen nur die geringen Konzentrationen eine gute Viabilitéat der Zellen, die ab einer
Konzentration von 250 ppm stark abnimmt. Da diese Nanopartikel nur Uber funf Tage
getestet wurden, kann es sein, dass die Viabilitdt erst nach ein paar weiteren Tagen steigen
wilrde, wie es bei den MCM-41-Nanopartikeln der Fall ist, denn die Viabilitdt der Zellen an
Tag 4 der MCM-41-Nanopartikel ist vergleichbar mit der Viabilitat der Zellen der hohen
Konzentrationen der CMS-Nanopartikeln an Tag 5. Daher sollten diese Nanopartikel
nochmals Uber einen langeren Zeitraum mit den |ISC-Zellen getestet werden.
Zusammenfassend kann daraus geschlossen werden, dass mit der Anbindung der PolySia
Uber das Linker-System biokompatible Nanopartikel hergestellt werden kénnen, die mit
einem Biomolekul fir biomedizinische Anwendungen ausgestattet sind. Auerdem wurden
die mit PolySia-immobilisierten CMS-Nanopartikel in gequetschte Nerven von Ratten in vitro
injiziert. Dabei konnten keine aussagekraftigen Aufnahmen Uber den Aufenthaltsort der
Nanopartikel in den Nerven nach sieben Tagen Kultivierung gemacht werden. Es ist méglich,
dass die Nanopartikel durch Medium aus dem Nerven geschwemmt wurden, wodurch sie im
Nervenquer- bzw. -langsschnitt nicht mehr zu erkennen sind. Oder die
Untersuchungsmethoden sind fir den Nachweis der Nanopartikel nicht ausreichend. Dass
die PolySia auf den Nanopartikeln nicht angeféarbt werden konnte, kénnte daran liegen, dass
diese eventuell durch Zellen abgebaut wurde. Auch wurde versucht, die angebundene
PolySia an den CMS-Nanopartikeln zu reacetylieren, um die Acetylgruppe wieder
herzustellen. Dabei konnte der Erfolg der Reaktion nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Allerdings ist zu erkennen, dass nur ein geringer Teil der PolySia wahrend der Reaktionen
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abgewaschen wird, wéhrend der Rest stabil an die Nanopartikel gebunden ist. Die
Abtrennung der PolySia kénnte dabei durch den zweiten Schritt erfolgen, bei dem die
Nanopartikel mit Natronlauge behandelt werden, wodurch eventuell die Amidbindung, Uber

die die PolySia gebunden ist, angegriffen und teilweise abgebaut wird.
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5.4 Anbindung eines Fluoreszenzfarbstoffes dber das Linker-
System an CMS-Nanopartikel

Weiterhin wurde versucht, den Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin Utber
das Linker-System aus APTES und BSA an calcinierte CMS-Nanopartikel anzubinden, um
zu Uberprufen, ob der Fluoreszenzfarbstoff unter diesen Bedingungen an die Nanopartikel
gebunden werden kann. Die mit Fluoreszenzfarbstoff funktionalisierten Nanopartikel wurden
aulRerdem auf ihre Toxizitat gegentber HepG2-Zellen untersucht.

Zur Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs wurden die mit BSA-modifizierten calcinierten
CMS-Nanopartikel mit Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin umgesetzt. Die IR-Spektren von mit
BSA-modifizierten Nanopartikeln vor und nach der Umsetzung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
sind in Abb. 5-39 zu sehen.
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Abb. 5-39: IR-Spektren der mit APTES-funktionalisierten calcinierten CMS-Nanopartikel nach der Umsetzung mit

BSA (unten) und nach weiterer Umsetzung mit Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin.

Es ist eine geringfiige Abnahme der Intensitat der Bande bei 1707 cm™ zu beobachten, die
darauf hindeutet, dass die freien Carboxylgruppen des BSA mit den Aminofunktionen des
Fluoreszenzfarbstoffs reagiert haben. Des Weiteren ist eine Zunahme der Intensitat der
beiden Banden bei 1648 und 1559 cm™' zu erkennen, die einer Amidschwingung zugeordnet
werden koénnen. Daher kann angenommen werden, dass eine weitere Amidbindung
entstanden ist, woraus folgt, dass die Reaktion erfolgreich abgelaufen ist. Allerdings kann
keine Schwingung, die ausschlielich dem Fluoreszenzfarbstoff zuzuordnen ware,

beobachtet werden. Eine Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-12 zu finden.
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Tab. 5-12: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-39 (Wellenzahlen #/cm™).

BSA Alexa Fluor® 488 Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2936 2936 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA  [¢9
2877 2877 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA  [¢9
1707 - (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1648 1648 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Alexa (63l
1559 1551 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, Alexa (63l
1092 1100 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica [264
929 959 (Si-OH)-Deformationsschwingung Silica (264
804 796 (Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el
463 471 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Um zu untersuchen, ob die Nanopartikel fluoreszieren, wurden Fluoreszenz-Emissions- und
Anregungs-Spektren  aufgenommen, die in  Abb.5-40 dargestellt sind. Dem
Emissionsspektrum ist zu entnehmen, dass die Nanopartikel ein Maximum bei 536 nm
aufweisen, welches in etwa dem angegeben Emissions-Maximum der Literatur des reinen
Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin, das bei 520 nm liegt, entspricht.®® Die Verschiebung des
Maximums kann durch die Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs an die Nanopartikel
verursacht werden. Die Intensitét der Fluoreszenz von etwa 150 zeigt, dass die Fluoreszenz
stark genug fir eine Detektion ist. Das dazugehdrige Anregungsspektrum wurde bei dem
Maximalwert des Emissionsspekirums gemessen. Anhand dieses Spektrums ist ein kleines
Maximum bei 482 nm zu erkennen, das auf die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe
hinweist, da dieser Wert in etwa mit dem angegebenen Literaturwert von 493 nm
tibereinstimmt.®® Auch bei der Anregung kann die Abweichung des Maximalwerts auf die
Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs an die Oberflache der Nanopartikel zuriickgefihrt

werden.
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Abb. 5-40: Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren der mit Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin

funktionalisierten calcinierten CMS-Nanopartikel unter Verwendung einer Konzentration von 1.5-mg-L™".
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Des Weiteren wurden die Nanopartikel auf ihre Toxizitat gegenuber HepG2-Zellen
untersucht. Die Ergebnisse des Zellkulturexperiments sind in Abb. 5-41 gezeigt. Anhand
dieser Kultivierungen ist zu erkennen, dass diese Nanopartikel eine gute Biokompatibilitat
gegentber HepG2-Zellen zeigen. Dabei haben die Nanopartikel in einer Konzentration von
10 ppm eine vergleichbare Viabilitdt der Zellen wie beim reinen Medium. Mit zunehmender
Konzentration auf 100 ppm nimmt die Viabilitat leicht ab. Jedoch ist bei weiterer Erhéhung
der Konzentration kaum ein Unterschied in den Viabilitdten zu beobachten, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die mit Fluoreszenzfarbstoff-modifizierten CMS-
Nanopartikel nicht toxisch fir HepG2-Zellen sind. Daraus folgt, dass die Anbindung tiber das
Linker-System keine toxischen Effekte aufweist, weder wenn Polysialinsdure noch wenn ein

Fluoreszenzfarbstoff Uber dieses System an die Oberflache gebunden wird.
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Abb. 5-41: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit
Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin tber das Linker-System aus APTES und BSA modifiziert wurden.
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55 , Click”-Reaktionen nach HUISGEN

Als alternative Anbindungsvariante wurden die extrahierten sowie calcinierten MCM-41-
Nanopartikel Uber die ,Click*-Chemie mit Polysialinsaure und Fluoreszenzfarbstoffen
funktionalisiert. AuRerdem wurden diese Nanopartikel fir weiterfiihrende Untersuchungen im
Hinblick auf spéatere Anwendungen in der Biomedizin verwendet, wie zum Beispiel die
Untersuchung der Biokompatibilitédt der Nanopartikel nach jedem Funktionalisierungsschritt.
Des Weiteren soll diese Anbindungsvariante mit dem Linker-System verglichen werden.
Auch wurden Kupferanalysen durchgefiihrt, um die Auswirkung des Kupfers auf die
Anbindung Uber die Kupfer(l)-katalysierte ,Click“-Chemie zu zeigen. Weiterhin wurde
versucht, die PolySia Uber eine Kupfer-freie ,Click“-Reaktion an die calcinierten CMS-

Nanopartikel zu binden.

5.5.1 Anbindung von Azid-modifizierter Polysialinsdure uber ,Click”-Chemie an
MCM-41-Nanopartikel

Fur die ,Click*-Reaktion mit Azid-modifizierter PolySia wurden die mit APTES-
funktionalisierten Nanopartikel verwendet (s. Kapitel 5.3.1). Nach der Einfihrung einer
Alkinfunktion mittels Propiolsdure auf der Oberfliche der Nanopartikel, kann so
anschlieBend eine ,Click“-Reaktion zwischen dieser Alkinfunktion und der Azidgruppe der
PolySia stattfinden. Der Erfolg der Reaktion wurde mittels IR-Spektroskopie untersucht. Die
IR-Spektren der calcinierten MCM-41-Nanopartikel vor und nach der ,Click*-Reaktion sind in
Abb. 5-42 zu finden, wahrend die der extrahierten Nanopartikel dem Anhang zu entnehmen

sind.

T!%

ENVaw

after click reaction

propiolic acid

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
viem™

Abb. 5-42: IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln nach der Reaktion mit Propiolsaure (unten) sowie

nach weiterer ,Click“-Reaktion mit Azid-modifizierter PolySia.

Nach der Umsetzung der mit APTES-modifizierten Nanopartikel mit Propiolsédure sind zwei

Banden bei 1641 und 1551 cm™' zu erkennen, die der in dieser Reaktion entstandenen
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Amidbindung zugeordnet werden konnen. Des Weiteren kdnnen die charakteristischen
Banden der Alkingruppe bei 3298 und 2114 cm™" beobachtet werden, woraus folgt, dass die
Nanopartikel erfolgreich mit einer Alkinfunktion ausgestattet werden konnten, so dass diese
in einer ,Click*-Reaktion eingesetzt werden kénnen. Nach der ,Click*-Reaktion mit Azid-
modifizierter PolySia kann eine geringe Abnahme der Intensitdt der Alkinbande bei
2114 cm™' sowie ein Verschwinden der anderen Alkinbande bei 3298 cm™ beobachtet
werden, die auf eine erfolgreiche Anbindung der PolySia tber die ,Click“-Chemie hindeuten.
Da die Alkinbande bei 2114 cm™ nicht vollstandig verschwindet, kann davon ausgegangen
werden, dass nicht alle Alkinfunktionen mit der Azid-modifizierten PolySia reagiert haben.
Auch in diesen Spektren ist keine Bande zu erkennen, die ausschlieRlich der PolySia

zugordnet werden kann. Eine Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-13 zu entnehmen.

Tab. 5-13: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-42 (Wellenzahlen #/cm™).

Propiolsaure nach ,Click” Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
3298 - (C-H)-Valenzschwingung (Dreifachbindung) Propiolsaure (63l
2995 - (C-H)-Valenzschwingung APTES (63l
2944 2951 (C-H)-Valenzschwingung APTES (63l
2884 2892 (C-H)-Valenzschwingung APTES (63l
2114 2114 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure [263)
1648 1648 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) APTES + Propiolsaure [263)
1544 1551 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) APTES + Propiolsaure [263)
1225 1248 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1085 1092 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el

- 944 (Si-OH)-Deformationsschwingung Silica (el

796 811 (Si-O)-Deformationsschwingung Silica (el

- 678 (C=C)-Deformationsschwingung (Ring) Triazol-Ring (63l

471 471 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (64l

Zu den IR-Spekiren wurde nach jeder Stufe eine thermogravimetrische Messung
durchgefuihrt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der thermogravimetrischen
Messungen ist Tabelle 5-14 zu entnehmen, wéhrend die Thermogramme im Anhang zu
finden sind. Dabei kann die erste Stufe von 2.1 % flr die mit Propiolsdure-funktionalisierten
Nanopartikel und von 3.6 % fir die Nanopartikel, die mit Azid-modifzierter PolySia umgesetzt
wurden, einem Verlust von adsorbiertem Wasser zugeordnet werden. Nach der
Funktionalisierung mit Propiolsdure kann der zweite Massenverlust von 18.1 % auf die
Verbrennung der Organik, bestehend aus dem angebundenen APTES und der Propiolséure,
zurtickgefuihrt werden. Dabei ist zu erkennen, dass dieser Massenverlust nach der Reaktion
mit Propiolsédure wesentlich grof3er ist, als bei den Nanopartikeln, die ausschlief3lich mit
APTES funktionalisiert wurden (s. Abb. 5-25). Bei den Nanopartikeln, die anschliel3end mit
Azid-modifizierter PolySia in einer ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden, ist ein Massenverlust
von 31.4 % zu beobachten, der der Verbrennung der Organik zugeordnet werden kann.
Dieser Massenverlust ist groRer als bei den Nanopartikeln, die noch nicht in der ,Click*-

Reaktion umgesetzt wurden. Daraus kann geschlossen werden, dass die Azid-modifizierte
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PolySia erfolgreich mittels ,Click“-Chemie an die Alkinfunktionalisierte Oberflache von MCM-
41-Nanopartikeln binden kann. Die letzte Stufe von 1.7 % bei den mit Propiolsiure-
funktionalisierten Nanopartikeln und von 3% bei den Nanopartikeln, die mit Azid-
modifizierter PolySia in einer ,Click“-Reaktion umgesetzt wurden, ist der Dehydroxylierung
der Silica-Oberfléache zuzuschreiben.

Tab. 5-14: Massenverluste sowie Restmassen der TG-Messungen an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die in
einer ,Click“-Reaktion mit Azid-modifizierter PolySia umgesetzt wurden. Nach jedem Reaktionsschritt wurde eine
thermogravimetrische Analyse durchgefuhrt.

APTES Propiolsdure nach,Click” Zuordnung im Temperaturbereich
9.6 % 21% 3.6 % adsorbiertes Wasser 25-150 °C
10 % 18.1 % 31.4% Verbrennung der Organik 150-550 °C

1.6 % 1.7 % 3% Dehydroxylierung des Silica 550-1000 °C

78.8 % 78.1 % 62 % Restmasse -

Zur Untersuchung der GroRe der Nanopartikel sowie deren Dispersionsverhalten, wurden
DLS-Messungen an in Ethanol dispergierten calcinierten MCM-41-Nanopartikeln
durchgefihrt, deren Ergebnisse in Abb. 5-43 gezeigt sind. Die Ergebnisse der Messungen

mit den extrahierten Nanopartikeln sind im Anhang zu finden.
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Abb. 5-43: Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, die mit einer Alkinfunktion

ausgestattet und anschlieRend mit Azid-modifizierter PolySia in einer ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden.

Nach der bereits in Kapitel 5.3.1 erwéhnten Zunahme der Grol3e der Priméarpartikel von
125 nm auf circa 200 nm der mit APTES-funktionalisierten Nanopartikel, kann nach einer
weiteren Funktionalisierung mit Propiolsaure eine Priméarpartikelgréf3e von 90 nm beobachtet
werden, die kleiner ist als die der unfunktionalisierten Nanopartikel. Auch die
GrolRenweitenverteilung, die zwischen 55 und 120 nm liegt, ist schmaler als die der
unfunktionalisierten Nanopartikel. Dies deutet darauf hin, dass die mit Propiolsédure-
modifizierten Nanopartikel nicht so stark zur Agglomeration neigen und deshalb die GréRRe

der Nanopartikel genauer gemessen werden kann. Daher kann vermutet werden, dass nach
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der Funktionalisierung mit Propiolsaure eventuell elektrostatische oder andere abstoRende
Wechselwirkungen zwischen den Nanopartikeln vorliegen, wodurch diese besser dispergiert
werden kdnnen. Nach der Umsetzung dieser Nanopartikel in einer ,Click“-Reaktion mit Azid-
modifizierter PolySia ist die Priméargréf3e von 340 nm der Nanopartikel sehr grof3 und es ist
auch eine sehr breite GroRenweitenverteilung zu erkennen. Daraus kann angenommen
werden, dass nach der Immobilisierung der PolySia, die Nanopartikel eine starkere Tendenz
zur Zusammenlagerung aufweisen, die sich in den groReren Primarpartikelgréf3en sowie in
den breiteren GrolRenweitenverteilungen zeigt.

Um zu Uberprifen, ob sich die Morphologie oder die GroRe der calcinierten MCM-41-
Nanopartikel nach dem Einsatz in der ,Click“-Reaktion ge&ndert hat, wurden diese
Nanopartikel unter dem REM untersucht. Die Aufnahmen sind in Abb. 5-44 zu sehen.
Anhand der REM-Aufnahmen ist ersichtlich, dass sich die sphéarische Form sowie die
PrimérpartikelgréRe von 50 bis 80 nm der Nanopartikel nicht verandert haben. Jedoch ist
auch zu beobachten, dass die Nanopartikel, die mit Azid-modifizierter PolySia Uber die
,Click“-Chemie funktionalisiert wurden, sehr stark dazu neigen sich zusammenzulagern und
ausschlief3lich in Aggregaten zu finden sind, die mit einer Ultraschallbehandlung nicht zu
trennen sind. Dies zeigt sich auch in der breiten GréRenweitenverteilung der Nanopartikel

bei den DLS-Messungen.

Abb. 5-44: REM-Aufnahmen von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit Azid-modifizierter Polysialinséure in

einer ,Click*-Reaktion mit Alkinfunktionalisierten Nanopartikeln eingesetzt wurden (REM-PCI).

Auch von diesen Nanopartikeln wurden Stickstoff-Sorptionsmessungen bei 77 K
durchgefiihrt. Die Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden, der so
funktionalisierten Nanopartikel sind vergleichend in Abb. 5-45 dargestellt, die dazugehdrigen
Sorptionsisothermen sind im Anhang zu finden. Wie bereits in Kapitel 5.3.1 erwahnt, nimmt
das Porenvolumen nach der Funktionalisierung mit APTES sehr stark ab, wobei die Poren
nur noch eine Grof3e von 2.1 nm haben. Nach weiterer Modifizierung dieser Nanopartikel mit
Propiolséure, sind keine Mesoporen mehr vorhanden, da diese vermutlich vollstandig durch
APTES und Propiolsdure ausgeflillt sind, so dass davon ausgegangen werden kann, dass
die Funktionalisierung der Nanopartikel nicht nur auf der Oberflache, sondern auch im
Porensystem stattfindet. Daher kann auch angenommen werden, dass die ,Click“-Reaktion
nur an der Oberflache der Nanopartikel erfolgt, da die Poren bereits mit APTES und

Propiolsédure besetzt sind.
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Abb. 5-45: Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden, der calcinierten MCM-41-

Nanopartikel, die mit Propiolsaure und anschliefend in einer ,Click“-Reaktion mit Azid-modifizierter PolySia

umgesetzt wurden.

Zur Bestimmung der immobilisierten Menge an Azid-modifizierter Polysialinsaure mittels

,Click“-Chemie wurde der TBA-Test verwendet. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-46 dargestellt.
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Abb. 5-46: Vergleich der Ergebnisse der TBA-Tests, die an extrahierten (rot) und calcinierten (blau) MCM-41-

Nanopartikel durchgefiihrt wurden. Die Nanopartikel wurden zum einen Uber das Linker-System (linke Spalten) und

zum anderen Uber die ,Click“-Chemie mit Azid-modifizierter PolySia (rechte Spalte) funktionalisiert.

Anhand dieser Ergebnisse ist zu erkennen, dass sich mit der ,Click“-Reaktion mit Azid-

modifizierter PolySia in etwa eine vergleichbare Menge an PolySia an die Oberflache der

MCM-41-Nanopartikel binden lasst, wie mit dem Linker-System, obwohl diese in einer

wesentlich geringeren Menge als die deacetylierte PolySia beim Linker-System zugegeben

wurde (5600 ug pro Gramm extrahierter MCM-41 und 4000 ug pro Gramm calcinierter

MCM-41). Da weniger PolySia bei der ,Click“-Reaktion eingesetzt wurde und mittels IR-

Spektroskopie gezeigt werden konnte, dass nicht alle Alkinfunktionen reagiert haben, kann

angenommen werden, dass mit dieser Methode noch gréRere Mengen an PolySia an die
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Oberflache angebunden werden kann, wenn diese in grof3erer Menge zur Lésung gegeben
werden wirde. Auch ist bei dieser Anbindungsvariante eine hdhere immobilisierte Menge an
PolySia bei den extrahierten Nanopartikeln zu beobachten, was auf eintretende
Kondensationsreaktionen bei den calcinierten Nanopartikeln zurtickgefuihrt werden kann, da
diese dadurch weniger Silanolgruppen an der Oberflache besitzen, die fir
Oberflachenmodifizierungen zur Verfigung stehen.

Die Nanopartikel, die mittels der ,Click“-Reaktion funktionalisiert wurden, wurden ebenfalls
mit dem MTT-Test auf ihre Toxizitdt nach jedem Schritt untersucht. Die
Zellkulturexperimente mit HepG2-Zellen der Nanopartikel vor der ,Click“-Reaktion sind in
Abb. 5-47 gezeigt, wahrend die Experimente mit den PC-12-Zellen den Anhang zu
entnehmen sind. Die Nanopartikel, die mit Propiolsaure funktionalisiert wurden, zeigen eine
gute Viabilitat der Zellen, die erst ab einer Konzentration von 1000 ppm leicht abnimmt,
woraus folgt, dass diese Nanopartikel keine relevanten toxischen Effekte gegentiber HepG2-
Zellen zeigen. Auch gibt es kaum Unterschiede zwischen den extrahierten und calcinierten
Nanopartikeln, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das CTAB nach der

Funktionalisierung mit Propiolséure aus den Poren gewaschen wurde.
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Abb. 5-47: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit APTES und Propiolséure-
funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

Die Zellkulturexperimente mit HepG2-Zellen der Nanopartikel nach der ,Click“-Reaktion sind
in Abb. 5-48 gezeigt, wahrend die Experimente mit den PC-12-Zellen den Anhang zu
entnehmen sind. Nach der Umsetzung der Nanopartikel in der ,Click*-Reaktion mit Azid-
modifizierter PolySia ist eine wesentlich héhere Toxizitat gegentber den HepG2-Zellen zu
beobachten, da die Viabilitit der Zellen bereits ab einer Konzentration von 100 ppm
abnimmt, wobei die Abnahme gréRer wird, je héher die eingesetzte Konzentration ist. Dieser
Effekt kann sowohl fir die extrahierten als auch fur die calcinierten Nanopartikel beobachtet
werden. Da bei der Anbindung der PolySia Uber das Linker-System bereits gezeigt werden
konnte, dass PolySia keine toxischen Effekte fir HepG2-Zellen zeigt (Abb. 5-26), kann

angenommen werden, dass die Toxizitat dieser Nanopartikel auf die Anbindungsvariante der
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Kupfer(l)-katalysierten ,Click“-Chemie zuriickgefuihrt werden kann. Dabei kann davon
ausgegangen werden, dass die Toxizitat von dem eingesetzten Kupfer stammt, das nicht
von den Nanopartikeln abgetrennt werden konnte. Diese Vermutung wird durch die grinliche

bzw. blauliche Farbung der Nanopartikel nach der ,Click“-Reaktion unterstitzt, was auch von

anderen “Click“-Reaktionen bekannt ist."**
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Abb. 5-48: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit Azid-
modifizierter PolySia in einer ,Click*-Reaktion umgesetzt wurden.

Des Weiteren wurden die calcinierten Nanopartikel, die in einer ,Click“-Reaktion mit Azid-
modifizierter PolySia eingesetzt wurden, in Zellkulturexperimenten mit ISC-Zellen tber zwei

Wochen getestet, um deren Auswirkung auf diese Zellen zu tUberprufen. Die Ergebnisse sind

in Abb. 5-49 dargestellt.
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Abb. 5-49: Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit

Azid-modifizierter PolySia in einer ,Click“-Reaktion umgesetzt wurden.
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Da keine Viabilitat der ISC-Zellen bei keiner Konzentration der Nanopartikel zu erkennen ist,
weder nach einer Woche noch nach zwei Wochen, kann angenommen werden, dass die
Nanopartikel, die in einer ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden, akut toxisch gegenlber diesen
Zellen sind. Wie bereits bei den HepG2-Zellen angenommen, kann davon ausgegangen
werden, dass dieser toxische Effekt von restlichem Kupfer herrihrt, da bei den
Nanopartikeln, die Uber das Linker-System mit PolySia funktionalisiert wurden, eine
ansteigende Viabilitdt der Zellen bis zu einer Woche beobachtet werden kann, die
anschlieRend vergleichbar bleibt und nicht sinkt (s. Abb. 5-27). Das keine Viabilitat der ISC-
Zellen beobachtet werden kann, jedoch aber in geringen Konzentrationen eine Viabilitat von
HepG2-Zellen gegenliber diesen Nanopartikeln sichtbar ist, kann daran liegen, dass es sich
bei den HepG2-Zellen um humane Zellen aus der Leber handelt, wahrend die 1SC-Zellen
Gliazellen aus dem Nervensystem sind. Da es sich bei der Leber um ein Abbauorgan
handelt, kann es sein, dass diese Zellen etwas resistenter gegentiber Kupfer sind, so dass
dadurch die schwachere Toxizitat gegentber diesen Zellen erklart werden kénnte.

Um die Hypothese, das Kupfer fur die Toxizitat der in der ,Click*-Chemie verwendeten
Nanopartikel verantwortlich ist, zu Uberprifen, wurde der Gehalt an Kupfer von diesen
Nanopartikeln mit Hilfe der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) bestimmt. Die ermittelten
Mengen an Kupfer sind in Tabelle 5-15 zusammengefasst. Nach der ,Click*-Reaktion
zeigten die Nanopartikel eine Kupferkonzentration von 1.07 Massenprozent, woraus folgt,
dass die Toxizitat der Nanopartikel auf restliches Kupfer in den Nanopartikeln zurlickgefiihrt
werden kann, welches sich entweder in dem Porensystem der Nanopartikel befindet oder
das eventuell durch die angebundenen PolySia-Ketten koordiniert ist. Da das gebildete
Triazol die starke Eigenschaft hat, Komplexe mit dem Kupfer zu bilden, kann das Kupfer
auch durch das Triazol gebunden sein.®! Es kann davon ausgegangen werden, dass das
Kupfer vermutlich nur durch spezielle Methoden entfernt werden kann, die einen sehr hohen
Aufwand besitzen, da das Kupfer durch das standardmafige Waschen nicht entfernt werden

konnte, auch wenn dies mehrmals erfolgte.

Tab. 5-15: Kupferkonzentrationen, die mittels AAS bestimmt wurden, der MCM-41-Nanopartikel, die in einer ,Click*-
Reaktion eingesetzt wurden sowie die dazugehdrige Viabilitdt der HepG2-Zellen aus den Zellkulturexperimenten,

wenn die Nanopartikel in einer Konzentration von 1000 ppm zur Kultivierung gegeben wurden.

Probe Cu-Konzentration Viabilitat
/ % Masse (1000 ppm)
calcinierter MCM-41 nach ,Click“-Reaktion mit Azid-modifizierter PolySia 1.07 72 %
calcinierter MCM-41 nach ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia 1.39 41 %
extrahierter MCM-41 nach ,Click‘-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia 0.90 56 %

5.5.2 Anbindung von Alkin-modifizierter Polysialinsdure uber ,Click“-Chemie an
MCM-41-Nanopartikel

Bei der ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia wurden die Nanopartikel zunachst mit
BUTMS funktionalisiert, um anschlieBend eine Azidfunktion auf die Oberflache der
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Nanopartikel einzufiihren, so dass die Nanopartikel ,click“-fahig werden. Zur Uberprifung
des Erfolgs dieser Modifikationen wurden IR-Spektren nach jedem Schritt aufgenommen.
Die Spektren der calcinierten Nanopartikel sind in Abb. 5-50 gezeigt, wahrend die der

extrahierten dem Anhang zu entnehmen sind.
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Abb. 5-50: IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln nach der Anbindung von BUTMS, nach weiterer

Reaktion mit Natriumazid sowie nach der ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia.

Nach der Anbindung von BUTMS sind zwei starke Banden bei 2936 und 2855cm™ zu
erkennen, die der Valenzschwingung der Alkylgruppen des Silans zugeordnet werden
kénnen, woraus folgt, dass BUTMS erfolgreich an die Oberflache gebunden werden kann.
Das die Intensitat der Valenzschwingung der Alkylkette wesentlich stéarker ist als bei den mit
APTES-funktionalisierten Nanopartikeln, ist durch die wesentlich langere Alkylkette des
BUTMS zu erklaren. Nach der weiteren Umsetzung der Nanopartikel mit Natriumazid, kann
eine neue Bande bei 2107 cm™' beobachtet werden, die charakteristisch fiir Azide ist, so
dass die Einfihrung eines Azids an die Oberflache erfolgreich gelungen ist. Werden diese
Nanopartikel in einer ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia eingesetzt, kann eine
leichte Abnahme der Intensitat der Azid-Schwingung bei 2107 cm™" beobachtet werden, die
auf eine erfolgreiche Reaktion hindeutet. Da die Bande nicht vollsténdig verschwindet, kann
angenommen werden, dass nicht alle Azidgruppen reagiert haben. Des Weiteren ist auch
hier keine Bande zu erkennen, die eindeutig der PolySia zugeordnet werden kénnte. Eine

Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-16 zu finden.
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Tab. 5-16: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-50 (Wellenzahlen #/cm™).

BUTMS Azid nach , Click“ Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2936 2929 2936 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [263)
2855 2862 2855 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [263)
- 2107 2099 (N3)-Valenzschwingung Azid (63l
1655 1655 1648 (O-H)-Deformationsschwingung Wasser [263)
1241 1248 1241 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1092 1092 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
- 952 959 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (el
804 811 804 (Si-O)-Deformationsschwingung Silica (el

- - 671 (C=C)-Deformationsschwingung (Ring) ~ Triazol-Ring  **%
463 463 471 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Des Weiteren wurden nach jeder Stufe thermogravimetrische Messungen durchgefihrt. Eine
tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der thermogravimetrischen Messungen ist

Tabelle 5-17 zu entnehmen, wahrend die Thermogramme im Anhang zu finden sind.

Tab. 5-17: Massenverluste sowie Restmassen der TG-Messungen an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die in
einer ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia umgesetzt wurden. Nach jedem Reaktionsschritt wurde eine

thermogravimetrische Analyse durchgefuhrt.

BUTMS Azid nach , Click” Zuordnung im Temperaturbereich
5.4 % 8.4 % 6.1 % adsorbiertes Wasser 25-150 °C
8.4 % Verbrennung der Organik 150-400 °C
13 % 17.3% _
9.4 % Verbrennung der Organik 300-550 °C
1.3% 1.2 % 1.7 % Dehydroxylierung des Silica 550-1000 °C
755% T77.4% 74.9 % Restmasse -

Es ist anhand dieser Messungen ein Massenverlust von 5.4 % fir die mit BUTMS-
funktionalisierten, von 8.4 % fir die mit Azid-modifizierten Nanopartikel und von 6.1 % fur die
Nanopartikel, die mit Alkin-modifizierter PolySia umgesetzt werden, bis zu einer Temperatur
von 150 °C zu erkennen. Dieser kann adsorbiertem Wasser zugeordnet werden. Die
Unterschiede bei dieser Stufe kdnnen unterschiedlichen Trocknungszeiten und —verfahren
zugeschrieben werden. Bei den mit BUTMS-funktionalisierten Nanopartikeln kdnnen
nachfolgend zwei Stufen von insgesamt 17.8 % beobachtet werden, die auf eine stufenweise
Verbrennung der Organik zurtickgefihrt werden kénnen. Dieser zweistufige Massenverlust
liegt vermutlich an dem in der Alkylkette vorhandenen Halogen. Nach Anbindung des Azids
erfolgt ein einstufiger Massenverlust von 13 % zwischen 150 und 500 °C, der der
Verbrennung der Organik zugeordnet werden kann, wobei dieser vollstandig in einer Stufe
verlauft. Dass diese Stufe kleiner ist als bei den vorherigen Nanopartikeln, kann daran
liegen, dass das Molekulargewicht von Brom in den BUTMS-funktionalisierten Nanopartikeln
nahezu doppelt so groRR ist wie das von drei Stickstoffatomen bei der Azidfunktionalisierung,
so dass sich hierdurch die unterschiedlichen Massenverluste ergeben, da aufer den
Stickstoffatomen keine weitere Organik an die Nanopartikel gebunden wird. Nach weiterer

Umsetzung der Nanopartikel in einer ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia kann
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der zweite Massenverlust von 17.3 % der Verbrennung der Organik zugeordnet werden.
Dieser ist wesentlich groBer als der Massenverlust der mit Azidfunktionalisierten
Nanopartikel, woraus folgt, dass die PolySia erfolgreich angebunden werden konnte. Bei
allen drei Proben kann der letzte Massenverlust bei Temperaturen Uber 500 °C auf eine
Dehydroxylierung der Silica-Oberflache zurtickgefuhrt werden.

Von diesen Modifizierungen der Nanopartikel wurden ebenfalls DLS-Messungen
aufgenommen, wobei die der calcinierten in Abb. 5-51 dargestellt sind, wéhrend die der
extrahierten im Anhang zu finden sind. Nach der Funktionalisierung mit BUTMS kann eine
Verkleinerung der Primarpartikelgro3e von 125 nm auf 60 nm beobachtet werden, wobei die
GrolRenweitenverteilung jedoch breiter wird. Daher kann vermutet werden, dass nach der
Funktionalisierung mit BUTMS, Wechselwirkungen zwischen den Nanopartikeln auftreten,
wodurch diese sich gegenseitig AbstoRen und somit besser dispergiert werden kdnnen.
Nach weiterer Umsetzung mit Natriumazid steigt die PrimérpartikelgréRe auf 92 nm an,
wobei die breite der GréRenverteilung wiederum abnimmt. Die mit Alkin-modifizierter PolySia
umgesetzten Nanopartikel zeigen eine sehr starke Tendenz zum Aggregieren, da die
PriméarpartikelgréBe nun bei 290 nm liegt und eine breite GréRenweitenverteilung zu
erkennen ist. Da dies bei allen mit PolySia-funktionalisierten Nanopartikeln zu beobachten
ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Nanopartikel nach der Immobilisierung noch

starker zur Agglomeration neigen.
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Abb. 5-51: Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, die mit BUTMS, Azid und mittels

,Click“-Chemie mit Alkin-modifizierter PolySia funktionalisiert wurden.

Des Weiteren wurden die Nanopartikel nach jeder Funktionalisierung mittels Stickstoff-
Sorptionsmessungen untersucht, um zu bestimmen, ob bei dieser Anbindungsvariante die
Poren auch funktionalisiert werden. Die nach der BJH-Methode ermittelten Porenvolumen
sind vergleichend in Abb. 5-52 gezeigt, wahrend die Sorptionsisothermen im Anhang zu
finden sind. Nach der Funktionalisierung mit BUTMS ist eine deutliche Abnahme des
Porenvolumens im Vergleich zu den unfunktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln zu

beobachten, wobei die GroRe der Poren ebenfalls von 2.7 nm auf 1.5 nm abnimmt. Nach
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Anbindung einer Azidgruppe sind keine Poren mehr zu beobachten, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass diese vollstandig besetzt sind. Allerdings ist nach der
Umsetzung dieser Nanopartikel in der ,Click“-Chemie mit Alkin-modifizierter PolySia ein
etwas groRReres Porenvolumen zu beobachten. Eine Vermutung ist, dass durch die langen
Alkylketten des BUTMS die Azidgruppen am Poreneingang sitzen und somit bei der ,Click*-
Reaktion der Alkin-modifizierten PolySia zur Verfigung stehen und dadurch die Poren
wieder zum Teil freigeben, da die PolySia nicht mehr in die Poren eingelagert werden kann,
weil diese bereits vorher gefillt waren. Dadurch kénnte das Porenvolumen wieder leicht

ansteigen, wobei nicht alle in den Poren vorhandenen Azidfunktionen angegriffen werden.
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Abb. 5-52: Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden, der calcinierten MCM-41-
Nanopartikel, die mit BUTMS, Natriumazid und anschlieRend in einer ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter

PolySia umgesetzt wurden.

Zur Bestimmung der immobilisierten Menge an PolySia, wurde der TBA-Test verwendet. Die
Ergebnisse sind in Abb. 5-53 zu sehen. Aus den Ergebnissen folgt, dass eine sehr grole
Menge an PolySia mittels der ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia an die
Oberflache sowohl von extrahierten (8400 pg pro Gramm MCM-41) als auch von calcinierten
(8700 pg pro Gramm MCM-41) MCM-41-Nanopartikeln gebunden werden konnte. Dabei ist
die Menge an angebundener PolySia groer als die beim Linker-System oder der ,Click"-
Reaktion mit der Azid-modifizierten PolySia. Das bei dieser Variante der ,Click“-Reaktion
eine hohere Menge gebunden werden konnte, liegt vermutlich daran, dass die Azid-
modifizierte PolySia nicht so stabil ist unter den wassrigen Reaktionsbedingungen. Ein
weiterer Grund fur die besseren Resultate, wenn das Azid immobilisiert vorliegt, kbénnte auch
daran liegen, dass das immobilisierte Alkin fir die Kupfer-Acetylid Bildung nicht frei
zuganglich ist, so dass dieser Komplex erschwert gebildet wird. Dies wurde bereits in
anderen Arbeiten beobachtet.”” Da auch bei der Alkin-modifizierten PolySia diese in einer
geringeren Menge als bei dem Linker-System zugegeben wurde, kann angenommen
werden, dass bei Verwendung von einer gréReren Menge eventuell noch mehr PolySia an
die Oberflache gebunden werden kann. Dies zeigt sich auch in den IR-Spektren (s. Abb.
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5-50), da die charakteristische Azidbande nicht vollstandig verschwindet, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass noch weitere Azidgruppen fur die Funktionalisierung zur

Verfligung stehen.
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Abb. 5-53: Vergleich der Ergebnisse der TBA-Tests, die an extrahierten (rot) und calcinierten (blau) MCM-41-
Nanopartikel durchgefuhrt wurden. Die Nanopartikel wurden zum einen tber das Linker-System (linke Spalten) und

zum anderen Uber die ,Click“-Chemie mit Alkin-modifizierter PolySia (rechte Spalte) funktionalisiert.

Um die Auswirkung dieser Modifizierungen auf Zellen zu testen, wurden
Zellkulturexperimente mit HepG2 und PC-12-Zellen nach jedem Schritt durchgefuihrt. Die
Ergebnisse aller Zelltests mit den PC-12-Zellen sind im Anhang zu finden. Die Ergebnisse
des MTT-Tests mit HepG2-Zellen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit BUTMS modifiziert

wurden, sind in Abb. 5-54 zu sehen.
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Abb. 5-54: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit BUTMS-funktionalisierten MCM-41-

Nanopartikeln.

Nach der Immobilisierung von BUTMS zeigen die Nanopartikel eine sehr gute

Biokompatibilitdt gegentiber den HepG2-Zellen, die sich auch bei Zunahme der
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Konzentration nicht verandert, mit Ausnahme von den extrahierten Nanopartikeln, die in
einer sehr hohen Konzentration von 1000 ppm zur Kultivierung gegeben wurden. In diesem
Fall nimmt die Viabilitat der Zellen leicht ab. Die Viabilitat der Zellen ist jedoch bei diesen
Nanopartikeln noch sehr hoch, woraus folgt, dass BUTMS keine toxischen Auswirkungen auf
HepG2-Zellen hat.

Die Ergebnisse der Zellkulturexperimente mit HepG2-Zellen an Nanopartikeln, die eine
Azidfunktion tragen, sind in Abb. 5-55 gezeigt. Nach der weiteren Umsetzung mit
Natriumazid ist die Viabilitat der Zellen bereits bei sehr geringen Konzentrationen nicht so
hoch wie bei den mit BUTMS funktionalisierten Nanopartikeln und nimmt mit steigenden
Konzentrationen ab 250 ppm stark ab. Daraus folgt, dass die Nanopartikel durch die
Azidfunktionalisierung toxisch gegentber HepG2-Zellen sind, besonders wenn hohe

Konzentrationen zu den Zellen gegeben werden.
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Abb. 5-55: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit BUTMS und Azid-funktionalisierten
MCM-41-Nanopartikeln.

In Abb. 5-56 sind die Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen der MCM-41-
Nanopartikel, die in einer ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia eingesetzt wurden,
zu finden. Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass die Viabilitat der HepG2-Zellen mit
steigender Konzentration der Nanopartikel sehr stark sinkt. Daraus folgt, dass diese
Nanopartikel sehr stark toxisch sind wie bereits die Nanopartikel, die in der gegensatzlichen
,Click“-Reaktion eingesetzt wurden (s. Abb. 5-48). Auch bei diesen Nanopartikeln kann
davon ausgegangen werden, dass die Toxizitat der Nanopartikel aufgrund von restlichem
Kupfer ausgel6st wird, da auch diese Nanopartikel nach der ,Click“-Reaktion blau und griin
gefarbt waren, wie es auch bei anderen ,Click“-Reaktionen beschrieben ist.”®! Des Weiteren
konnte durch die Bestimmung des Gehalts an Kupfer gezeigt werden, dass das Kupfer nicht
von den Nanopartikeln abgewaschen werden konnte und somit verantwortlich fir die
schlechte Biokompatibilitét ist. Die Daten der Kupferkonzentrationen sind Tabelle 5-15 zu

entnehmen.
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Abb. 5-56: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit Alkin-

modifizierter PolySia in einer ,Click*-Reaktion umgesetzt wurden.

Da fur die Nervenregeneration Schwann-Zellen (ISC) essentiell sind, wurden die extrahierten
MCM-41-Nanopartikel, die mit Alkin-modifizierter PolySia in einer ,Click*-Reaktion umgesetzt
wurden, mit ISC-Zellen Uber zwei Wochen kultiviert. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-57
dargestellt. Wie bei der entgegengesetzten ,Click“-Reaktion zeigen auch diese Nanopatrtikel
eine akute Toxizitat gegenliber ISC-Zellen, da keine Viabilitdt der Zellen beobachtet werden
kann, was bedeutet, dass keine Zellen in Anwesenheit dieser Nanopartikel wachsen kdnnen
aufgrund des bereits nachgewiesenen Gehalts an Kupfer (s. Tabelle 5-15). Auch bei diesen
Nanopartikeln kann angenommen werden, dass die schlechtere Viabilitat der 1SC-Zellen
daher kommt, dass die HepG2-Zellen aus humanen Leberzellen stammen, die vermutlich

toleranter gegenlber Kupfer sind, da es sich bei der Leber um ein Abbauorgan handelt.
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Abb. 5-57: Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an extrahierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit

Alkin-modifizierter PolySia in einer ,Click“-Reaktion umgesetzt wurden.
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5.5.3  Anbindung von Polysialinsaure tber eine Kupfer-freie , Click"-Reaktion an mit
Azid-modifizierten CMS-Nanopartikeln

Fur die Kupfer-freie ,Click“-Reaktion mit einer alkynyl-analogen Polysialinsdure wurden mit
Azidfunktionalisierte CMS-Nanopartikel verwendet, wobei zwei verschiedene Kettenlangen
der so modifizierten PolySia getestet wurden(s. Abb. 4-13). Dieses Derivat der PolySia kann
nur mit Azidgruppen reagieren und zwar ohne Kupfer als Katalysator. Dabei sind langere
Reaktionszeiten notwendig, um einen guten Umsatz zu gewahrleisten. Zur Uberpriifung des
Erfolgs der Reaktion wurden IR-Spektren vor und nach der Kupfer-freien ,Click“-Reaktion
aufgenommen. Da sich die IR-Spektren gleichen, sind in Abb. 5-58 nur die IR-Spektren der
Reaktion der alkynyl-analogen PolySia mit einer Kettenlange von fiunf Kohlenstoffatomen
gezeigt. Da keine Anderung der charakteristischen Bande der Azidgruppe bei 2108 cm™
nach der Umsetzung der Nanopartikel in der Kupfer-freien ,Click“-Reaktion zu erkennen ist,
kann angenommen werden, dass diese Reaktion nicht erfolgreich war oder nur in einem
sehr geringen Ausmalf3 abgelaufen ist, so dass die Abnahme zu gering zum Detektieren war.
Eine vergleichende Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-18 zu finden.
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Abb. 5-58: IR-Spektren von calcinierten CMS Nanopartikeln vor und nach der Kupfer-freien ,Click‘-Reaktion mit der

funfkettigen alkynyl-analogen PolySia.

Tab. 5-18: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-58 (Wellenzahlen #/cm™).

Azid nach , Click” Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [
2937 2930 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [
2856 2863 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [
2108 2108 (N3)-Valenzschwingung Azid (63l
1642 1642 (O-H)-Deformationsschwingung ~ Wasser ~ [®%
1227 1227 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1093 1101 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica ¢4
960 953 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica ¢4
805 805 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica ¢4

472 465 (O-Si-0)-Deformationsschwingung ~ Silica ™%
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Um die genaue Menge an PolySia an diesen Nanopartikeln zu bestimmen, wurde der TBA-
Test durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-59 gezeigt. Im Vergleich zu den normalen
,Click“-Reaktionen, bei denen Alkin- und Azidgruppen durch Kupfer-Katalyse gekuppelt
werden, konnte bei der Kupfer-freien ,Click“-Reaktion nur eine sehr geringe Menge zwischen
400 und 450 pug PolySia pro Gramm CMS-Nanopartikel an die Oberflache gebunden
werden, obwohl dieses Derivat in groReren Mengen als die Alkin- bzw. Azid-modifizierte
PolySia zur Lésung gegeben wurde. Dabei liegen die Werte etwa im Bereich der Blindwerte,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Kupfer-freie ,Click“-Reaktion nicht an
den Nanopartikeln unter den Bedingungen mdglich ist bzw. dass nur eine sehr geringe
Menge angebunden werden kann, obwohl die Reaktionszeit bereits um 24 Stunden erhéht

wurde.
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Abb. 5-59: Vergleich der Ergebnisse der TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die in einer Kupfer-freien

,Click“-Reaktion mit alkynyl-analoger PolySia umgesetzt wurden.

55.4 ,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Azid an MCM-41-Nanopartikel

Fur die ,Click“-Reaktion mit dem kommerziell erhaltlichen Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor®
488-Azid wurden MCM-41-Nanopartikel verwendet, an denen eine Alkingruppe Uber APTES
und Propiolsaure gebunden wurde. Zur Uberprifung des Erfolges der Reaktion wurden IR-
Spektren vor und nach der ,Click“-Reaktion aufgenommen, die in Abb. 5-60 sowie im
Anhang zu sehen sind. Aus den Spektren ist zu erkennen, dass die Intensitat der Bande bei

2114 cm™ abgenommen hat, wahrend die Bande bei 3291 cm™’

vollsténdig verschwindet.
Da diese Banden der Schwingung der Dreifachbindung der Alkingruppe zugewiesen werden
kénnen, ist davon auszugehen, dass die ,Click“-Reaktion mit dem Alexa Fluor® 488-Azid
erfolgreich war. Dennoch ist nach der Reaktion noch die Bande bei 2114 cm™ zu
beobachten, so dass angenommen werden kann, dass nicht alle Alkingruppen in der
Reaktion umgesetzt worden sind. Des Weiteren ist keine Bande im Spektrum zu erkennen,

die ausschlieB3lich dem Fluoreszenzfarbstoff zugeordnet werden kann. Dies kénnte eventuell
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daran liegen, dass dieser nur in einer sehr geringen Menge an die Nanopartikel gebunden

wurde und somit die Banden nicht detektiert werden kénnen. Eine Zuordnung der Banden ist

Tabelle 5-19 zu entnehmen.
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Abb. 5-60: IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln vor und nach der ,Click“-Reaktion mit Alexa

Fluor® 488-Azid.

Tab. 5-19: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-60 (Wellenzahlen 17/cm'1).

Azid nach , Click" Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
3291 - (C-H)-Valenzschwingung (Dreifachbindung) Propiolsaure (63l
2988 - (C-H)-Valenzschwingung BUTMS (63l
2944 2958 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS (63l
2884 2877 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS (63l
2114 2114 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure [263)
1648 1641 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) APTES + Propiolsaure (63l
1544 1551 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) APTES + Propiolsaure [263)
1248 1256 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1085 1085 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica (264
804 796 (Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264
463 463 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

Die Nanopartikel wurden ebenfalls nach der ,Click*-Reaktion mittels DLS-Messungen auf

ihre GroRenverteilung sowie das Aggregationsverhalten untersucht. Die Messungen der

calcinierten Nanopartikel sind in Abb. 5-61 dargestellt, die der extrahierten sind im Anhang

zu finden. Wie bereits in Kapitel 5.5.1 beschrieben, ist nach der Funktionalisierung mit

APTES eine Zunahme der GroRe der Primérpartikel zu beobachten, die nach weiterer

Umsetzung mit Propiolsdure abnimmt und dabei kleinere Nanopartikel zeigt als die

unfunktionalisierten MCM-41-Nanopartikel. Dabei ist ebenfalls erst eine Zunahme der

GroRenweitenverteilung zu erkennen, die anschlieRend wieder abnimmt. Nach dem Einsatz

der Nanopartikel in der ,Click"-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Azid zeigen sich kaum

Veranderungen in den DLS-Messungen. Die PriméarpartikelgréRe liegt bei etwa 80 nm und
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die geringfugig breitere GrolRenweitenverteilung liegt zwischen 50 und 130 nm. Daraus folgt,
dass nach der Immobilisierung des Fluoreszenzfarbstoffs die Nanopartikel weiterhin nicht so
stark zur Agglomeration neigen wie die unfunktionalisierten oder die mit APTES-
modifizierten Nanopartikel. Dies kénnte durch eventuell vorliegende Oberflachenladungen
des Fluoreszenzfarbstoffes erklart werden.
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Abb. 5-61: Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, die mit einer Alkinfunktion

ausgestattet und anschlieRend mit Alexa Fluor® 488-Azid in einer ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden.

Um zu Uberprifen, ob die Nanopartikel nach der ,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Azid
fluoreszieren, wurden Fluoreszenzemissions- und Anregungsspektren aufgenommen, die in
Abb. 5-62 zu finden sind.
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Abb. 5-62: Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren der mit Alexa Fluor® 488-Azid funktionalisierten MCM-

41-Nanopartikel unter Verwendung einer Konzentration von 1.6-mg-L'1.

Anhand der Emissionsspektren ist zu erkennen, dass sowohl die extrahierten als auch die

calcinierten MCM-41-Nanopartikel eine Fluoreszenz bei einem Maximum von 524 nm
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zeigen, welches etwa mit dem Literaturwert des reinen Alexa Fluor® 488 von 519 nm
tibereinstimmt.'®® Dabei kann die Verschiebung auf die Anbindung des Farbstoffs an die
Nanopartikel zurtickgefuihrt werden. Zudem kann anhand der Intensitdten angenommen
werden, dass eine hohere Menge an die extrahierten MCM-41-Nanopartikel gebunden
werden konnte, da das Maximum eine hohere Intensitéat aufweist. Dies stimmt wiederum mit
den Ergebnissen der Anbindung der PolySia mittels der ,Click“-Chemie als auch mittels des
Linker-Systems Uberein, bei denen ebenfalls hthere Mengen an PolySia an die extrahierten
Nanopartikel gebunden werden konnte, da die calcinierten Nanopartikel weniger
Silanolgruppen aufweisen aufgrund von eintretenden Kondensationsreaktionen wahrend der
Calcination (s. Abb.5-20 und 5-53). Zu den Emissionsspekiren wurden die jeweiligen
Anregungsspektren bei den Maximalwerten der Emission aufgenommen. Bei diesen
Spektren kann ein Maximum bei 481 nm beobachtet werden, dass der Anregung zugeordnet
werden kann. Dabei stimmt der Wert des Maximums ebenfalls in etwa mit den Literaturdaten
von 495 nm Uberein, wobei die Abweichung auch hier der Anbindung zugewiesen werden
kann.®!

Zur weiteren Untersuchung der Nanopartikel auf ihre Fluoreszenzeigenschaften, wurden
Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen aufgenommen, die in Abb. 5-63 gezeigt sind. Es ist auf
den Aufnahmen zu erkennen, dass sowohl die extrahierten als auch die calcinierten MCM-
41-Nanopartikel griin fluoreszieren. Daraus folgt, dass Alexa Fluor® 488-Azid erfolgreich an
diese Nanopartikel gebunden werden kann. Des Weiteren kann beobachtet werden, dass
die extrahierten Nanopartikel eine etwas starkere Fluoreszenz aufweisen, was mit den

Messungen am Fluoreszenz-Spektroskop Ubereinstimmt.

Abb. 5-63: Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von extrahierten (links) und calcinierten (rechts) MCM-41-

Nanopartikeln, die mit Alexa Fluor® 488-Azid in einer ,Click“-Reaktion funktionalisiert wurden.

Nach der ,Click*-Reaktion wurde der Einfluss der Nanopartikel auf Zellen getestet, wobei der
MTT-Test verwendet wurde. Die Ergebnisse der Untersuchung mit HepG2-Zellen ist
Abb. 5-64 zu entnehmen, wéhrend die Ergebnisse mit den PC-12-Zellen im Anhang zu
finden sind. Daraus ist zu entnehmen, dass die MCM-41-Nanopartikel, die in einer ,Click"-
Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Azid umgesetzt wurden, eine akute Toxizitat zeigen, wobei es
kaum Unterschiede zwischen den extrahierten und calcinierten Nanopartikeln gibt mit
Ausnahme der Konzentration von 10 ppm. Dabei zeigen die extrahierten Nanopartikel noch

eine gute Viabilitdt der Zellen, wahrend die calcinierten Nanopartikel bereits eine schlechtere
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Viabilitat der Zellen aufweisen. Mit steigender Konzentration nimmt die Viabilitat der Zellen
fur beide Nanopartikel stark ab, woraus folgt, dass diese toxisch fir HepG2-Zellen sind. Da
bereits bei den Nanopartikeln, die mit PolySia in der ,Click*-Chemie umgesetzt wurden,
nachgewiesen werden konnte, dass die Toxizitat auf restliches Kupfer zurtickzuflihren ist, ist
auch bei diesen Nanopartikeln davon auszugehen, dass Kupfer die schlechte
Biokompatibilitat hervorruft, da auch diese Nanopartikel nach der Reaktion blau oder griin
gefarbt waren (s. Kapitel 5.5.1 und 5.5.2).
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Abb. 5-64: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit Alexa

Fluor® 488-Azid in einer ,Click“-Reaktion umgesetzt wurden.

5.5.5 ,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Alkin an MCM-41-Nanopartikel

Fir die ,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Alkin wurden die mit BUTMS und Azid-
modifizierten MCM-41-Nanopartikel verwendet. Der Erfolg der Anbindung wurde auch bei
diesen Nanopartikeln anhand von IR-Spektren Uberprift. Die Spektren der calcinierten
Nanopartikel sind in Abb. 5-65 gezeigt, wahrend die der extrahierten dem Anhang zu
entnehmen sind. Es ist anhand der Spektren zu erkennen, dass die Intensitat der

charakteristischen Bande der Azidgruppe bei 2107 cm™

nach der ,Click“-Reaktion leicht
abnimmt, woraus folgt, dass der Fluoreszenzfarbstoff erfolgreich mittels ,Click“-Chemie an
die Oberflache gebunden werden konnte. Da die Bande jedoch nicht vollstandig
verschwindet, kann angenommen werden, dass nicht alle Azidgruppen umgesetzt wurden,
so dass die verbleibenden fir weitere Reaktionen zur Verfigung stehen. Auch bei dieser
Variante der ,Click*-Chemie sind keine Banden, die allein dem Fluoreszenzfarbstoff
zugeordnet werden kdnnen, zu erkennen. Die Zuordnung aller Banden ist in Tabelle 5-20 zu

finden.
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Abb. 5-65: IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln vor und nach der ,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor®
488-Alkin.

Tab. 5-20: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-65 (Wellenzahlen #/cm™).

Azid nach , Click” Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [
2936 2929 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [
2862 2862 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [
2107 2107 (N3s)-Valenzschwingung Azid (63l
1655 1648 (O-H)-Deformationsschwingung ~ Wasser %%
1248 1248 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1100 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica (264
959 967 (Si—-OH)-Deformationsschwingung Silica ¢4
804 804 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica ¢4
478 471 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Des Weiteren wurden DLS-Messungen an den Nanopartikeln durchgefiihrt. Die Messungen
der calcinierten Nanopartikel sind in Abb. 5-66 zu sehen, wahrend die der extrahierten im
Anhang zu finden sind. Wie bereits in Kapitel 5.5.2 beschrieben, nimmt die Grol3e der
Primérpartikel nach der Anbindung von BUTMS zun&dchst ab, wobei die
GrolRenweitenverteilung wesentlich breiter wird. Nach weiterer Umsetzung mit Natriumazid
nimmt die PrimarpartikelgroRe wieder zu und die GroRenweitenverteilung wird wieder
schmaler. Nach dem Einsatz der Nanopartikel in einer ,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-
Alkin ist eine weitere Verkleinerung der Grof3e der Primarpartikel auf 70 nm zu beobachten,
wobei diese Nanopartikel eine GroRenweitenverteilung zwischen 40 und 130 nm zeigen.
Dies weist darauf hin, dass durch die Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs die Nanopartikel
weniger zur Agglomeration neigen. Eine Vermutung ist, dass durch die Anbindung des
Fluoreszenzfarbstoffs Oberflachenladungen an den Nanopartikeln auftreten, wodurch diese

separieren.
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Abb. 5-66: Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, die mit einer Azidfunktion

ausgestattet und anschlieRend mit Alexa Fluor® 488-Alkin in einer ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden.
Zur Uberpriifung, ob die Nanopartikel nach der ,Click‘-Reaktion fluoreszieren, wurden
Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren aufgenommen, die in Abb. 5-67 dargestellt

sind.
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Abb. 5-67: Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren der mit Alexa Fluor® 488-Alkin funktionalisierten MCM-

41-Nanopartikel unter Verwendung einer Konzentration von 1.45-mg-L'1.

Aus den Emissionsspektren ist zu entnehmen, dass die Nanopartikel in etwa eine &hnlich
starke Fluoreszenz zeigen wie die MCM-41-Nanopartikel, die in einer ,Click*-Reaktion mit
dem Alexa Fluor® 488-Azid umgesetzt wurden (s. Abb. 5-62), da die Intensitaten des
Maximums bei 524 nm in etwa Ubereinstimmen. Auch ist das Maximum mit dem
Literaturwert von 519 nm vergleichbar, so dass von einer erfolgreichen Anbindung
ausgegangen werden kann.”® Die Abweichung ist auf die Anbindung zuriickzufiihren.
Aulerdem ist auch bei diesen Nanopartikeln der Trend zu erkennen, dass an den

extrahierten Nanopartikel grof3ere Mengen angebunden werden kdnnen, da bei diesen
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Nanopartikeln mehr Silanolgruppen fir die Funktionalisierung zur Verfugung stehen. Bei den
Anregungsspektren ist bei diesen Nanopartikeln kein Maximum bei etwa 480 nm zu
erkennen. Da die Intensitat in diesem Bereich sehr stark ansteigt, kann es sein, dass die
Intensitat des Maximums zu klein ist, um detektiert zu werden, so dass das Signal untergeht
und nicht sichtbar ist.

Des Weiteren wurden die Nanopartikel unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht. Die
Aufnahmen sind in Abb. 5-68 zu sehen. Darauf ist zu erkennen, das sowohl die extrahierten
als auch die calcinierten Nanopartikel grin fluoreszieren, wobei die Intensitat bei den
extrahierten Nanopartikel leicht starker ist, was mit den Intensitdten der Fluoreszenz-
Emissions-Spektren (s. Abb. 5-67) tibereinstimmt. Das heif3t, dass das Alexa Fluor® 488-
Alkin ebenfalls erfolgreich Uber die ,Click“-Chemie an die Oberflache von Silica-Nanopartikel
gebunden werden kann.

Foom |

Abb. 5-68: Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von extrahierten (links) und calcinierten (rechts) MCM-41-

Nanopartikeln, die mit Alexa Fluor® 488-Alkin in einer ,Click“-Reaktion funktionalisiert wurden.

Um die Nanopartikel in der Biomedizin anwenden zu kénnen, wurde ihr Einfluss in
Zellkulturexperimenten untersucht. Die Ergebnisse der Experimente mit HepG2-Zellen sind
in Abb. 5-69 gezeigt, wahrend die Ergebnisse mit PC-12-Zellen im Anhang zu finden sind.
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Abb. 5-69: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit Alexa

Fluor® 488-Alkin in einer ,Click“-Reaktion umgesetzt wurden.
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Auch die in dieser ,Click“-Reaktion eingesetzten Nanopartikel zeigen mit steigender
Konzentration eine starke Abnahme der Viabilitdt der Zellen, woraus folgt, dass diese
Nanopartikel toxisch fir HepG2-Zellen sind, besonders wenn sie in hohen Konzentrationen
eingesetzt weden. Dies ist auf restliches Kupfer, dass sich entweder in den Poren befindet
oder sich an den Fluoreszenzfarbstoff anlagert, zuriickzufihren, da diese Nanopartikel nach
der ,Click“-Reaktion ebenfalls blau bzw. griin gefarbt sind. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass bei der ,Click*-Reaktion im Allgemeinen das Kupfer nicht vollstandig von den
Nanopartikeln entfernt werden kann, wodurch diese anschlie3end toxische Effekte auf Zellen

zeigen.

5.5.6  Vergleichende Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass ,click‘-fahige PolySia als auch kommerziell erhéltliche
cclick“-fahige Fluoreszenzfarbstoffe mittels beider Varianten der ,Click“-Chemie an die
Oberflache von MCM-41-Nanopartikeln gebunden werden kdénnen. Dabei zeigten in allen
Fallen die extrahierten Nanopartikel eine hohere immobilisierte Menge sowohl an PolySia als
auch an Fluoreszenzfarbstoff. Dieses Phanomen kann dadurch erklart werden, dass mit der
Calcination der Nanopartikel Kondensationsreaktionen einhergehen, wodurch die Anzahl der
fur die Funktionalisierung zur Verfigung stehenden Silanolgruppen verringert wird. Des
Weiteren wurden alle Varianten der ,Click“-Chemie auf ihre Toxizitat gegentber HepG2-
Zellen untersucht, um mdgliche Unterschiede zu dem Linker-System aufzuzeigen. Dabei
konnte ebenfalls bei allen vier Varianten der ,Click“-Chemie beobachtet werden, das mit
steigender Konzentration der Nanopartikel die Viabilitdt der HepG2-Zellen stark abnahm,
woraus folgt, dass die ,Click“-Chemie im Gegensatz zum Linker-System toxische Effekte
aufweist. Da Kupfer als Katalysator in dieser Reaktion verwendet wird, ist anzunehmen,
dass das Kupfer verantwortlich fir die akute Toxizitat ist, was auch in anderen ,Click"-
Reaktionen beobachtet werden kann."® Dies wurde durch Bestimmungen des Gehalts an
Kupfer bei den Nanopartikeln, die mit PolySia in einer ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden,
bestéatigt, da bei allen Nanopartikeln ein Kupfer-Gehalt von etwa einem Gewichtsprozent
gemessen werden konnte. Aul3erdem wurden die mit PolySia-funktionalisierten Nanopartikel
Uber die ,Click*-Chemie auf ihre Toxizitat gegenliber ISC-Zellen untersucht, da diese fur die
Nervenregeneration, in der die Nanopartikel angewendet werden sollen, essentiell sind.
Dabei konnte beobachtet werden, dass in diesem Fall keine Viabilitat der Zellen zu keinem
Zeitpunkt der Kultivierung zu erkennen ist, woraus folgt, dass das Kupfer aus der ,Click"-
Chemie eine starkere Toxizitat gegenuber ISC-Zellen aufweist im Gegensatz zu den HepG2-
Zellen. Die erhohte Toxizitdt konnte daran liegen, dass es sich bei den ISC-Zellen um
Gliazellen aus dem Nervensystem handelt, wahrend die HepG2-Zellen aus humanen
Leberzellen stammen. Da die Leber ein Abbauorgan ist, konnten diese Zellen resistenter
gegentber Kupfer sein, wodurch sich die etwas besseren Viabilitditen nach finf Tagen
Kultivierung erklaren lieRen. Aus diesen Ergebnissen folgt, dass die Anbindung Uber die

,Click“-Chemie sehr gut funktioniert, jedoch durch die toxischen Effekte des Kupfers, dass
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sich nicht so einfach entfernen lasst bzw. einen Komplex mit dem gebildeten Triazol bildet,
fur biomedizinische Anwendungen sehr eingeschrankt ist. Eine Methode zur Entfernung des
Kupfers miusste zunachst etabliert werden, was sehr umfangreich ware. Daher sollte diese
Anbindungsvariante fir spéatere biomedizinische Anwendungen nicht eingesetzt werden, da
die Anbindung Uber das Linker-System eine sehr gute Biokompatibilitit der Nanopartikel
aufzeigt (s. Kapitel 5.3). Um kein Kupfer in der ,Click“-Chemie verwenden zu missen, wurde
eine alkynyl-analoge PolySia im Institut fir Organische Chemie der Leibniz Universitat
Hannover synthetisiert, die mit Azidgruppen eine Kupfer-freie ,Click“-Chemie eingeht, wobei
eine Ringoffnungsreaktion stattfindet. Die Reaktion benétigt l&ngere Reaktionszeiten, da
ohne einen Katalysator gearbeitet wird. Da nach 48 Stunden der Reaktion nur sehr geringe
Mengen an PolySia detektiert werden konnten, die dazu noch im Bereich des Blindwertes
liegen, kann davon ausgegangen werden, dass mit dieser Methode nur sehr wenig bis gar
keine PolySia an die Nanopartikel gebunden werden kann, so dass diese Variante keine
Alternative zu den Kupfer-katalysierten ,Click“-Reaktionen darstellt. Um die Toxizitat der
Nanopartikel nach der ,Click“-Reaktion zu verringern, koénnte auch versucht werden
alternative Katalysatoren zu finden, die sich nicht im Produkt der Reaktion anlagern.
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5.6 Multifunktionalisierung von CMS-Nanopartikeln mit
Polysialinsaure und Fluoreszenzfarbstoff

Um die Nanopartikel bei der Anwendung in der Nervenregeneration optisch verfolgen zu
kdnnen, wurde versucht diese multifunktionell mit PolySia und dem kommerziell erhaltlichen
Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 auszustatten. Dabei wurden verschiedene Wege
getestet und diese anschlieRend durch Anderung verschiedener Parameter optimiert. Es
sollte dabei eine moglichst groRe Menge an PolySia immobilisiert werden und die
Nanopartikel sollten mit dem Fluoreszenzfarbstoff nicht Uberladen sein, so dass kein
Quenching auftritt, die Nanopartikel aber trotzdem beobachtet werden kénnen. Dabei wurde
auf die in den vorherigen Kapiteln angewendeten Anbindungsvarianten zurtickgegriffen und
verschiedene Kombinationen dieser Varianten getestet. Als erstes wurde versucht, die
Nanopartikel Uber eine Kombination des Linker-Systems und der ,Click“-Chemie zu
multifunktionalisieren, wobei die PolySia Uber das Linker-System und die
Fluoreszenzfarbstoffe Uber die ,Click“-Reaktion angebunden werden sollten. Fir diese
Variante mussten zundchst die mit APTES-funktionalisierten Nanopartikel mit
Bernsteinsaureanhydrid und Propiolsdure multifunktionalisiert werden. Die zweite Variante
ist die Multifunktionalisierung nur mittels der ,Click*-Chemie und als letztes wurde die

Multifunktionalisierung ausschlie3lich mit dem Linker-System getestet.

5.6.1  Multifunktionalisierung mit Bernsteinsdureanhydrid und Propiolsaure

Fur die Anbindung der PolySia und des Fluoreszenzfarbstoffs tber eine Kombination aus
Linker-System  und ,Click“-Chemie  wurden die  Nanopartikel zundchst mit
Bernsteinsaureanhydrid und Propiolsdure multifunktionalisiert. Dafiir wurden verschiedene
Losemittel getestet, da die einzelnen Reaktionen in unterschiedlichen Lésemitteln
durchgefuhrt werden, wobei zunachst beide Substanzen gleichzeitig zur Lésung gegeben
wurden. Zur Uberpriifung des Erfolgs der Reaktion wurden IR-Spektren aufgenommen. Die
IR-Spektren der Reaktion, die in Dichlormethan (DCM) durchgefuhrt wurde, sind in
Abb. 5-70 dargestellt. Anhand dieser IR-Spekiren ist zu erkennen, dass die
Multifunktionalisierung der CMS-Nanopartikel mit BSA und Propiolsaure in DCM in einem
Schritt erfolgreich war, da zum einen die charakteristische Bande der Alkin-Schwingung bei
2114 cm™ zu erkennen ist. Zum anderen ist die Bande bei 1722cm™' der freien
Carboxylgruppen, die aus der Anbindung von BSA resultieren und notwendig fur die
Immobilisierung der PolySia sind, zu sehen. Des Weiteren sind zwei Banden bei 1641 und
1551 cm™" zu erkennen, die auf die bei beiden Reaktionen entstandenen Amidbindungen
zurtickzufuhren sind. Die IR-Spektren nach den einzelnen Funktionalisierungen sind den
Kapiteln 5.3.2 und 5.5.1 zu entnehmen. Eine Zuordnung der Banden nach der

Multifunktionalisierung ist Tabelle 5-21 zu finden.
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Abb. 5-70: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit BSA und Propiolséaure in DCM in einem Schritt

multifunktionalisiert wurden.

Des Weiteren wurde die Multifunktionalisierung in DMF sowie in einem Ldsemittel-Gemisch
aus DMF und DCM in einem Schritt untersucht. Die IR-Spektren dieser Umsetzungen sind in
Abb. 5-71 zu sehen.
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Abb. 5-71: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit BSA und Propiolséure zum einen in DMF

(links) und zum anderen in einem Gemisch aus DCM und DMF (rechts) in einem Schritt multifunktionalisiert wurden.

Aus diesen Spektren kann entnommen werden, dass die Multifunktionalisierung in diesen
Losemitteln nicht funktioniert, da nur die drei typischen Banden zwischen 1730 und
1550 cm™", die bei der Anbindung von BSA detektiert werden kdénnen, sichtbar sind. Jedoch
ist keine Schwingung, die der Alkingruppe zugeordnet werden kdnnte, zu beobachten. Daher
wurden alle folgenden Reaktionen in DCM durchgefuhrt. Eine Zuordnung der Banden ist

vergleichend in Tabelle 5-21 zu finden.
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Tab. 5-21: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren nach der Multifunktionalisierung aus Abb. 5-70
und 5-71 (Wellenzahlen /cm™).

in

in DCM in DMF DCM/DME Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
3201 - - (C_?I%}\é?;ecr;ésiﬁznvri%%ung Propiolsaure (63l
2973 2948 2957 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2884 2880 2880 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2114 - - (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure (63l
1722 1727 1733 (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1641 1650 1650 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) Progaﬁéure t163)
1551 1546 1562 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) Progcs)lgéure (63l
1418 1417 1426 (C-H)-Deformationsschwingung APTES, BSA (63l
1233 1230 1223 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1081 1081 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
944 946 962 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica [264
811 804 804 (Si-O)-Deformationsschwingung Silica (e
463 467 467 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica [264

Um die Anbindung von BSA und Propiolsdure zu optimieren, wurde die Reihenfolge der
Zugabe verandert. In den bisherigen Untersuchungen wurden beide Reagenzien gleichzeitig
zur LOsung gegeben. Des Weiteren wurde die Auswirkung untersucht, wenn zuerst
Propiolséure und anschlieRend BSA sowie die umgekehrte Reihenfolge in zwei getrennten
Reaktionen an die Nanopartikel gebunden werden. Die IR-Spektren dieser Untersuchung
sind in Abb. 5-72 gezeigt.

B o B
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Abb. 5-72: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die zum einen zunéchst mit Propiolséaure und
anschlieend mit BSA (links) und zum anderen erst mit BSA und anschlieBend mit Propiolsaure (rechts)

multifunktionalisiert wurden.

Aus diesen Spektren ist zu entnehmen, dass eine Multifunktionalisierung in zwei Schritten
nicht erfolgreich ist, gleich welches Reagenz zuerst zur L6sung gegeben wird, da in beiden
Fallen nur die Banden flr eine erfolgreiche erste Umsetzung zu erkennen sind. Das heif3t,
dass wenn Propiolsaure zuerst zur Losung gegeben wird, die Bande bei 2117 cm™' der
Alkingruppe sowie die typischen Amidbanden bei 1643 und 1539 cm™" zu beobachten sind.

Nach der Funktionalisierung mit BSA treten keine weiteren Banden auf. Daraus folgt, dass
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nur Propiolsaure an die Nanopartikel Gber diese Variante gebunden wird. Des Weiteren kann
eine Abnahme der Intensitdten der Bande der Alkinschwingung sowie der typischen
Amidbanden nach der zweiten Reaktion mit BSA beobachtet werden, woraus folgt, dass ein
Teil der Bindung nicht kovalent war und in der zweiten Reaktion abgewaschen wurde. Diese
Beobachtungen sind auch fur die zweite Anbindungsvariante zu erkennen, nur dass in
diesem Fall die drei Banden der BSA-Funktionalisierung zu sehen sind und keine der
charakteristischen Alkinbanden. Auch hier kann eine Abnahme der Intensitét nach einer
zweiten Reaktion beobachtet werden, so dass das BSA zum Teil nur auf der Oberflache
angelagert ist und somit abgewaschen werden kann. Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte im
folgenden die Multifunktionalisierung der Nanopartikel mit BSA und Propiolséure nur in einer
Reaktion.

5.6.2  Anbindung Uber Kombination aus Linker-System und , Click”-Chemie

Um die CMS-Nanopartikel multifunktionell mit PolySia und einem Fluoreszenzfarbstoff zu
funktionalisieren, wurde zunéchst eine Kombination aus Linker-System und ,Click“-Chemie
getestet. Bei dieser Anbindungsvariante wurde die deacetylierte TBA-PolySia Uber das
Linker-System angebunden und das kommerziell erhaltliche Alexa Fluor® 488-Azid tiber die
,Click“-Reaktion mit einem terminalen Alkin. Dafur wurden die Nanopartikel, die
multifunktionell mit Propiolsdure und BSA modifiziert waren, verwendet. Der Erfolg der
Reaktion wurde mittels IR-Spektroskopie Uberprift. Die IR-Spektren vor und nach der
Reaktion, wenn zunéchst PolySia und nach 24 Stunden Alexa Fluor® 488-Azid zugegeben

wurden (Variante A), sind als Beispiel in Abb. 5-73 dargestellt.
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Abb. 5-73: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln mit Propiolsédure und BSA (unten) sowie nach weiterer

Umsetzung mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid mittels des Linker-Systems und der ,Click“-Chemie.

Aus den Spektren ist zu entnehmen, dass die Anbindung der PolySia erfolgreich war, da die

Bande bei 1729 cm™", die der freien Carboxylatgruppen zugeordnet werden kann, vollstandig
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' nach der Reaktion

verschwindet. Da auch die Intensitat der Alkinbande bei 2114 cm™
abnimmt, kann auch davon ausgegangen werden, dass der Fluoreszenzfarbstoff erfolgreich
Uber die ,Click“-Chemie gebunden werden konnte. Daher ist anzunehmen, dass sich die
Reaktionen nicht gegenzeitig stéren und eine Multifunktionalisierung der Nanopartikel

maglich ist. Eine Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-22 zu finden.

Tab. 5-22: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-73 (Wellenzahlen #/cm™).

Progiggure Polyaijlo/rélexa Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
- ( iaenescangung
2951 2944 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 163l
2892 2877 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2122 2114 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure 163l
1729 - (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1648 1641 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Flj’glc;/pg?;séure (63l
1544 1551 (N—H)-DeforT:r::?c;;sschwmgung BSA, Egcl)ﬁéci);saure, [163]
1241 1241 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1092 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica (264
959 959 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
804 804 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
463 463 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

Um zu Uberprifen, ob PolySia und Fluoreszenzfarbstoff an die Oberfliche der CMS-
Nanopartikel wahrend der Multifunktionalisierung gebunden werden konnten, wurde die
angebundene Menge an PolySia mittels des TBA-Tests bestimmt, wahrend Fluoreszenz-
Spektroskopie sowie —Mikroskopie fur die Untersuchung der Fluoreszenz der Nanopartikel
durchgefihrt wurden. Dabei wurde zunéchst die Reihenfolge der Zugabe zur Optimierung
der Anbindung geadndert. Die Ergebnisse des TBA-Tests sind in Abb. 5-74 zu sehen. Anhand
des TBA-Tests ist zu erkennen, dass die hdochsten Mengen an PolySia dann gebunden
werden konnten, wenn die Anbindung nicht Gber zwei Reaktionen durchgefuhrt wurde
(Variante A und B). Wenn die PolySia in einer ersten Reaktion angebunden wurde und die
getrockneten Nanopartikel anschlieRend mit Alexa Fluor® 488-Azid umgesetzt wurden
(Variante D), ist eine Abnahme der Menge an PolySia zu beobachten, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass diese in der zweiten Reaktion durch die [Angere Lagerung
in Ethanol wahrend der zweiten Reaktion zum Teil abgewaschen wird. Dies konnte auch
schon an den MCM-41-Nanopartikeln gezeigt werden, die lediglich mit PolySia Uber das
Linker-System funktionalisiert wurden (s. Kapitel 5.3.1). Wurden die Nanopartikel in einer
ersten Reaktion mit Fluoreszenzfarbstoff modifiziert und die getrockneten Nanopartikel in
einer zweiten Reaktion mit PolySia (Variante E), kann eine gr6RBere Menge an
immobilisierter PolySia beobachtet werden, so dass angenommen werden kann, dass die
Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs die Immobilisierung der PolySia nicht stért. Werden
beide Substanzen gleichzeitig zur Losung gegeben (Variante C), kann wieder eine erhdhte
Menge an PolySia detektiert werden, woraus folgt, dass die Multifunktionalisierung in einem
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Schritt erfolgen sollte. Um zu Uberprifen, ob dies durch aufeinanderfolgende Zugaben
verbessert werden kann, wurde zunachst PolySia bzw. Fluoreszenzfarbstoff angebunden
und ohne Trocknungsschritt nach einer gewissen Zeit die entgegengesetzte Chemikalie zur
Lésung gegeben. Dabei ist zu erkennen, dass bei beiden Varianten (A und B) die Menge an
immobilisierter PolySia stark ansteigt, wobei es besser zu sein scheint, wenn die PolySia
zuerst immobilisiert wird (Variante A). Dies konnte daran liegen, dass die freien
Carboxylatgruppen nach der Anbindung von Alexa Fluor® 488-Azid (Variante B) nicht mehr
vollsténdig frei zugénglich sind, wodurch die PolySia in geringeren Mengen gebunden
werden kann. Dass die Varianten A und B der Reaktion allgemein besser sind, kénnte
dadurch erklart werden, dass zunachst eine Komponente zum Teil gebunden wird und somit
die anderen funktionellen Gruppen besser zuganglich sind, wenn die zweite Komponente

dazu gegeben wird, da anschliel3end beide noch weiter angebunden werden.

B Variante A
3000 + B Variante B
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) B \/ariante D, Schritt 1
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—
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=
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Abb. 5-74: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der

,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die Reihenfolge

der Zugabe variiert (Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24 h Alexa + 48 h Alexa/PolySia,
Variante C: one step, Variante D: erst PolySia (Schritt 1), in zweiter Reaktion Alexa (Schritt 2), Variante E: erst

Alexa, in zweiter Reaktion PolySia).

Die Fluoreszenz-Emissionsspektren dieser Nanopartikel sind vergleichend in Abb. 5-75
gezeigt. Anhand der Fluoreszenz-Emissionsspektren ist zu erkennen, dass bei allen
Zugabereihenfolgen ein Emissionsmaximum bei 529 nm sichtbar ist, woraus folgt, dass die
Multifunktionalisierung bei allen Varianten erfolgreich war. Dabei konnte die hdchste
Intensitdt der Fluoreszenz erreicht werden, wenn PolySia und Fluoreszenzfarbstoff
gleichzeitig zur Lésung (Variante C) gegeben wurden, obwohl die wéassrige Phase des
Kupfers nicht in die DCM-Phase Ubergegangen ist. Die niedrigsten Intensititen wurden
erhalten wenn zwei Reaktionen in Folge durchgefiihrt wurden (Variante D und E), wobei eine
Abnahme der Intensitdt zu beobachten ist, wenn zunéchst nur der Fluoreszenzfarbstoff

angebunden wird und anschliel3end die PolySia (Variante E), so dass angenommen werden
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kann, dass sich auch bei der ,Click“-Chemie der Fluoreszenzfarbstoff zum Teil an die

Nanopartikel anlagert und nicht vollstandig kovalent gebunden ist.

O 529 nm
Variante A
60 Variante B
Variante C
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Variante E, Schritt 1
| 404 Variante E, Schritt 2
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Abb. 5-75: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System und
der ,Click“~-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die
Reihenfolge der Zugabe variiert (Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24 h Alexa + 48 h
Alexa/PolySia, Variante C: one step, Variante D: erst PolySia, in zweiter Reaktion Alexa, Variante E: erst Alexa
(Schritt 1), in zweiter Reaktion PolySia (Schritt 2)).

Des Weiteren wurden die Nanopartikel mittels Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Die
Aufnahmen sind in Abb. 5-76 gezeigt. Anhand der Aufnahmen ist zu erkennen, dass bei
allen Proben eine griine Fluoreszenz der Nanopartikel zu beobachten ist. Daraus folgt, dass
bei allen Varianten eine ausreichende Menge an Fluoreszenzfarbstoff angebunden wurde,
so dass die Fluoreszenz mit dem Mikroskop detektierbar ist. In vorherigen Studien konnte
gezeigt werden, dass die Nanopartikel mit einer Intensitat der Fluoreszenz ab etwa 30 im
Fluoreszenz-Spektroskop auch unter dem Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet werden
konnte.™” Daraus folgt, dass die Fluoreszenz ab einer Intensitat von etwa 30 ausreichend
ist, um die Nanopartikel optisch verfolgen zu koénnen. Des Weiteren kann beobachtet
werden, dass die Nanopartikel stérker fluoreszieren, wenn diese in grol3eren Aggregaten
zusammengelagert sind, wahrend die einzeln vorliegenden Nanopartikel eher schwach
fluoreszieren. Daher kann angenommen werden, dass bei diesen Mengen kein bzw. kaum
Quenching des Fluoreszenzfarbstoffs auftritt. Da bei allen Proben Fluoreszenz beobachtet
werden kann, wurde die Variante A fur die folgenden Optimierungen der
Multifunktionalisierung gewahlt, da unter diesen Bedingungen die gréf3te Menge an PolySia

angebunden werden konnte.
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Abb. 5-76: Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit PolySia und Alexa
Fluor® 488-Azid multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die Reihenfolge der Zugabe variiert (Variante A: 24 h
PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24 h Alexa + 48 h Alexa/PolySia, Variante C: one step, Variante D: erst

PolySia, in zweiter Reaktion Alexa, Variante E: erst Alexa (E1), in zweiter Reaktion PolySia (E2)).

Eine Optimierung der Synthese erfolgte durch Variation der APTES-Menge im ersten
Reaktionsschritt. Dabei wurde die Menge an APTES verringert, da bereits in vorherigen
Arbeiten gezeigt werden konnte, dass durch eine geringere Menge an APTES groR3ere
Mengen an PolySia gebunden werden konnen.™" zur Untersuchung der Auswirkung der
unterschiedlichen APTES-Mengen auf die multifunktionelle Anbindung von BSA und
Propiolsaure, wurden nach dem zweiten Reaktionsschritt IR-Spektren aufgenommen, die in
Abb. 5-77 dargestellt sind. Es ist zu erkennen, dass bei Verwendung von APTES nach
weiterer Umsetzung mit BSA und Propiolsaure vier neue Banden zu beobachten sind. Dabei
konnen die beiden Banden bei 1645 und 1545 cm™' den neu gebildeten Amidbindungen
zugeordnet werden, wahrend die Bande bei 1729 cm™' auf freie Carboxylgruppen
zurlickgefuihrt werden kann, die durch die Ring6ffnung des BSA entstehen und zur weiteren
Anbindung der deacetylierten PolySia benétigt werden. Die letzte Bande bei 2110 cm”™' kann
der Valenzschwingung der Dreifachbindung zugeordnet werden. Daraud folgt, dass sowohl
das terminale Alkin als auch das BSA erfolgreich an die Oberflaiche mit verschiedenen
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Mengen an APTES gebunden werden kann. Wird allerdings auf die Anbindung von APTES
im ersten Schritt verzichtet, kann zum einen keine Bande flr die Alkinfunktion und zum
anderen auch keine Banden fir die freien Carboxylgruppen beobachtet werden. Es kann
allerdings eine sehr schwache Schwingung bei 2950 cm™ beobachtet werden, die der
Schwingung von CH,-Gruppen zugeordnet werden kann. Daher ist davon auszugehen, dass
wahrscheinlich das BSA erfolgreich angebunden werden konnte, jedoch nicht Uber eine
Amidbindung, da keine Aminfunktionen fir die Reaktion zur Verfigung standen. Das BSA
koénnte eventuell direkt mit den Silanolgruppen der Oberflache reagiert haben, wodurch sich
ein Kieselsaureester gebildet hatte.**” Eine vergleichende Zuordnung einiger IR-Spektren

ist Tabelle 5-23 zu entnehmen.

1729 1545

——— 0.54 mmol APTES (125 L)
—— 0.43 mmol APTES (100 pL)
——0.22 mmol APTES ( 50 L)
—— 0mmol APTES (0 pL)
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Abb. 5-77: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von BSA und Propiolséure, wenn

im ersten Schritt verschiedene Mengen an APTES verwendet wurden.

Tab. 5-23: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-77 (Wellenzahlen #/cm™).

0 mmol 0.22 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
- 3282 (C-H)-Valenzschwingung (Dreifachbindung) Propiolsaure 163l
2950 2985 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
- 2895 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA [263)

- 2109 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure 163l

- 1729 (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1637 1645 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Propiolsaure, (Wasser) %%
- 1545 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, Propiolsaure [263)
1234 1226 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1089 1089 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
959 - (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
815 807 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
464 472 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Die IR-Spektren der CMS-Nanopartikel, die bei verschiedenen APTES-Mengen mit PolySia
und Alexa Fluor® 488-Azid umgesetzt wurden, sind in Abb. 5-78 gezeigt.
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1637

—— 0.54 mmol APTES (125 pL)
——0.43 mmol APTES (100 pL)
——0.22 mmol APTES ( 50 L)
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Abb. 5-78: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia und Alexa Fluor®

488-Azid, wenn im ersten Schritt verschiedene Mengen an APTES eingesetzt wurden.

Nach der Umsetzung mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid ist eine Abnahme der Bande
der freien Carboxylgruppen bei 1729 cm™' zu beobachten, was auf eine erfolgreiche
Anbindung der PolySia hindeutet. Des Weiteren ist eine Zunahme der Intensitaten der
typischen Amidbanden zu erkennen, die auf eine neu gebildete Amidbindung hinweisen, die
bei der Umsetzung mit der deacetylierten PolySia entsteht. Auch kann eine leichte Abnahme
der Intensitat der Alkinbande beobachtet werden, so dass auch von einer erfolgreichen
,Click“-Reaktion ausgegangen werden kann. Wird kein APTES verwendet, kdnnen keine
neuen Banden bzw. Anderungen in den Intensitaten beobachtet werden, so dass anhand
der IR-Spektren keine Aussagen Uber den Erfolg dieser Multifunktionalisierung getroffen

werden kann. Eine Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-24 zu finden.

Tab. 5-24: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-78 (Wellenzahlen #/cm™).

0 mmol 0.22 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
- 2947 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l

- 2871 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l

- 2109 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure (63l
1637 1637 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Propiolsaure, PolySia, (Wasser) [263)
- 1553 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, Propiolsaure, PolySia [263)
1210 1234 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (64l
1096 1096 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
967 945 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
815 807 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
472 464 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Um zu Uberprifen, ob die eingesetzte Menge an APTES einen Einfluss auf die
angebundene Menge an PolySia bei der Multifunktionalisierung hat, wurde der TBA-Test
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-79 dargestellt. Anhand dieser Ergebnisse ist zu

erkennen, dass bei allen eingesetzten Mengen an APTES PolySia erfolgreich an die
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Nanopartikel gebunden werden konnte. Die hdchste Menge an PolySia wurde dabei an die
Nanopartikel gebunden, bei denen entweder kein oder 0.54 mmol APTES verwendet
wurden. Dabei ist besonders interessant, dass eine grolle Menge an PolySia an die
Oberflache gebunden werden konnte, wenn auf den Einsatz von APTES verzichtet wurde.
Dabei kann davon ausgegangen werden, dass das BSA vermutlich direkt mit den
Silanolgruppen an der Oberflache der Nanopartikel zu einem Kieselsaureester reagiert und
somit direkt flr die Anbindung der PolySia zur Verfiigung steht.
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Abb. 5-79: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der
,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge an
APTES im ersten Schritt.

Um den Erfolg der ,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Azid zu untersuchen, wurden

Fluoreszenz-Emissions-Spektren aufgenommen, die in Abb. 5-80 zu sehen sind.

3504 —— 0 mmol APTES (0 pL)
1 ——0.22 mmol APTES (50 pL)
300+ ——0.43 mmol APTES (100 pL)
1 —— 0.54 mmol APTES (125 uL)
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Abb. 5-80: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System und
der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte

Menge an APTES im ersten Schritt variiert wurde.
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Darauf ist zu erkennen, dass alle Nanopartikel eine Fluoreszenz aufweisen. Dabei kann
beobachtet werden, dass die Intensitéat der Fluoreszenz bei Verwendung von keinem APTES
sehr gering ist, bei 0.22 mmol stark ansteigt, die dann bei 0.43 mmol etwa gleich bleibt und
beim Einsatz von 0.54 mmol wieder stark sinkt. Dieses Ergebnis steht im Zusammenhang
mit den angebundenen Mengen an PolySia. Immer wenn eine grolle Menge PolySia
gebunden werden konnte (bei 0 und 0.54 mmol), die in etwa vergleichbar ist, konnte nur eine
geringe Menge an Fluoreszenzfarbstoff immobilisiert werden, deren Intensitaten etwa im
vergleichbaren Bereich liegen. Bei den beiden anderen Konzentrationen von 0.22 und
0.43 mmol konnten nur geringe Mengen an PolySia gebunden werden, dafir ist jedoch die
Intensitat der Fluoreszenz sehr stark, so dass angenommen werden kann, dass in diesem
Fall mehr Alexa Fluor® 488-Azid gebunden wurde. Daraus folgt, dass der Einsatz von
APTES einen Einfluss auf die Multifunktionalisierung hat. Es kann angenommen werden,
dass PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid um die Anbindungsstellen konkurrieren.

Zur weiteren Optimierung der Multifunktionalisierung wurde im zweiten Schritt die Menge an
Bernsteinsaureanhydrid variiert. Die IR-Spektren der Nanopartikel nach der Anbindung von
BSA und Propiolséure sind in Abb. 5-81 gezeigt.
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Abb. 5-81: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von BSA und Propiolséure, wenn

im zweiten Schritt verschiedene Mengen an BSA verwendet wurden.

Bei der Variation des BSA ist zu erkennen, dass bei allen eingesetzten Mengen eine Bande
bei 2114 cm™ sichtbar ist, die der Alkinschwingung zugeordnet werden kann. Daraus folgt,
dass die Menge an BSA die Anbindung der Propiolsdure nicht stért. Des Weiteren kénnen in
allen Spektren die beiden typischen Amidbanden bei 1641 und 1554 cm™ beobachtet
werden, so dass bei der Anbindung eine Amidbindung entstanden ist. Jedoch ist nur bei der
Verwendung von 20 mmol und 30 mmol BSA eine dritte Bande bei 1737 cm™ zu erkennen,
die auf freie Carboxylgruppen zurlickzufiihren ist. Daraus folgt, dass in diesen beiden Fallen
das BSA erfolgreich an die Oberfliche gebunden werden konnte und dass eine

Carboxylgruppe fur die weitere Anbindung von PolySia zur Verfligung steht. Bei den
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anderen koénnte es sein, dass nur wenig BSA gebunden wurde, weil entweder geringere
Mengen eingesetzt wurden oder eine Konkurrenz mit der Propiolsaure um die
Aminfunktionen eingetreten ist, wodurch nur wenig BSA gebunden werden konnte, so dass
nur wenige freie Carboxylgruppen vorhanden sind, die eventuell nicht detektiert werden
konnte. Auf diese Moglichkeit weist auch eine leichte Andeutung der Bande bei 1737 cm™
hin, die in den anderen Spektren zu erkennen ist, welche bei der Anbindung von
Propiolséaure allein nicht zu erkennen ist. Eine vergleichende Zuordnung der Banden ist in
Tabelle 5-25 zu finden.

Tab. 5-25: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-81 (Wellenzahlen #/cm™).

10 mmol 30 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
3246 3298 (C-H)-Valenzschwingung (Dreifachbindung) Propiolsaure (63l
2921 2965 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2862 2884 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2114 2114 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure [263)
1729 1737 (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1633 1641 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Propiolséure (63l
1544 1554 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, Propiolsaure [263)
1241 1241 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1085 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
967 944 (Si—-OH)-Deformationsschwingung Silica (264
804 811 (Si-O)-Deformationsschwingung Silica (el
471 463 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Die IR-Spektren der CMS-Nanopartikel, die in einer weiteren Reaktion mit PolySia und Alexa
Fluor® 488-Azid umgesetzt wurden, sind in Abb. 5-82 dargestellt. Bei allen Spektren ist eine

' zu beobachten, was auf eine

leichte Abnahme der Intensitédt der Bande bei 2114 cm™
erfolgreiche ,Click*-Reaktion mit dem Fluoreszenzfarbstoff hindeutet. Bei Verwendung von
20 und 30 mmol BSA kann eine Abnahme der Intensitdt der Bande der freien
Carboxylgruppen beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass PolySia erfolgreich an die
Oberflache gebunden werden konnte. Bei den anderen Spektren sind keine Veranderungen
der Banden bzw. keine neuen Banden zu erkennen, die auf eine erfolgreiche Anbindung der

PolySia hinweisen. Die Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-26 zu finden.
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Abb. 5-82: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia und Alexa Fluor®

488-Azid, wenn im zweiten Schritt verschiedene Mengen an BSA eingesetzt wurden.

Tab. 5-26: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-82 (Wellenzahlen #/cm™).

10 mmol 30 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2951 2936 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2892 2877 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
2114 2114 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure [263)
1641 1641 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Propiolsaure, PolySia [263)
1551 1544 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid)  BSA, Propiolséure, PolySia [263)
1233 1225 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1085 1092 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
937 937 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
804 804 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
463 471 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Um die genaue Menge an PolySia zu bestimmen, wenn verschiedene Mengen an BSA
verwendet wurden, wurde der TBA-Test an den Nanopartikeln durchgefiihrt. Die Ergebnisse
sind in Abb. 5-83 zu sehen. Bei allen eingesetzten Mengen an BSA konnte PolySia
erfolgreich an die Oberflache gebunden werden. Dabei ist eine Zunahme der immobilisierten
Menge mit zunehmender Menge an BSA bis zu einem Maximum bei 20 mmol zu
beobachten, dass anschliel3end abnimmt. Daraus folgt, dass die bereits vorher verwendete
Menge von 20 mmol die besten Ergebnisse fir die Anbindung der PolySia erzielt. Das mit
weiterer Zunahme des BSA die Menge an PolySia abnimmt, kdnnte daran liegen, dass die
freien Carboxylgruppen eventuell durch einen erhéhten Grad an Oberflachenmodifizierung
nicht mehr frei zuganglich sind, wodurch weniger PolySia an die Oberfliche gebunden
werden kann. Wird weniger als 20mmol BSA eingesetzt, sind weniger
Anbindungsmadglichkeiten fir die PolySia vorhanden, wodurch angenommen werden kann,
dass vermutlich alle Gruppen reagiert haben und somit weniger PolySia gebunden werden

konnte, da keine weiteren Anbindungsstellen mehr frei waren.
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Abb. 5-83: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der
,Click*-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge an BSA

im zweiten Schritt.

Um die Nanopartikel auf Fluoreszenz zu untersuchen, wurden Fluoreszenz-Emissions-
Spektren aufgenommen, die in Abb. 5-84 dargestellt sind.

200 4
—— 5 mmol BSA (0.5g)
150 —— 10 mmol BSA (1g)
—— 15 mmol BSA (1.5g)
—— 20 mmol BSA (2g)
| — 25 mmol BSA (2.59)
100 —— 30 mmol BSA (3g)
50 -
0 T

. r : ;
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Abb. 5-84: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System und
der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte

Menge an BSA im zweiten Schritt variiert wurde.

Bei allen eingesetzten Mengen an BSA kann eine ausreichende Intensitéat der Fluoreszenz
gemessen werden, so dass die ,Click“-Reaktion trotz unterschiedlicher Mengen an BSA
erfolgreich war. Dabei ist jedoch kein Zusammenhang der Intensitat der Fluoreszenz mit der
eingesetzten Menge an BSA zu erkennen, da sowohl wenig eingesetzte Mengen an BSA als
auch groRe Mengen hohe sowie niedrige Intensitdaten aufweisen. Die niedrigste Intensitét
wurde beim Einsatz von 20 mmol gemessen, bei der die héchste Menge an PolySia

gebunden werden konnte. Da diese Intensitat ausreichend ist, um die Fluoreszenz zu
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detektieren, sind 20 mmol an BSA die optimale Menge fir die Multifunktionalisierung mittels
einer Kombination aus Linker-System und ,Click“-Chemie.

Zur weiteren Optimierung wurde im zweiten Schritt die Menge an Propiolsiure verringert.
Die IR-Spektren nach der Umsetzung mit BSA und verschiedenen Mengen an Propiolsaure
sind in Abb. 5-85 gezeigt.
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Abb. 5-85: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von BSA und Propiolséure, wenn

im zweiten Schritt verschiedene Mengen an Propiolséure verwendet wurden.

Anhand der IR-Spektren ist zu erkennen, dass bei allen eingesetzten Mengen an
Propiolsédure das BSA erfolgreich an die Oberflache gebunden werden konnte, da zum einen
die beiden typischen Amidbanden bei 1648 und 1551 cm™" und zum anderen die Bande der

' zu beobachten sind. Des Weiteren kann ab einer

freien Carboxylgruppen bei 1729 cm™
Menge von 0.32 mmol an Propiolsdure in der Vergréerung eine leichte Bande bei
2114 cm™' beobachtet werden, die mit zunehmender Menge an Propiolsaure weiter
zunimmt, bis diese bei einer Menge von 0.81 mmol auch in den nicht vergroRerten Spektren
sichtbar ist. Daraus folgt, dass ab einer Menge von 0.32 mmol die Anbindung der
Propiolséaure erfolgreich war. Beim Einsatz von 0.16 mmol ist entweder keine Propiolsiure
an die Oberflache gebunden worden oder eine so geringe Menge, dass diese noch nicht

detektiert werden kann. Die Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-27 zu entnehmen.
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Tab. 5-27: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-85 (Wellenzahlen #/cm™).

0 mmol 0.49 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
- 3277 (C-H)-Valenzschwingung (Dreifachbindung) Propiolsaure 163l
2936 2965 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 163l
2884 2899 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
- 2114 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure [263)
1722 1729 (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1641 1641 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Propiolséure (63l
1551 1559 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, Propiolsaure [263)
1233 1241 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1092 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
944 959 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica [264
804 804 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
463 463 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica [264

Die IR-Spektren nach weiterer Umsetzung mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid sind in
Abb. 5-86 dargestellt.
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Abb. 5-86: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia und Alexa Fluor®

488-Azid, wenn im zweiten Schritt verschiedene Mengen an Propiolsdure eingesetzt wurden.

Bei allen Spektren ab einer Menge von 0.32 mmol an Propiolsédure kdnnen Abnahmen der

! ' beobachtet werden,

Intensitéat der Bande bei 2114 cm™ sowie der Bande bei 1729 cm™
woraus folgt, dass sowohl die Anbindung Uber das Linker-System als auch die ,Click*-
Reaktion erfolgreich war. Bei den eingesetzten Mengen von 0 und 0.16 mmol Propiolsiure
ist die Anbindung der PolySia erfolgreich, was sich ebenfalls in der Abnahme der Bande bei
1729 cm™ zeigt, wahrend Uber den Erfolg der ,Click*-Reaktion in diesen Fallen keine
Aussage getroffen werden kann, da bei beiden Spektren die Alkinbande fehlt. Eine

vergleichende Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-28 zu finden.
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Tab. 5-28: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-86 (Wellenzahlen 17/cm'1).

0 mmol 0.49 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2951 2936 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 163l
2869 2869 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA [263)
- 2114 (C=C)-Valenzschwingung Propiolsaure [263)
1707 - (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1641 1641 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, Propiolséure 163l
1551 1551 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid)  BSA, Propiolséaure [263)
1241 1233 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1085 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica el
937 952 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
804 796 (Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el
463 463 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

Zur Bestimmung des Gehalts an immobilisierter PolySia wurde ein TBA-Test durchgefihrt,
dessen Ergebnisse in Abb. 5-87 zu sehen sind.

1500
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0 mmol 0.16 mmol  0.32 mmol 0.49 mmol 0.65mmol 0.81 mmol
propiolic acid propiolic acid propiolic acid propiolic acid propiolic acid propiolic acid
(0 L) (10 uL) (20 uL) (30 uL) (40 pL) (50 pL)

Abb. 5-87: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der
,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge an

Propiolsaure im zweiten Schritt.

Aus den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass die Menge an PolySia am hdchsten ist, wenn
weniger Propiolsdure eingesetzt wird. Dabei zeigen die Mengen zwischen 0.16 und
0.49 mmol vergleichbare Werte, wahrend bei hdheren Mengen an Propiolsdure die
immobilisierte Menge an PolySia abnimmt. Daher kann angenommen werden, dass mehr
Aminfunktionen im zweiten Schritt fir die Anbindung des BSA zur Verflgung stehen,
wodurch fir die Immobilisierung der PolySia mehrere freie Carboxylgruppen vorhanden sind.
Daraus folgt, dass mehr PolySia angebunden werden kann. Interessanterweise kann beim
Verzicht auf Propiolsaure nur eine sehr geringe Menge an PolySia gebunden werden. Dies
koénnte eventuell daran liegen, dass der Fluoreszenzfarbstoff tiber seine Aminfunktionen mit

den freien Carboxylgruppen des BSA reagiert, da keine Alkinfunktion fur die ,Click“-Reaktion
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vorhanden ist. Dadurch kodnnte eine Konkurrenz zwischen der PolySia und dem
Fluoreszenzfarbstoff um die freien Carboxylgruppen eintreten, so dass eine geringere
Menge an PolySia gebunden werden kann, da nicht mehr alle freien Carboxylgruppen fur die
Funktionalisierung zur Verfigung stehen.

Zur Untersuchung, ob die Nanopartikel trotz dem Einsatz von weniger Propiolsdure
fluoreszieren, wurden Fluoreszenz-Emissions-Spektren aufgenommen. Diese sind in
Abb. 5-88 dargestellt.

250~ —— 0 mmol propiolic acid (0 pL)
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Abb. 5-88: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System und
der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte

Menge an Propiolsaure im zweiten Schritt variiert wurde.

Es kann dabei beobachtet werden, dass alle Nanopartikel eine ausreichende Intensitéat der
Fluoreszenz aufweisen. Dabei liegen die Intensitaten von 0 bis 0.49 mmol Propiolsiure etwa
im gleichen Bereich, danach kann zunéchst eine leichte Abnahme der Intensitét beobachtet
werden, die beim Einsatz von 0.81 mmol stark sinkt. Die Verringerung der Intensitat kann
zum Beispiel daran liegen, dass sich groliere Mengen an Fluoreszenzfarbstoff
immobilisieren lassen, wodurch Quenching der Fluoreszenz eintritt, was die Intensitat der
Fluoreszenz verringert. Da die Nanopartikel beim Verzicht auf Propiolsdure trotzdem
fluoreszieren, kann davon ausgegangen werden, dass der Fluoreszenzfarbstoff auch tber
seine Amingruppen mit den freien Carboxylgruppen reagieren kann. Dadurch kdnnte auch
bei den anderen Multifunktionalisierungen, bei denen Propiolsdure vorhanden ist, ein Teil
des Fluoreszenzfarbstoffs Uber die freien Carboxylgruppen binden, wodurch eine
Konkurrenzreaktion gegeniiber der PolySia existiert. Diese ist jedoch beim Verzicht auf
Propiolsdure groRer, da keine alternativen Anbindungsmoglichkeiten fir den
Fluoreszenzfarbstoff vorhanden sind. Als Optimum an Propiolsdure kdnnen 0.32 und
0.49 mmol an Propiolsaure angesehen werden, da hier die grof3ten Mengen an PolySia
gebunden werden und die Intensitét der Fluoreszenz ausreichend ist.

Des Weiteren wurde die Menge an PolySia erhoht, um den Einfluss auf die

Multifunktionalisierung zu Uberprifen. Dabei wurde die genaue Menge an PolySia mittels
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des TBA-Tests bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-89 zu sehen. Aus den Ergebnissen
folgt, dass eine héhere Menge an PolySia immobilisiert werden konnte, wenn weniger
PolySia in der Reaktion eingesetzt wurde. Daher kann angenommen werden, dass eine
gréRere Menge an eingesetzter PolySia sich gegenseitig bei der Anbindung stort, indem
zum Beispiel mehr Konkurrenz um die freien Anbindungsstellen vorhanden ist, wodurch
weniger PolySia an die Oberflache gebunden werden kann.

3500

3000

HUg PolySial g CMS
> @ 8 B

500

0.38 mmol 0.52 mmol
PolySia PolySia
(182 mg) (250 mg)
Abb. 5-89: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der
,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge an

PolySia im letzten Reaktionsschritt.

Diese Nanopartikel wurden auch auf ihre Intensitdt der Fluoreszenz untersucht. Die
Fluoreszenz-Emissions-Spektren sind in Abb. 5-90 gezeigt.
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Abb. 5-90: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System und
der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte

Menge an PolySia im letzten Schritt variiert wurde.
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Darauf ist zu erkennen, dass beide Proben eine ausreichende Intensitt der Fluoreszenz
aufweisen, so dass von einer erfolgreichen ,Click*-Reaktion ausgegangen werden kann. Des
Weiteren ist zu beobachten, dass die Nanopartikel, die mit einer grél3eren Menge an PolySia
umgesetzt wurden, eine hohere Intensitat der Fluoreszenz aufweisen. Dies kdnnte daran
liegen, dass durch die erhéhte Konkurrenzreaktion der PolySia weniger PolySia immobilisiert
wurde, wodurch die Alkinfunktion besser zuganglich flr das Alexa Fluor ® Azid waren, so
dass eine gréRere Menge an Fluoreszenzfarbstoff gebunden wurde. Da jedoch bereits die
angebundene Menge beim Einsatz von weniger PolySia ausreichend ist und eine hdhere
Menge an immobilisierter PolySia bei Verwendung von 0.38 mmol detektiert werden konnte,
ist die optimale Menge an eingesetzter PolySia die geringere.

Es wurde auch uUberprift, ob die verwendete Menge an Fluoreszenzfarbstoff. Zur
Bestimmung des genauen Gehalts an PolySia wurde ein TBA-Test durchgefiihrt. Die

Ergebnisse des Tests sind in Abb. 5-91 dargestellt.
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Abb. 5-91: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der
,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge an

Alexa Fluor® 488-Azid im letzten Reaktionsschritt.

Dabei ist zu beobachten, dass die Menge an angebundener PolySia zunéchst mit steigender
Menge an Fluoreszenzfarbstoff ansteigt, bis sie ein Maximum bei 2.34:107 mmol Alexa
Fluor® 488 erreicht. AnschlieRend nimmt die Menge an immobilisierter PolySia mit weiter
steigender Menge an Fluoreszenzfarbstoff ab. Daraus folgt, dass die Menge an
Fluoreszenzfarbstoff einen Einfluss auf die gebundene Menge an PolySia hat. Dabei
scheinen hohere Mengen an Fluoreszenzfarbstoff die Anbindung von PolySia zu
erschweren. Dies konnte eventuell daran liegen, dass mehr Fluoreszenzfarbstoff gebunden
wird, wodurch einige der freien Carboxylgruppen abgeschirmt werden, so dass diese nicht
mehr frei zuganglich sind und weniger PolySia gebunden werden kann. Da alle Werte etwa
im gleichen Bereich liegen auRer bei der Verwendung von 2.34:10~" mmol Alexa Fluor®
488-Azid, kann angenommen werden, dass es sich hierbei um die optimale Menge fir die

Multifunktionalisierung handelt.
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Die Fluoreszenz-Emissions-Spektren, die zur Untersuchung der Intensitat der Fluoreszenz

aufgenommen wurden, sind in Abb. 5-92 gezeigt.
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Abb. 5-92: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System und
der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte

Menge an Alexa Fluor® 488-Azid im letzten Schritt variiert wurde.

Bei allen Nanopartikeln kann eine Fluoreszenz beobachtet werden. Dabei steigt die
Intensitat der Fluoreszenz zunéchst mit steigender Menge an Alexa Fluor® 488-Azid bis zu
einem Maximum bei 2.34-10"" mmol an und nimmt anschlieBend wieder ab. Die Abnahme
der Intensitat kdnnte daraus resultieren, dass bei erhthten Mengen an Fluoreszenzfarbstoff
mehr gebunden wird, wodurch es zum Quenching der Fluoreszenz kommt und niedrigere
Intensitdten gemessen werden. Da die héchste Menge an PolySia bei Verwendung von
2.34-10"" mmol detektiert wurde und die Fluoreszenz am starksten ist, sollte zur optimalen
Anbindung diese Menge an Fluoreszenzfarbstoff verwendet werden.

Da beiden einzelnen Reaktionen, die bei der Multifunktionalisierung kombiniert werden,
verschiedene Losemittel verwendet werden, wurde Uberprft, ob die Multifunktionalisierung
besser in Dichlormethan (DCM) oder in Ethanol (EtOH) ablauft. Dabei wurde der genaue
Gehalt an PolySia mittels des TBA-Tests ermittelt, dessen Ergebnisse in Abb. 5-93
dargestellt sind. Aus den Ergebnissen folgt, dass die Anbindung der PolySia viel besser in
DCM erfolgt als in Ethanol. Dabei ist anzunehmen, dass bei der Verwendung von Ethanol
nur sehr wenig bzw. keine PolySia gebunden wurde, da der ermittelte Wert im Bereich der
Blindwerte liegt, die auch gemessen werden, wenn keine PolySia an den Nanopartikeln
gebunden wurde. Das die deacetylierte PolySia schlecht in Ethanol an die Nanopartikel
bindet, liegt vermutlich daran, dass fur die Immobilisierung Uber das Linker-System DCC als
Katalysator benétigt wird. Da DCC gar nicht bis sehr schlecht in Ethanol I6slich ist, konnten
die freien Carboxylgruppen an der Silica-Oberflache nicht aktiviert werden, wodurch keine
bzw. nur eine geringfligige Reaktion mit den Amingruppen der deacetylierten PolySia
stattfand. Um eine hdhere Menge an PolySia in Ethanol binden zu kénnen, misste ein

anderer Katalysator verwendet werden, der in Ethanol besser I6slich ist.



152 5 Ergebnisse und Diskussion

3500

3000

N

()]

o

o
1

2000

g PolySia /| g CMS

500 -+

r DCM EtOH

Abb. 5-93: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der
,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Verwendung von

Dichlormethan bzw. Ethanol als Losemittel.

Die Nanopartikel wurden des Weiteren auf ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht. Die
Fluoreszenz-Emissions-Spektren sind in Abb. 5-94 gezeigt.
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Abb. 5-94: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System und
der ,Click“~-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei Dichlormethan bzw.

Ethanol als Losemittel verwendet wurden.

Bei beiden Reaktionen kann eine ausreichende Fluoreszenz detektiert werden. Dabei ist die
Intensitat der Fluoreszenz unerwarteterweise hoher, wenn die Reaktion in DCM durchgefihrt
wird, obwohl sowohl der Fluoreszenzfarbstoff als auch das Kupfer in wassriger Lésung zu
der DCM-Suspension gegeben wurden und sich eine wassrige Phase gebildet hatte. Daraus
folgt, dass sich der Wechsel des Losemittels von Ethanol auf DCM nicht negativ auf die
Anbindung per ,Click“-Reaktion auswirkt. Dabei scheint das als Katalysator zugegebene
Kupfer, das zuvor in wenig Wasser gel6st wurde, sich in die organische Phase zu begeben

und da die Reaktion zu katalysieren. Daher sollte die Multifunktionalisierung aus der
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Kombination von Linker-System und ,Click“-Reaktion weiterhin in DCM, dem L&semittel des
Linker-Systems, durchgefihrt werden, da sowohl bei der Anbindung von PolySia wesentlich
bessere Ergebnisse erzielt werden als auch bei der Immobilisierung des
Fluoreszenzfarbstoffes.

Als letztes wurde auf den Einsatz von Kupfer verzichtet, um zu tberprufen, ob die ,Click"-
Reaktion auch ohne Kupfer ablauft bzw. ob der Fluoreszenzfarbstoff eventuell Uber seine
Amingruppen an die Oberflache binden kann, so dass die Toxizitdt des Kupfers aus der
,Click“-Chemie reduziert wird (s. Kapitel 5.5). Zur Bestimmung der angebundenen Menge an
PolySia wurde der TBA-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieses Tests sind in Abb. 5-95
dargestellt. Interessanterweise scheint die Anwesenheit von Kupfer einen Einfluss auf die
Immobilisierung der PolySia zu haben, denn bei dem Verzicht auf Kupfer konnte eine
wesentlich geringere Menge an PolySia gebunden werden als wenn Kupfer in der Reaktion
anwesend ist. Eventuell hat Kupfer eine Eigenschaft, die sich auf die Anbindung der PolySia
an die Nanopartikel Uber das Linker-System auswirkt, wodurch die Immobilisierung erhéht
wird. Eventuell liegt es auch daran, dass der Fluoreszenzfarbstoff ohne Kupfer nur ber
seine Amingruppen mit den freien Carboxylgruppen an der Oberflache reagieren kann,
wodurch eine Konkurrenz zwischen der PolySia und dem Alexa Fluor® 488-Azid entsteht.
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Abb. 5-95: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die Uber das Linker-System und der
,Click*-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Verwendung und beim

Verzicht auf Kupfer.

Die Fluoreszenz-Emissions-Spektren, die zur Untersuchung der Fluoreszenz der
Nanopartikel aufgenommen wurden, sind in Abb. 5-96 zu sehen. Diese zeigen, dass die
Intensitat der Fluoreszenz wesentlich héher ist, wenn auf den Einsatz von Kupfer verzichtet
wird. Dies wiederum ist ein Hinweis darauf, dass der Fluoreszenzfarbstoff in diesem Fall
vermutlich mit seinen Amingruppen mit den freien Carboxylgruppen reagiert und somit tber
das Linker-System an die Oberflache gebunden wird. Dadurch wird die Anbindung von
PolySia gestort und somit verringert, da kaum Anbindungsstellen mehr vorhanden sind.

Daher kommt es zu einer wesentlich hoheren Intensitat der Fluoreszenz, wahrend nur eine



154 5 Ergebnisse und Diskussion

sehr geringe Menge an immobilisierter PolySia detektiert werden kann. Daraus folgt, dass
der Verzicht auf Kupfer fir den Fluoreszenzfarbstoff nicht relevant ist, da dieser trotzdem,
wenn auch Uber eine andere Bindungschemie, an die Oberflache binden kann. Jedoch ist
der Verzicht auf Kupfer im Hinblick auf die angebundene PolySia nicht von Vorteil, da der
Fluoreszenzfarbstoff hier die freien Carboxylgruppen abreagieren lasst. Daher sollte bei der
Multifunktionalisierung in einer Kombination aus Linker-System und ,,Click“-Chemie nicht auf
den Einsatz von Kupfer verzichtet werden, da sonst keine mdglichst groRe Menge an
PolySia an die Nanopartikel gebunden werden kann, auch wenn so die Toxizitat des Kupfers

noch vorhanden ist.
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Abb. 5-96: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die ber das Linker-System und
der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei zum einen Kupfer als

Katalysator eingesetzt wurde und zum anderen auf den Einsatz verzichtet wurde.

5.6.3  Anbindung ausschliel3lich tber , Click*-Chemie

Eine weitere Methode um die Nanopartikel multifunktionell mit PolySia und
Fluoreszenzfarbstoff auszustatten, ist die Anbindung allein Uber die ,Click“-Chemie. Dazu
wurde die Alkin-modifizierte PolySia sowie das Alexa Fluor® 488-Alkin verwendet. Fir die
Anbindung wurden Nanopartikel verwendet, die zuvor Uber BUTMS mit einer Azidfunktion
modifiziert wurden. Der Erfolg der Anbindung wurde mit IR-Spektroskopie Uberprift. Die IR-
Spektren vor und nach der ,Click*-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia und Alexa Fluor®
488-Alkin sind in Abb. 5-97 dargestellt. Daran ist zu erkennen, dass die ,Click“-Reaktion
erfolgreich ist, da die Intensitdt der Bande bei 2108 cm™', die der Schwingung der
Azidgruppe zugeordnet werden kann, nach der ,Click“-Reaktion leicht abnimmt. Daraus
folgt, dass einige der Azidfunktionen mit den Alkingruppen der PolySia sowie des
Fluoreszenzfarbstoffs reagiert haben. Des Weiteren folgt daraus, dass noch nicht alle
Azidgruppen abreagiert haben, da die Schwingung dieser Gruppe noch detektiert wird. Eine

Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-29 zu entnehmen.
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Abb. 5-97: IR-Spektren von Silica-Nanopartikeln nach der multifunktionellen Anbindung von Alkin-modifizierter
PolySia und Alexa Fluor® 488-Alkin mittels der ,Click“-Chemie.

Tab. 5-29: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-97 (Wellenzahlen #/cm™).

Azid nach , Click” Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [
2934 2934 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [
2857 2857 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [
2108 2101 (N3s)-Valenzschwingung Azid (63l
1636 1666 (O-H)-Deformationsschwingung ~ Wasser %%
1472 - (C-H)-Deformationsschwingung BUTMS [
1088 1088 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica (264
962 952 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
804 804 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica ¢4
474 467 (O-Si-0)-Deformationsschwingung ~ Silica ™%

AulRerdem wurde der Gehalt an angebundener PolySia mittels des TBA-Tests bestimmt,

dessen Ergebnisse in Abb. 5-98 gezeigt sind. Es ist zu erkennen, dass die Anbindung von

PolySia mittels der ,Click“-Reaktion bei der Multifunktionalisierung erfolgreich war. Dabei

konnte eine sehr groRe Menge gebunden werden, obwohl in der ,Click*-Chemie wesentlich

geringere Mengen an PolySia eingesetzt worden sind (nur 0.072 mmol, wahrend beim

Linker-System 0.38 mmol eingesetzt wurden). Daraus folgt, dass die Anbindung Uber die

,Click“-Chemie bei der Multifunktionalisierung sehr gute Ergebnisse erzielt und nicht von der

zusétzlichen Immobilisierung von Alexa Fluor® 488-Alkin gestort wird. Der einzige

limitierende Faktor dieser Reaktion ist, dass Kupfer als Katalysator eingesetzt wird und somit

die Nanopartikel fir anschlieRende Verwendungen in der Biomedizin toxische Effekte

aufweisen. Dies zeigt sich auch bei der Multifunktionalisierung in den griinlich gefarbten

Nanopartikeln nach der Reaktion.
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Abb. 5-98: Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Nanopartikeln, die tGber die ,Click“-Chemie mit Alkin-modifizierter

PolySia sowie Alexa Fluor® 488-Alkin multifunktionalisiert wurden.

Die Fluoreszenz dieser Nanopartikel wurde zunéchst mittels Fluoreszenz-Spektroskopie

untersucht. Die Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren sind in Abb. 5-99 zu sehen.
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Abb. 5-99: Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren von Silica-Nanopartikeln, die nur tber die ,Click*-

Chemie mit PolySia sowie Alexa Fluor® 488-Alkin multifunktionalisiert wurden.

Anhand des Emissionsspektrums ist zu erkennen, dass die Nanopartikel eine sehr starke
Fluoreszenz aufweisen, da die Intensitdt von 600 sehr grof3 ist. Dabei zeigen die
Nanopartikel ein Maximum bei etwa 510 nm, welches in etwa mit den Daten der Literatur
des reinen Alexa Fluor® 488-Alkin tibereinstimmt, dass bei 520 nm liegt.®® Die Verschiebung
des Maximums konnte durch die Anbindung verursacht werden. Die multifunktionelle
Immobilisierung kdnnte eventuell einen Effekt auf die Verschiebung haben, wodurch das
Maximum zu kleineren Werten verschoben wird. Beim Anregungsspektrum ist kein
Maximum bei 480 nm zu beobachten, was daran liegen kénnte, dass durch den starken
Anstieg der Intensitat in diesem Bereich das Signal Uberlagert wird und somit nicht sichtbar
ist.
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Des Weiteren wurden die Nanopartikel unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht. Die
Aufnahmen sind in Abb. 5-100 abgebildet, wobei zunachst eine Belichtungszeit von
2 Sekunden gewahlt wurde, damit die Aufnahmen mit den vorherigen vergleichbar sind.
Dabei zeigen die Nanopartikel eine sehr starke griine Fluoreszenz, die extrem leuchtet, so
dass angenommen werden kann, dass eine sehr grof3e Menge an Fluoreszenzfarbstoff Giber
die Multifunktionalisierung angebunden werden konnte. Aufgrund der sehr starken
Fluoreszenz bei einer Belichtungszeit von 2 Sekunden, wurde diese auf 640 ms verkirzt. In
dem Fall leuchten die Nanopartikel immer noch sehr stark, jedoch kommt es nicht mehr zu
Uberbelichtung. Aus den Ergebnissen folgt, dass die Multifunktionalisierung ausschlieRlich
Uber die ,Click"-Chemie erfolgreich ist und sowohl eine sehr gro3e Menge an PolySia als
auch an Fluoreszenzfarbstoff an die Oberflache gebunden werden kann, ohne dass sich die
beiden Molekile bei der Anbindung gegenseitig stdren. Allerdings wird bei dieser Reaktion
Kupfer als Katalysator verwendet. Daher kénnen diese Nanopartikel anschlielend nicht far
biomedizinische Zwecke angewendet werden, aufgrund der akuten Toxizitdt des Kupfers

gegeniber Zellen wie bereits in Kapitel 5.5 gezeigt werden konnte.

Abb. 5-100: Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von Silica-Nanopartikeln, die mit PolySia und Alexa Fluor® 488-

Alkin Gber die ,Click“-Chemie multifunktionalisiert wurden (Links: 2 s Belichtung; Rechts: 640 ms Belichtung).

5.6.4  Anbindung ausschlief3lich Gber das Linker-System

Die letzte getestete Mdglichkeit die Nanopartikel zu multifunktionalisieren, ist die Anbindung
von PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin allein Uber das Linker-System. Dazu
wurden calcinierte CMS-Nanopartikel, die mit BSA modifiziert wurden, verwendet. Der Erfolg
der Reaktion wurde mittels IR-Spektroskopie Uberpriift. Die IR-Spektren der Nanopartikel vor
und nach der Multifunktionalisierung, wenn diese zunéchst fir 24 Stunden mit PolySia und
dann fur weitere 24 Stunden mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin umgesetzt

wurden, sind als Beispiel in Abb. 5-101 dargestellt.
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Abb. 5-101: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit BSA (unten) sowie mit PolySia und Alexa

Fluor® 488-Hydroxylamin tUber das Linker-System funktionalisiert wurden.

Aus den IR-Spektren ist zu entnehmen, dass nach der Umsetzung mit PolySia und Alexa

Fluor® 488-Hydroxylamin eine Abnahme der Intensitat der Bande bei 1722 cm™’

, die der
Schwingung von freien Carboxylgruppen zuzuordnen ist, zu beobachten ist. Daraus folgt,
dass diese mit den Aminfunktionen der PolySia und des Fluoreszenzfarbstoffs reagiert
haben. Des Weiteren ist eine leichte Zunahme der Intensitét der typischen Amidbanden bei
1645 und 1559 cm™' zu erkennen, so dass angenommen werden kann, dass sich weitere
Amidbindungen ausgebildet haben. Wie schon in vorherigen Reaktionen kdnnen keine
neuen Banden detektiert werden, die der PolySia bzw. dem Fluoreszenzfarbstoff

zuzuordnen waren. Eine Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-30 zu entnehmen.

Tab. 5-30: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-101 (Wellenzahlen /cm™).

BSA PolySia / Alexa Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700 3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2944 2944 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 169
2877 2869 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 169
1722 - (C=0)-Valenzschwingung BSA 163l
1648 1641 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia (63l
1559 1559 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) ~ BSA, PolySia ¥
1404 1404 (C-H)-Deformationsschwingung APTES, BSA 169
1241 1241 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1092 1092 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica (264
952 959 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
811 804 (Si-O)-Deformationsschwingung Silica (el
463 463 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

Um zu Uberprifen, ob die Nanopartikel tatséachlich mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wurden die Nanopartikel mittels des TBA-Tests auf den Gehalt
an PolySia sowie mit der Fluoreszenz-Spektroskopie untersucht. Dabei wurde zur

Optimierung zunachst die Reihenfolge der Zugabe der Substrate verandert. Die Ergebnisse
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des TBA-Tests sind in Abb. 5-102 zu sehen. Anhand dieser Ergebnisse ist zu erkennen,
dass bei allen Varianten PolySia erfolgreich gebunden werden konnte, auch wenn die
angebundenen Mengen stark variieren. Dabei zeigt die Variante A, bei der zunachst PolySia
und nach 24 Stunden ohne Trocknungsschritt Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin zugegeben
wurde, die besten Ergebnisse in Bezug auf die immobilisierte Menge an PolySia. Dieses
Ergebnis ist darauf zurickzufiihren, dass die PolySia zunachst ungestort an die freien
Carboxylgruppen binden kann, ohne dass eine Konkurrenz zum Fluoreszenzfarbstoff
besteht. Ungeféhr die Halfte dieser Menge konnte mittels der Variante C angebunden
werden, bei der PolySia und Fluoreszenzfarbstoff gleichzeitig zur L6sung gegeben wurden,
wobei davon ausgegangen werden kann, dass die beiden Molekile um die
Anbindungsstellen konkurrieren, wodurch eine geringere Menge an PolySia gebunden
wurde. Nur eine sehr geringe Menge an PolySia konnte gebunden werden, wenn Variante B
verwendet wurde, bei der zuerst der Fluoreszenzfarbstoff zugebeben wurde und nach
24 Stunden ohne Trocknungsschritt die PolySia. Dies kdnnte daran liegen, dass in diesem
Fall die freien Carboxylgruppen bereits mit dem Fluoreszenzfarbstoff umgesetzt wurden, so
dass zum einen nicht mehr gentigend Anbindungsstellen fir die PolySia vorhanden waren
und zum anderen die noch freien Gruppen eventuell zum Teil von den angebundenem

Fluoreszenzfarbstoff abgeschirmt wurden.
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Abb. 5-102: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein tber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die Reihenfolge der Zugabe variiert
(Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24 h Alexa + 48 h Alexa/PolySia, Variante C: one step).

Die Fluoreszenz-Emissionsspektren dieser Nanopartikel sind in Abb. 5-103 gezeigt. Aus den
Spektren ist zu entnehmen, dass bei allen Varianten eine ausreichende Menge an
Fluoreszenzfarbstoff gebunden werden konnte, wobei bei den Varianten B und C die
hdchsten Intensitéten detektiert wurden, die in etwa vergleichbar sind. Daraus folgt, dass bei
Variante C, der Fluoreszenzfarbstoff und die PolySia um die Anbindungsstellen
konkurrieren. Dadurch kann der Fluoreszenzfarbstoff besser und die PolySia in geringeren

Mengen angebunden werden als bei Variante A, da beide gleichzeitig mit den freien
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Carboxylgruppen reagieren konnen und diese nicht bereits durch eins der Substrate
abgeschirmt werden. Bei Variante B kann, wie beim TBA-Test schon vermutet, davon
ausgegangen werden, dass der Fluoreszenzfarbstoff zuerst mit den freien Carboxylgruppen
reagiert und somit besser angebunden werden kann, wodurch die weiteren freien
Carboxylgruppen fur die PolySia nicht mehr alle frei zuganglich sind, so dass eine wesentlich
geringere Menge immobilisiert werden kann. Bei Variante A ist die Intensitat der Fluoreszenz
am geringsten, jedoch vollig ausreichend. In diesem Fall werden die restlichen unreagierten
freien Carboxylgruppen von der bereits gebundenen PolySia abgeschirmt, so dass weniger
Fluoreszenzfarbstoff anbinden kann. Da die Intensitat jedoch ausreichend ist und eine sehr
groRe Menge an PolySia gebunden werden konnte, wurde in allen weiteren Reaktionen
diese Anbindungsvariante verwendet.
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Abb. 5-103: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tGiber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die Reihenfolge der Zugabe variiert
(Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24 h Alexa + 48 h Alexa/PolySia, Variante C: one step).

Da bereits in vorherigen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass die eingesetzte Menge an
APTES einen Einfluss auf die Anbindung der PolySia hat, wurde der Einfluss des APTES auf
die Multifunktionalisierung mittels des Linker-Systems untersucht.*” Die IR-Spektren nach
der Umsetzung mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin sind in Abb. 5-104
vergleichend gezeigt. In allen Spektren, bei denen APTES im ersten Schritt an die
Oberflache gebunden wurde, kann eine Abnahme der Intensitat der Bande bei 1730 cm™
beobachtet werden, woraus folgt, dass die freien Carboxylgruppen nicht mehr vorhanden
sind und mit den Aminfunktionen der PolySia sowie des Alexa Fluor® 488-Hydroxylamins
reagiert haben. Ein weiterer Hinweis fir den Erfolg dieser Reaktion ist die Zunahme der
Banden der Amidbindung bei 1637 und 1553 cm™', was auf eine neu gebildete Amidbindung
hindeutet, die bei der Anbindung Uber das Linker-System entsteht. Wird das BSA direkt an
die Oberflache der Nanopartikel gebunden, kann keine neue Bande nach der Umsetzung mit

PolySia und Fluoreszenzfarbstoff beobachtet werden sowie keine Anderung der Intensitaten
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der Banden. Daher kann aus den IR-Spektren keine Aussage Uber den Erfolg der Reaktion

ohne APTES gemacht werden. Eine Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-31 zu finden.

1553
e — T VT
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i —— 1.07 mmol APTES (250 pL)
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Abb. 5-104: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia und Alexa Fluor®

488-Hydroxylamin, wenn im ersten Schritt verschiedene Mengen an APTES eingesetzt wurden.

Tab. 5-31: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-104 (Wellenzahlen /cm™).

0 mmol 0.43 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
- 2933 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l

- 2863 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA (63l
1637 1637 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia, (Wasser) (63l
- 1553 (N—-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, PolySia (63l
1248 1242 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1096 1089 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
967 953 (Si-OH)-Deformationsschwingung Silica (264
807 799 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
464 472 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Zur Bestimmung des Gehalts an PolySia auf der Oberflache der Nanopartikel, wurde der
TBA-Test durchgefuihrt. Die Ergebnisse des Tests, wenn unterschiedliche Mengen an
APTES im ersten Schritt eingesetzt wurden, sind in Abb. 5-105 dargestellt. Anhand der
Ergebnisse des TBA-Tests ist zu erkennen, dass bei allen eingesetzten Mengen an APTES
PolySia erfolgreich gebunden werden konnte und dass die Menge einen Einfluss auf die
Anbindung der PolySia bei der Multifunktionalisierung mittels des Linker-Systems hat. Dabei
nimmt die Menge an immobilisierter PolySia mit zunehmender Menge an APTES ab. Die
héchsten Mengen konnten gebunden werden, wenn kein bzw. 0.22 mmol APTES verwendet
wurden. Die schlechtesten Ergebnisse wurden mit der hdchsten eingesetzten Menge an
APTES (1.07 mmol) erzielt. Diese Ergebnisse Kkorrelieren mit den Ergebnissen aus
vorherigen Arbeiten.™*" Da die PolySia gebunden werden konnte, wenn kein APTES

verwendet wurde, kann angenommen werden, dass das BSA direkt mit den Silanolgruppen
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der Silica-Oberflache reagiert und zum Beispiel einen Kieselsaureester bildet, der
anschlieBend direkt mit der PolySia reagieren kann.

1750
1500 —
1250 —
1000 —

750 —

500 +

ug PolySia /| g CMS

250

0 mmol 0.22 mmol 0.43 mmol 0.54 mmol 1.07 mmol
APTES APTES APTES APTES APTES
(0 L) (50 pL) (100 uL)  (125uL) (250 pL)

Abb. 5-105: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein Uber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an APTES im ersten

Reaktionsschritt variiert wurde.

Die Fluoreszenz dieser Nanopartikel wurde mittels der Fluoreszenz-Spektroskopie
untersucht. Die Fluoreszenz-Emissionsspektren sind in Abb. 5-106 gezeigt.

175 -
150 - —— 0 mmol APTES (0 L)
\ ——0.22 mmol APTES (50 pL)
o ——0.43 mmol APTES (100 L)
] ——0.81 mmol APTES (125 pL)
| —— 1.07 mmol APTES (250 pL)
100 -
/
75 4
50 4
25 -
0 T T T T T T 1
500 550 600 650
Alnm

Abb. 5-106: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tGiber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an APTES im ersten

Reaktionsschritt verandert wurde.

Es ist zu erkennen, dass alle Nanopartikel eine Fluoreszenz aufweisen. Dabei ist die
Intensitat der Fluoreszenz bei den Nanopartikeln, bei denen APTES fir die Anbindung
verwendet wurde, in etwa vergleichbar, wahrend die Intensitat der Nanopartikel, bei denen
kein APTES benutzt wurde, sehr gering ist. Aus den Ergebnissen folgt, dass die beste

Zugabemenge an APTES 0.22 mmol ist, da unter anderem die hdchste Menge an PolySia
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immobilisiert werden konnte und die Intensitdét der Fluoreszenz ausreichend fur die
Verfolgung der Nanopartikel ist.

Zur weiteren Optimierung der Multifunktionalisierung mit dem Linker-System, wurde im
zweiten Reaktionsschritt die Menge an BSA variiert. Die IR-Spektren der Nanopartikel, die
mit verschiedenen Mengen an BSA funktionalisiert wurden, sind in Abb. 5-107 zu sehen.
Nach der Umsetzung mit verschiedenen Mengen an BSA kodnnen bei allen Spektren drei

1

neue Banden beobachtet werden, wobei die beiden Banden bei 1653 und 1553 cm™ der

" auf

gebildeten Amidbindung zugeordnet werden kdnnen, wahrend die Bande bei 1736 cm™
freie Carboxylgruppen zurlickzufiihren ist. Daraus folgt, dass in allen Féallen BSA erfolgreich
an die Oberflache gebunden werden konnte. Des Weiteren ist eine Zunahme der Intensitat
der Banden mit zunehmender Menge an BSA zu beobachten, die ein Maximum bei 15 mmol

hat. Die Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-32 zu sehen.
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Abb. 5-107: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit unterschiedlichen Mengen an BSA modifiziert

wurden.

Tab. 5-32: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-107 (Wellenzahlen /cm™).

10 mmol 30 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2939 2947 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 169
2863 2863 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA [
1736 1736 (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1653 1653 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia ¥
1545 1553 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, PolySia (63l
1409 1401 (C-H)-Deformationsschwingung APTES, BSA 169
1234 1248 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1089 1096 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
937 945 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
807 807 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264

464 464 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el
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Die IR-Spektren nach weiterer Umsetzung der Nanopartikel mit PolySia und Alexa Fluor®
488-Hydroxylamin sind in Abb. 5-108 gezeigt.

4

<<=
|
§

—_— 20 mmol BSA (2 g)

= N ame — 15 mmol BSA (1.5 g)
/ —— 10 mmol BSA ( 1g)
{ \\//\,\\/ —— 5 mmol BSA (0.5 g)

' I v T L) T ! T L) I 1 y T L 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7lem™

=0 o — 30 mmol BSA( 3g)

S—_—

1637

Abb. 5-108: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia und Alexa Fluor®

488-Hydroxylamin, wenn im zweiten Schritt verschiedene Mengen an BSA eingesetzt wurden.

Bei allen Spektren ist eine Abnahme der Intensitét der Bande der freien Carboxylgruppen bei
1730 cm™ zu beobachten. Daraus folgt, dass die freien Carboxylgruppen mit den
Amingruppen der PolySia und des Fluoreszenzfarbstoffs umgesetzt wurden, so dass die
Nanopartikel erfolgreich funktionalisiert werden konnten. Eine Zuordnung der Banden ist

Tabelle 5-33 zu entnehmen.

Tab. 5-33: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-108 (Wellenzahlen 17/cm'1).

10 mmol 30 mmol Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3200-3700  3200-3700 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2939 2939 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 163
2879 2887 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA 169
1645 1637 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia (63l
1553 553 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) BSA, PolySia [263)
1248 1242 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1096 1089 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
953 959 (Si—-OH)-Deformationsschwingung Silica (264
807 807 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264
464 464 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Die genaue Menge an immobilisierter PolySia wurde mittels des TBA-Tests bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 5-109 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass bei allen
verwendeten Mengen an BSA die PolySia erfolgreich an die Oberflache immobilisiert werden
konnte. Dabei ist eine Tendenz zu erkennen, dass die Menge an angebundener PolySia mit
steigender Menge an eingesetztem BSA zu nimmt. Daher kann angenommen werden, dass
bei héheren Mengen an BSA mehr Anbindungsstellen fir die PolySia vorhanden sind,
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wodurch eine hoéhere Menge gebunden werden kann. Diese erhohte Anzahl an freien
Carboxylgruppen scheint sich nicht gegenseitig zu behindern, so dass die Gruppen
ungehindert fur die Anbindung der PolySia zur Verfigung stehen. Daraus folgt, dass die
eingesetzte Menge an BSA einen Einfluss auf die Immobilisierung der PolySia an die
Oberflache der Nanopartikel bei der Multifunktionalisierung via des Linker-Systems hat.

2000

1750

1500
1250
1000

750 1

ug PolySia /| g CMS

500

250

~ 5 mmol 10 mmol 15 mmol 20 mmol 25 mmol 30 mmol
BSA BSA BSA BSA BSA BSA
(059) (190 (1590 (290 (259 (B9
Abb. 5-109: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein tber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an BSA im zweiten

Reaktionsschritt variiert wurde.

Die Fluoreszenz-Emissionsspektren, die zur Untersuchung der Fluoreszenz der Nanopartikel
aufgenommen wurden, sind in Abb. 5-110 gezeigt.

200
—— 5 mmol BSA (0.5g)
— 10 mmol BSA (19)
— 15mmol BSA (1.59)
150 — 20 mmol BSA (29g)
—— 25 mmol BSA (2.5¢g)
—— 30 mmol BSA (39)
| 100
50
0

T T T T 1 L 1
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Abb. 5-110: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tGiber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an BSA im zweiten

Reaktionsschritt verandert wurde.

Anhand der Spektren ist zu erkennen, dass alle Proben eine ausreichende Fluoreszenz

aufweisen, die in etwa im gleichen Bereich liegen. Daraus folgt, dass die Menge an
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eingesetztem BSA keine bzw. nur eine sehr geringe Auswirkung auf die Anbindung des
Fluoreszenzfarbstoffs bei der Multifunktionalisierung hat. Daher ist die optimale Menge an
BSA bei der Multifunktionalisierung mittels des Linker-Systems 30 mmol, weil in diesem Fall
die groite Menge an PolySia gebunden werden konnte und die Nanopartikel eine
ausreichende Fluoreszenz aufweisen.

Des Weiteren wurde der Einfluss der eingesetzten Menge an PolySia im letzten
Reaktionsschritt auf die Multifunktionalisierung untersucht. Zur Bestimmung des Gehalts an
PolySia wurde der TBA-Test durchgefiihrt, dessen Ergebnisse in Abb. 5-111 zu sehen sind.
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500 -

0_0.38 mmol 0.52 mmol 0.62 mmol 0.73 mmol
PolySia  PolySia PolySia  PolySia
(182 mg) (250 mg) (300 mg) (350 mg)

Abb. 5-111: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein tber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an PolySia im letzten

Reaktionsschritt variiert wurde.

Aus den Ergebnissen folgt, dass bei allen eingesetzten Mengen an PolySia diese erfolgreich
an die Oberflache gebunden werden konnte. Dabei ist zu beobachten, dass zunachst
vergleichbare Werte detektiert werden, wenn die Menge erhéht wird. Auf3er bei einer sehr
hohen eingesetzten Menge an PolySia von 0.73 mmol konnte eine wesentlich héhere Menge
an PolySia gebunden werden.

Die Fluoreszenz-Emissionsspektren dieser Nanopartikel sind in Abb. 5-112 dargestellt. Alle
Nanopartikel zeigen eine Fluoreszenz, wobei die Intensitdten etwa im gleichen Bereich
liegen. Dabei ist eine leichte Abnahme der Intensitat mit steigender Menge an zugegebener
PolySia zu beobachten. Jedoch ist die Fluoreszenz in allen Féllen ausreichend, woraus folgt,
dass bei der Multifunktionalisierung eine héhere Menge an PolySia von 0.73 mmol am
optimalsten ist.



5 Ergebnisse und Diskussion 167

175 -
—— 0.38 mmol polySia (182 mg)
—— 0.52 mmol polySia (250 mg)
150 ——0.62 mmol polySia (300 mg)
—— 0.73 mmol polySia (350 mg)
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Abb. 5-112: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an PolySia im letzten

Reaktionsschritt verandert wurde.

Als letztes wurde der Einfluss der Menge an eingesetztem Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin
auf die Multifunktionalisierung via des Linker-Systems untersucht. Dabei wurde die Menge

an PolySia mittels des TBA-Tests bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-113 gezeigt.
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Abb. 5-113: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein tber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an Alexa Fluor® 488-

Hydroxylamin im letzten Reaktionsschritt variiert wurde.

Bei allen eingesetzten Mengen an Fluoreszenzfarbstoff konnte PolySia erfolgreich an die
Oberflache gebunden werden. Dabei nimmt die angebundene Menge an PolySia zunéchst
mit steigender Menge an eingesetztem Fluoreszenzfarbstoff zu, bis ein Maximum beim
Einsatz von 2.09-10”" mmol erreicht wird. AnschlieRend nimmt die Menge an immobilisierter
PolySia mit weiter steigender Menge an Fluoreszenzfarbstoff ab. Dieser Einfluss der Menge
des Fluoreszenzfarbstoffs auf die Anbindung der PolySia konnte bereits bei der

Multifunktionalisierung mit der Kombination aus Linker-System und ,Click“-Chemie
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beobachtet werden (s. Kapitel 5.6.2). GroRe Mengen an Fluoreszenzfarbstoff kénnten die
Anbindung der PolySia in der Weise stbren, dass es eine Konkurrenz zwischen den beiden
Molekilen um die freien Carboxylgruppen gibt, wodurch PolySia in nicht so grolien Mengen
angebunden werden kann.

Die Fluoreszenz-Emissionsspektren dieser Nanopartikel sind in Abb. 5-114 dargestellt. Aus
den Spektren ist zu entnehmen, dass alle Nanopartikel eine Fluoreszenz zeigen, deren
Intensitdt mit steigender Menge an eingesetztem Fluoreszenzfarbstoff zunimmt. Da die
hochste Menge an PolySia gebunden wird, wenn 2.09-10” mmol an Alexa Fluor® 488-
Hydroxylamin eingesetzt werden und die Intensitat der Fluoreszenz ausreichend ist, sollte

diese Menge an Fluoreszenzfarbstoff als optimalste Menge angesehen werden.

175 4 - ——0.84*10" mmol Alexa ( 50 L)
/‘f \ ——1.68*107 mmol Alexa (100 pL)

150 4 \ ——2.09*10" mmol Alexa (125 pL)
1 / ——4.19*10" mmol Alexa (250 pL)
1254 [ ——8.38*10" mmol Alexa (500 pL)
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Abb. 5-114: Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tiber das Linker-System mit
PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an Alexa Fluor® 488-

Hydroxylamin im letzten Reaktionsschritt verandert wurde.

Um die multifunktionalisierten CMS-Nanopartikel in der Nervenregeneration einsetzen zu
kénnen, wurden diese auf toxische Eigenschaften untersucht. Daflr wurden aus jedem
Optimierungsschritt die Nanopartikel mit den besten Resultaten getestet. Die Ergebnisse der
MTT-Tests mit HepG2-Zellen sind in Abb. 5-115 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die
Nanopartikel alle eine gute Biokompatibilitdt zeigen, die bei der Variation der
Reaktionsparameter leicht variiert. Es ist eine leichte Abnahme der Viabilitat der Zellen mit
zunehmender Konzentration der zugegebenen Nanopartikel zu beobachten, jedoch ist diese
so geringfligig, dass die Viabilitdt noch in einem sehr guten Bereich liegt. Daraus folgt, dass
die Nanopartikel, die mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin multifunktionell tber
das Linker-System modifiziert wurden, keine toxischen Effekte aufweisen und gut

biokompatibel sind.
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Abb. 5-115: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit PolySia und Alexa Fluor® 488-
Hydroxylamin multifunktionalisierten CMS-Nanopartikeln (Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa).

Die Nanopartikel, die unter den Standardbedingungen (s. Kapitel 4.5.4) multifunktionell
modifiziert wurden, wurden noch in Zellkulturexperimenten mit ISC-Zellen untersucht. Die

Ergebnisse sind in Abb. 5-116 zu sehen.
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Abb. 5-116: Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an mit PolySia und Alexa Fluor® 488-

Hydroxylamin multifunktionalisierten CMS-Nanopartikeln.

Dabei kann eine sehr gute Biokompatibilitdt bei sehr geringen Konzentrationen beobachtet
werden, die mit zunehmender Konzentration sinkt. Wird dieses Ergebnis nach finf Tagen
Kultivierung mit den Ergebnissen der Kultivierung der MCM-41-Nanopartikel, die Uber zwei
Wochen erfolgte, verglichen (s. Abb. 5-27), kann davon ausgegangen werden, dass nach
einer Kultivierungsdauer von funf Tagen die Zellen nicht ausreichend wachsen konnten, da
bei den MCM-41Nanopartikel die Viabilitat der Zellen am vierten Tag vergleichbar ist mit den
Viabilititen der CMS-Nanopartikel, die in einer Konzentration von 500 und 1000 ppm
eingesetzt wurden. Daher kann angenommen werden, dass die Viabilitdt der Zellen
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vermutlich bei léngerer Kultivierung ansteigt. Dies kann bereits bei den MCM-41-
Nanopartikeln beobachtet werden, bei denen eine gute Biokompatibilitdt ab dem siebten Tag
beobachtet werden konnte, da die ISC-Zellen auf den Nanopartikeln anscheinend ein
eingeschranktes Wachstum besitzen.

Des Weiteren wurden die Nanopartikel, die unter den Standardbedingungen (s. Kapitel
4.5.4) multifunktionalisiert wurden, in einem in vitro-Test in gequetschte N. ischiadicus
Nerven von adulten Ratten injiziert, um zu Uberprifen, ob die Nanopartikel einen Einfluss auf
die Nervenregeneration haben und ob diese nach sieben Tagen detektiert werden kdénnen.
Bei diesen Nanopartikeln wurden zwei Farbeprotokolle von Langsschnitten angefertigt: zum
einen mit der EndosialidaseN-APC (EndoN-APC), die spezifisch an PolySia bindet, diese
jedoch nicht abbaut und zum anderen mit einem PolySia-Antikorper. Die Farbungen mit der
EndoN-APC sind in Abb. 5-117 dargestellt. Auf den Aufnahmen sind nicht eindeutig
Nanopartikel zu erkennen. Es kdnnte sich um zusammengelagerte Nanopartikel handeln, die
stark grin fluoreszieren. Da die Nanopartikel, die ausschlieBlich mit PolySia beschichtet
wurden, ebenfalls eine geringe grine Fluoreszenz zeigen, kann nicht eindeutig davon
ausgegangen werden, dass es sich hier um die Nanopartikel handelt. Jedoch ist aufféllig,
dass sich die EndoN-APC Féarbung sowie die Fluoreszenz direkt Uberlagern. Daher kann
angenommen werden, dass es sich dabei um die Nanopartikel handelt, da diese mit PolySia
und Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden und somit auf die Endo-APC sowie auf

Fluoreszenz positiv reagieren mussten.

Abb. 5-117: Farbungen mit EndosialidaseN-APC von Nervenlangsschnitten, in die CMS-Nanopartikel injiziert

wurden, die mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden (Links: EndoN-APC Farbung, Mitte:

Fluoreszenz, Rechts: EndoN-APC und Fluoreszenz iiberlagert).

Die Farbungen der Nervenlangsschnitte mit dem PolySia-Antikdrper sind in Abb. 5-118 zu
sehen. Bei diesen Farbungen kodnnen ebenfalls keine einzelnen Nanopartikel deutlich
identifiziert werden. Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass es sich vermutlich um
agglomerierte Nanopartikel handelt, da sich die Farbungen der PolySia mit der grinen
Fluoreszenz in etwa Uberlagern, so dass angenommen werden kann, dass es sich um die
Nanopartikel handelt, da diese mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff multifunktionell

ausgestattet wurden.
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Abb. 5-118: Farbungen mit PolySia-Antikérper von Nervenlangsschnitten, in die CMS-Nanopartikel injiziert wurden,
die mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden (Links: PolySia-Antikorper Farbung, Mitte:

Fluoreszenz, Rechts: PolySia-Antikdrper und Fluoreszenz tberlagert).

Des Weiteren wurden von Nerven-Querschnitten REM-Aufnahmen angefertigt, die zunachst
am REM-ACI mit dem ,low vacuum-Modus" aufgenommen wurden, um die Nerven nicht zu

beschadigen. Die Aufnahmen sind in Abb. 5-119 gezeigt.

Abb. 5-119: REM-Aufnahmen im ,low vacuum-Modus“ von Nervenquerschnitten, in denen calcinierte mit PolySia

und Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisierte CMS-Nanopartikel injiziert wurden (REM-ACI).

Auf den Aufnahmen ist die Struktur des Nerven sehr gut erkennbar. Jedoch kénnen keine
Nanopartikel beobachtet werden. Dies kénnte zum Beispiel daran liegen, dass die
Nanopartikel eine PriméarpartikelgréRe von etwa 40 nm haben und mit dem REM-ACI keine
héhere Auflésung erzielt werden konnte.

Da keine Aussagen Uber die Nanopartikel unter dem REM-ACI gemacht werden konnten,
wurden Querschnitte auch unter dem REM-PCI betrachtet, wobei ein Hochvakuum angelegt
wurde. Die Aufnahmen sind in Abb. 5-120 dargestellt. Auch bei den multifunktionalisierten
Nanopartikeln kdnnen kleine Punkte beobachtet werden, die jedoch nicht eindeutig den
Nanopartikeln zugeordnet werden kdnnen, jedoch in etwa in dem Gré3enbereich liegen. Es

kann jedoch angenommen werden, dass es sich dabei um Nanopartikel handelt, die sich im
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interstiliellen Raum, also zwischen den Axonen und den Zellen, befinden, da es sich bei den
Punkten nicht um Axone handeln kann und die Punkte fir Mikrotubuli der Axone nicht
geordnet genug vorliegen. Daher kann keine eindeutige Aussage Uber den Verbleib der
Nanopartikel nach dem siebentéagigen in vitro-Test im Nerven getroffen werden.

k.

Abb. 5-120: REM-Aufnahmen im Hochvakuum von Nervenquersschnitten, in denen calcinierte mit PolySia und
Fluoreszenzfarbstoff-multifunktionalisierte CMS-Nanopartikel injiziert wurden (REM-PCI).

5.6.5 Vergleichende Diskussion

Es konnten erfolgreich verschiedene Wege aufgezeigt werden, um CMS-Nanopartikel mit
PolySia und Fluoreszenzfarbstoff zu multifunktionalisieren. Wenn dabei ausschlie3lich die
,Click“-Chemie verwendet wurde, konnte sowohl die héchste Menge an PolySia gebunden
werden, obwohl diese in einer sehr geringen Menge im Gegensatz zum Linker-System
eingesetzt wurde, als auch eine sehr starke Fluoreszenz beobachtet werden. Jedoch ist bei
dieser Variante der Einsatz von Kupfer als Katalysator ein negativer Faktor, da dadurch
toxische Effekte der Nanopartikel auf Zellen hervorgerufen werden kénnen, was sich bereits
in den grunlich gefarbten Nanopartikeln nach der Reaktion zeigt und in Kapitel 5.5
nachgewiesen werden konnte. Die zweite erfolgreiche Methode zur multifunktionellen
Anbindung ist eine Kombination aus dem Linker-System und der ,Click“-Chemie, wobei die
PolySia deactelyiert iber APTES und BSA gebunden wurde und Alexa Fluor® 488-Azid tiber
die ,Click*-Reaktion an eine Alkinfunktion. Dafiir mussten bereits im zweiten Schritt die
Nanopartikel multifunktionell mit BSA und Propiolsdure ausgestattet werden. Innerhalb
dieses Verfahrens konnte gezeigt werden, dass DCM als Ldsemittel die besten Ergebnisse
erzielt hat, wobei sowohl BSA als auch Propiolsdure in einem Schritt an die Oberflache
gebunden werden konnte. Des Weiteren wurde die Reihenfolge der Zugabe variiert, wobei
sich herausstellte, dass die Multifunktionalisierung nur erfolgreich war, wenn die Reaktion in
einem Schritt durchgefihrt wurde. Diese multifunktionell mit BSA und Propiolsédure-
funktionalisierten Nanopartikel wurden anschlieBend fir die Multifunktionalisierung mit
PolySia und Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Es konnte dabei gezeigt werden, dass die
héchste Menge an PolySia gebunden werden konnte, wenn die Variante A der Zugabe

verwendet wurde, bei der zunachst PolySia und nach 24 Stunden Alexa Fluor® 488-Azid
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zugegeben wurden. Diese Nanopartikel wiesen eine ausreichende Fluoreszenz auf, so dass
die weiteren Optimierungsschritte mit dieser Variante durchgefiihrt wurden. Es wurde
festgestellt, dass die eingesetzte Menge an APTES einen Einfluss auf die
Multifunktionalisierung hat. Dabei konnten die grofiten Mengen an PolySia gebunden
werden, wenn kein APTES oder eine Menge von 0.54 mmol eingesetzt wurden, wobei die
Intensitat der Fluoreszenz ausreichend stark war, so dass dies die optimalen Mengen fir die
Multifunktionalisierung sind. Auf3erdem ergab sich bei der Variation der Menge an APTES
ein  Zusammenhang zwischen den immobilisieten Mengen an PolySia und
Fluoreszenzfarbstoff. Denn immer wenn hohe Mengen an PolySia gebunden wurden, konnte
nur eine geringe Intensitat der Fluoreszenz beobachtet werden und umgekehrt. Ansonsten
konnte gezeigt werden, dass die optimale Menge an BSA 20 mmol ist, da in diesem Fall die
grofRte Menge an PolySia gebunden werden konnte und die Intensitat der Fluoreszenz
ausreichend war. Dabei hat die Menge an eingesetztem BSA eine Auswirkung auf die
Anbindung der PolySia, jedoch kann keine Tendenz beim Einfluss auf die Immobilisierung
des Fluoreszenzfarbstoffs beobachtet werden. Auch wurde der Einfluss der eingesetzten
Menge an Propiolsaure untersucht, wobei festgestellt werden konnte, dass die optimale
Menge an Propiolsaure 0.32 bzw. 0.49 mmol betragt, da mit diesen beiden Stoffmengen
nahezu &hnlich gute Ergebnisse erzielt werden konnten. Interessanterweise konnte der
Fluoreszenzfarbstoff an die Oberflache gebunden werden, wenn keine Propiolsaure
verwendet wurde, so dass angenommen werden kann, dass dieser ebenfalls Uber seine
Aminfunktionen mit den freien Carboxylgruppen unter Bildung einer Amidbindung reagieren
kann. Dadurch kann weniger PolySia immobilisiert werden, da die PolySia und der
Fluoreszenzfarbstoff diese Anbindungsstelle bendétigen. Daher kann auch davon
ausgegangen werden, dass bei allen Anbindungen der Fluoreszenzfarbstoff ebenso Uber
das Linker-System binden kodnnte. Des Weiteren wurde der Einfluss einer héheren PolySia-
Menge untersucht. Dabei zeigte sich, dass mit erhdhter Menge weniger PolySia gebunden
werden konnte, woraus folgt, dass die Anbindung mit der vorher eingesetzten Menge optimal
war. Ferner wurde der Einfluss des Fluoreszenzfarbstoffs getestet. Die eingesetzte Menge
von 2.34-10" mmol war dabei das Optimum, weil in diesem Fall eine sehr grol3e Menge an
PolySia gebunden werden konnte und die Intensitat der Fluoreszenz am starksten war. Da
die einzelnen Anbindungen in verschiedenen Ldsemitteln erfolgten, wurde der Einfluss von
Ethanol und DCM auf die Multifunktionalisierung getestet. Bei der Verwendung von Ethanol
konnte kaum PolySia an die Oberflache gebunden werden. Dies liegt daran, dass das DCC,
welches notwendig fir die Amidbildung war, unléslich in Ethanol war, wodurch die freien
Carboxylgruppen nicht aktiviert wurden und die PolySia nicht binden konnte. Bei der
Verwendung von DCM als Losemittel konnte eine hohere Intensitdt der Fluoreszenz
detektiert werden, so dass dieses Lésemittel fur die Multifunktionalisierung Uber eine
Kombination aus dem Linker-System und der ,Click“-Chemie optimal war. Als letztes wurde
getestet, ob die Reaktion auch ohne Kupfer stattfindetso dass keine toxischen Effekte durch
das Kupfer auftreten kénnen. Dabei zeigte sich, dass eine hthere Menge an PolySia in der

Anwesenheit von Kupfer gebunden werden konnte. Interessanterweise konnte eine
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wesentlich hdhere Fluoreszenz detektiert werden, wenn kein Kupfer eingesetzt wurde. Dies
konnte daran liegen, dass der Fluoreszenzfarbstoff in Abwesenheit von Kupfer vermutlich
Uber seine Amingruppen an die Oberflache der Nanopartikel bindet, wodurch nicht
genigend freie Carboxylgruppen fir die PolySia zur Verfigung stehen. Die letzte Anbindung
der Multifunktionalisierung erfolgte ausschlie3lich tGber das Linker-System, bei dem die
besten Resultate erzielt werden konnten, wenn zuerst PolySia zur Losung gegeben wurde
und nach 24 Stunden der Fluoreszenzfarbstoff (Variante A). Des Weiteren konnte ein
Einfluss der Menge an APTES beobachtet werden, wobei die héchsten Mengen an PolySia
gebunden werden konnten, wenn kein bzw. 0.22 mmol APTES eingesetzt wurden. Da bei
der Anbindung des BSA direkt an die Silanolgruppen eine sehr geringe Intensitat der
Fluoreszenz beobachtet werden konnte, ist die optimale Menge an APTES 0.22 mmol.
AuRBerdem wurde der Einfluss des eingesetzten BSA auf die Multifunktionalisierung
untersucht. Dabei konnte ein Einfluss auf die Menge an gebundener PolySia beobachtet
werden, wahrend auf die Menge an Fluoreszenzfarbstoff kein direkter Einfluss zu existieren
scheint. Aus den Ergebnissen folgt, dass 30 mmol an BSA die besten Resultate erzielt. Bei
der Variation der Menge an PolySia konnte zum einen eine Zunahme der Menge an
immobilisierter PolySia sowie eine Abnahme der Intensitat der Fluoreszenz mit steigender
Menge an eingesetzter PolySia beobachtet werden. Daher kann angenommen werden, dass
héhere Mengen an PolySia besser fur die multifunktionelle Anbindung sind. Des Weiteren
wurde der Einfluss der Menge an Fluoreszenzfarbstoff untersucht, wobei die Auswirkung auf
die Anbindung von PolySia vergleichbar mit der Auswirkung bei der Kombination aus Linker-
System und ,,Click“-Chemie war. Auch konnte eine Zunahme der Intensitat der Fluoreszenz
mit steigender Menge an eingesetztem Fluoreszenzfarbstoff beobachtet werden. Da die
héchste Menge an PolySia beim Einsatz von 2.09-10"" mmol Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin
gebunden werden konnte und diese Nanopartikel eine ausreichende Fluoreszenz aufwiesen,
ist dies die optimale Menge an Fluoreszenzfarbstoff flr die Multifunktionalisierung mittels
des Linker-Systems. Da die Nanopartikel auf dem Gebiet der Nervenregeneration eingesetzt
werden sollen, wurden Zellkulturexperimente mit HepG2-Zellen durchgefiihrt. Alle getesteten
Nanopartikel zeigen eine ahnliche Viabilitéat der Zellen, die leicht abnahm mit zunehmender
Konzentration der Nanopartikel. Jedoch ist die Viabilitdt nur geringflgig kleiner als die des
Mediums, woraus folgt, dass die Nanopartikel gut biokompatibel sind. Des Weiteren wurden
die Nanopartikel mit ISC-Zellen getestet. Dabei haben die Nanopartikel nur in geringen
Konzentrationen eine gute Biokompatibilitdt, wahrend bei hoheren Konzentrationen die
Viabilitdt der Zellen abnahm. Da nur Uber finf Tage kultiviert wurde, kann es sein, dass nicht
genigend Zeit vorhanden war, um eine gute Viabilitdt zu erhalten. Bei den MCM-41-
Nanopartikeln, die Uber zwei Wochen getestet wurden, konnte erst nach sieben Tagen eine
gute Viabilitdt beobachtet werden, weil die ISC-Zellen auf den Nanopartikeln vermutlich
langsamer wachsen (s. Kapitel 5.3.1). Die Viabilitdt der ISC-Zellen nach funf Tagen bei der
Kultivierung mit multifunktionalen Nanopartikeln war vergleichbar mit der Viabilitéat der 1SC-
Zellen bei der Kultivierung mit MCM-41-Nanopartikeln am Tag vier. Daher sollten die

multifunktional ausgestatteten Nanopartikel nochmals Uber einen langeren Zeitraum mit ISC-
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Zellen getestet werden. AufRerdem wurden die Nanopartikel in einem in vitro-Nerventest
untersucht, wobei die Langsschnitte der Nerven mit verschiedenen Farbungen angefarbt
wurden. Dabei konnte sowohl bei der EndosialidaseN-APC als auch beim PolySia-Antikdrper
eine rote Farbung beobachtet werden, die sich mit der griinen Fluoreszenz Uberlagerte.
Jedoch konnten die Nanopartikel nicht eindeutig identifiziert werden, da diese zu klein
waren, um bei der Auflésung beobachtet werden zu kdnnen. Es kénnte sich dabei um
zusammengelagerte Nanopartikel handeln, da diese sowohl Fluoreszenz als auch PolySia
aufweisen. Um eine genaue Aussage Uber den Aufenthalt der Nanopartikel zu treffen,
wurden REM Aufnahmen angefertigt. Jedoch konnten die Nanopartikel nicht eindeutig
ausgemacht werden. Bei den Aufnahmen am REM-PCI sind jedoch kleine Sphéren zu
erkennen, die in etwa die Grof3e der Nanopartikel aufweisen, so dass es sich dabei um
Nanopartikel im interstiliellen Raum handeln kdnnte. Da es keine Axone sein kdnnen und die
Punkte fur Mikrotubuli der Axone nicht geordnet genug vorliegen, kdnnen diese
Mdoglichkeiten ausgeschlossen werden.



176 5 Ergebnisse und Diskussion

5.7 Collagen-Silica-Komposit-Materialien

Da die PolySia fur den Einsatz im Korper zum Zweck der Nervenregeneration
festphasengebunden sein muss, wurde versucht Collagen-Silica-Komposit-Materialien
herzustellen, die eventuell in Rohrchen geformt werden kdénnen und an die PolySia
gebunden werden kann. Dabei wurde zunéchst versucht, kommerziell erhaltliches
MatriStypt® (Collagen | aus der Rinderepidermis) mit calcinierten CMS-Nanopartikeln zu
infiltrieren. Die daraus entstehenden Komposit-Materialien wurden zum einen mit
Glutaraldehyd quervernetzt, um die Komposite zu stabilisieren. Zum anderen wurden sie auf
ihre Stabilitdét gegentber Wasser untersucht, um eventuell die Quervernetzung mit dem
toxischen Glutaraldehyd zu umgehen. Die entstandenen Materialien wurden in
Zellkulturexperimenten auf ihre Biokompatibilitdt untersucht. Des Weiteren wurde versucht,
PolySia an die Komposite zu binden. Dafir wurden zwei Wege getestet: zum einen die
Infiltrierung von mit PolySia-beschichteten CMS-Nanopartikeln in das MatriStypt® und zum
anderen eine Funktionalisierung der mit CMS-Nanopartikeln infiltrierten Collagen-
Membranen. Aul3erdem wurden beide Wege optimiert.

5.7.1 Infiltrierung mit unfunktionalisierten CMS-Nanopartikeln in MatriStypt®

Zur Herstellung von Collagen-Silica-Komposit-Materialien wurde zundchst versucht,
calcinierte CMS-Nanopartikel in kommerziell erhéltliches MatriStypt® (gereinigtes Collagen |
aus der Rinderepidermis, 2 mm Dicke) zu infiltrieren und das erhaltene Material
anschlieBend zur Stabilisierung mit Glutaraldehyd querzuvernetzen. Der Erfolg wurde
zundchst mittels IR-Spektroskopie untersucht. Die IR-Spektren der calcinierten Silica-
Nanopartikel, des reinen Collagens, des infiltrierten Collagens sowie der quervernetzten
Komposite sind in Abb. 5-121 dargestellt.

—— calcined CMS
— after crosslinking
— after infiltration
——collagen
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Abb. 5-121: IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, reinem Collagen, mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem

Collagen sowie infiltriertem Collagen nach der Quervernetzung mit Glutaraldehyd.
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Anhand der Spektren ist zu erkennen, dass nach der Infiltrierung von CMS-Nanopartikeln in
MatriStypt® die Silica-Banden bei 1090, 960 und 800 cm™" deutlich sichtbar sind, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass Silica erfolgreich in das MatriStypt® infiltriert werden
konnte. Des Weiteren sind zwei sehr schwache Banden zwischen 3000 und 2850 cm™" zu
beobachten, die auf Valenzschwingungen von Alkylgruppen zuriickgefiihrt werden kdnnen,
die im Collagen vorhanden sind. AufRerdem zeigen sich drei schwache Banden bei 1653,
1550 und 1454 cm™', die verschiedenen funktionellen Gruppen des Collagens zugeordnet
werden kénnen und in den unfunktionalisierten CMS-Nanopartikeln nicht vorhanden sind.
Daher kann angenommen werden, dass Collagen-Silica-Komposit-Materialien Uber die
Infiltrierung erfolgreich hergestellt werden konnten. Nach der Quervernetzung sind keine
neuen Banden zu erkennen, die auf neu geknlpfte Bindungen hinweisen. Ferner kann eine
leichte Zunahme der Intensitat der Banden bei 1653 und 1550 cm™' beobachtet werden, so
dass nach der Quervernetzung weiterhin Komposit-Materialien vorliegen. Bei dem reinen
Collagen geben die beiden Banden bei 1080 und 1033 cm™ einen Hinweis darauf, dass es
sich um Collagen des Typs | handelt.**” Eine Zuordnung der Banden ist Tabelle 5-34 zu

entnehmen.

Tab. 5-34: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-121 (Wellenzahlen ¥/cm™).

MatriStypt® Infiltrierung calciniert Zuordnung der Banden Quelle Lit.

- - 3745 (Si-OH)-Valenzschwingung Silica 162

3316 - - (N-H)-Valenzschwingung Collagen w2
3100 - 3700 3000 - 3700 3000 - 3700 (O-H/N-H)-Valenzschwingung CV‘\;'Z"S%‘Z? u2.163]

3073 - - (NHs")-Valenzschwingung Collagen (63l
- 2969 - (C-H)-Valenzschwingung Collagen ~ [#71%7
2973 2895 - (C-H)-Valenzschwingung Collagen [2r.167
1639 1653 1645 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) %ﬁ'ﬁ%ﬁ’r‘) (27.167)
1550 1550 - (N'H)'DeforT:;?cBSSChW'”gung Collagen 127167
1454 1454 - (C-H)-Deformationsschwingung Collagen ~ [#71e7
1395 - - (C-H)-Deformationsschwingung Collagen 12713
1336 - - (C-H)-Wackelschwingung Collagen 12713
(C—N)-Deformati_onsschwingung Collagen,  poreq

1240 1232 1247 (Amid),

(Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica
(C-0O)-valenzschwingung, (Si-O-Si)-  Collagen,  pe2164)

1084 1084 1093 Valenzschwingung Silica

1033 - - (C-0)-Valenzschwingung Collagen #7153
- 959 967 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
- 804 807 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264

656 - - (N-H)-Deformationsschwingungen Collagen (27
- - 471 (O-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (el

Da die Komposite spater auf dem Gebiet der Nervenregeneration eingesetzt werden sollen,
wurde versucht aus den Membranen Rohrchen, als Beispiel fir eine implantierbare Form,
anzufertigen. Dabei sind die Komposite im feuchten Zustand sehr gut formbar und behalten
nach dem Trocknen ihre Form. Jedoch konnten die beiden Enden nicht fest zu einer

geschlossenen Ro6hre miteinander verbunden werden, auch nicht mittels der



178 5 Ergebnisse und Diskussion

Quervernetzung mit Glutaraldehyd. Daher mussten hierfir andere Methoden entwickelt
werden, wie zum Beispiel das Zusammenzunahen der Enden oder einen Bioklebstoff zu
verwenden. In Abb. 5-122 sind Bilder von den Rdhrchen gezeigt.

Abb. 5-122: Bilder von Collagen-Silica-Kompositen, die zu Réhrchen geformt wurden.

Um die Materialien naher zu charakterisieren, wurden thermogravimetrische Messungen
nach jedem Schritt aufgenommen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der
thermogravimetrischen Messungen ist Tabelle 5-35 zu entnehmen, wahrend die

Thermogramme im Anhang zu finden sind.

Tab. 5-35; Massenverluste sowie Restmassen der TG-Messungen an MatriStypt®, mit CMS-Nanopartikeln

infiltriertem Collagen und anschlieBend quervernetzte Collagen-Silica-Komposite.

MatriStypt® Infiltrierung  Quervernetzung Zuordnung im Temperaturbereich
15.2 % 11.6 % 6.9 % adsorbiertes Wasser 25-150 °C
43.7 % 16.8 % 141 % Verbrennung der Organik 150-350 °C
39.6 % 11 % 10.6 % Verbrennung der Organik 350-600 °C
- 0.7% 1.1% Dehydroxylierung des Silica 600-1000 °C
15% 59.9 % 67.3 % Restmasse -

Der Massenverlust von 15.2 % bis zu einer Temperatur von etwa 150 °C bei reinem
MatriStypt® kann dem Verlust von Wasser zugeordnet werden. Die anschlieRenden
Massenverluste von 43.7 % und 39.6 % zwischen 150 und 600 °C kénnen auf eine
schrittweise Verbrennung der organischen Komponenten zurlick gefiihrt werden. Bei dem
mit CMS-Nanopartikeln infiltrierten Collagen kann ein Massenverlust von 11.6 % bis zu einer
Temperatur von 200 °C beobachtet werden, der dem Verlust von adsorbiertem Wasser
zuzuordnen ist. Des Weiteren folgen zwei Stufen von 16.8% und 11 % bis zu einer
Temperatur von etwa 600 °C. Diese Stufen erfolgen durch die schrittweise Verbrennung der
organischen Komponenten des Collagens und befinden sich im gleichen Temperaturbereich.
Die letzte Stufe von 0.7 % bei Temperaturen tber 600 °C kann der Dehydroxylierung der
Silica-Oberflache zugeordnet werden. Die Restmasse von 59.9 % ist auf restliches
Siliciumdioxid zurickzufiihren. Daher kann von einer erfolgreichen Infiltrierung des
MatriStypt® mit calcinierten CMS-Nanopartikeln ausgegangen werden. Nach weiterer
Quervernetzung der infiltrierten Membranen ist die erste Stufe bis zu einer Temperatur von
150 °C dem Verlust von adsorbiertem Wasser zuzuordnen. Die folgenden Stufen von 14.1 %
und 10.6 %, die bis zu einer Temperatur von 600 °C zu beobachten sind, kénnen auf die
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stufenweise Verbrennung des Collagens zuriickgefiihrt werden, wobei die Verbrennung
nach der Quervernetzung im gleichen Temperaturbereich und tiber zwei Stufen erfolgte. Die
letzte Stufe bei Temperaturen Uber 600 °C von 1.1 % ist der Dehydroxylierung der Silica-
Oberflache zuzuordnen. Die Restmasse von 67.3 % ist auf Siliciumdioxid zuriickzufiihren,
woraus folgt, dass auch nach der Quervernetzung Silica-Nanopartikel in den Membranen
vorliegen.

Von allen Proben wurden REM-Aufnahmen angefertigt, um eine Aussage Uber die
Morphologie sowie die Anordnung der Komposite zu erhalten. Die Bilder sind in Abb. 5-123

dargestellt.

Abb. 5-123: REM-Aufnahmen von reinem MatriStypt® (oben), mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen (Mitte)
und infiltriertes Collagen nach der Quervernetzung mit Glutaraldehyd (unten) (REM-PCI).

Das reine MatriStypt® zeigt die typische Faserstruktur des Collagens, wobei die Fasern Uber
die gesamte Oberflache miteinander verknipft sind und unterschiedliche Dicken aufweisen.
Nach der Infiltrierung mit calcinierten CMS-Nanopartikeln ist zu erkennen, dass die gesamte
Oberflache mit kleinen sphéarischen Silica-Nanopartikeln bedeckt ist, wobei die Faserstruktur
des Collagens weiterhin sichtbar ist. Die Primargrof3e der Nanopartikel liegt nach der
Infiltrierung zwischen 50 und 100 nm. Es kann ebenfalls beobachtet werden, dass sich die
Nanopartikel zum Teil sehr stark zusammenlagern, was bereits durch die Dispersion
hervorgerufen worden sein kann, da die Nanopartikel leicht zum Agglomerieren neigen.

Daher kann angenommen werden, dass Collagen-Silica-Komposit-Materialien erfolgreich
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hergestellt werden kénnen, wenn kommerziell erhaltliches Collagen mit nanoporésen Silica-
Nanopartikeln infiltriert wird. Nach weiterer Quervernetzung mit Glutaraldehyd der
Materialien sind ahnliche Morphologien zu erkennen, so dass angenommen werden kann,
dass die Nanopatrtikel bei der Quervernetzung nicht vom Collagen abgespult werden.

Des Weiteren wurden von infiltrierten Collagen-Membranen REM-Aufnahmen aus dem
Querschnitt aufgenommen, die in Abb. 5-124 zu sehen sind. Darauf ist ebenfalls zu
erkennen, dass die Oberflache des Collagens mit Silica-Nanopartikeln bedeckt ist, wobei die
faserartige Struktur des Collagens noch gut zu sehen ist. Daraus folgt, dass sich die
Nanopartikel nicht nur auf der Oberflache ablagern, sondern sich auch in die Struktur des

Collagens einlagern.

Abb. 5-124: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen im Querschnitt (REM-PCI).

Die Synthese fur die Infiltrierung wurde in Ethanol an Stelle von Wasser durchgefiihrt, um
die Auswirkung auf die Komposite zu testen. Die REM-Aufnahmen sind in Abb. 5-125
gezeigt. Auch bei der Synthese in Ethanol kann beobachtet werden, dass sich die
Nanopartikel auf der Oberflache der Fasern ablagern, wobei die faserartige Struktur des
Collagens weiterhin beobachtet werden kann. Daraus folgt, dass das Ldsemittel keinen
grofRen Einfluss auf die Beschaffenheit der Komposite hat.

Abb. 5-125: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, die in Ethanol hergestellt wurden
(REM-PCI).

Um moglicherweise auf den Einsatz von Glutaraldehyd verzichten zu kdnnen, da es toxisch
ist, wurden die infiltrierten Collagen-Membranen auf eine ausreichende Stabilitat getestet.
Zunéchst wurden sie in einem Wasserbad mit Ultraschall behandelt, um zu untersuchen, ob
die Nanopartikel dadurch abgewaschen werden. Die REM-Aufnahmen dieser Komposite
sind in Abb. 5-126 dargestellt.
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Abb. 5-126: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, das in einem Wasserbad mit
Ultraschall fur eine halbe Stunde behandelt wurde (REM-PCI).

Darauf ist zu erkennen, dass die Oberflache mit Nanopartikeln vollstdndig bedeckt ist, so
dass angenommen werden kann, dass sich die Nanopartikel nicht nur auf der Oberflache
des Collagens abgelagert haben, sondern stabil auf den Fasern sitzen.

Zur weiteren Prufung der Wasser-Stabilitdt der infiltrierten Collagene, wurden diese fir
unterschiedliche Zeiten in Wasser gelagert. Die REM-Aufnahmen der Komposite, die fir 24
Stunden mit Wasser behandelt wurden, sind in Abb. 5-127 zu sehen. Da auch nach 24
Stunden die Oberflache weiterhin mit Nanopartikeln bedeckt ist und auch die faserartige
Struktur weiterhin beobachtet werden kann, kann davon ausgegangen werden, dass die
Komposite bis zu 24 Stunden in Wasser stabil sind, ohne dass Nanopartikel weiter

abgewaschen werden.

Abb. 5-127: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, das fir 24 Stunden in Wasser
gelagert wurde (REM-PCI).

Um die Langzeit-Stabilitat zu untersuchen, wurden die infiltrierten Komposite fir 48 und 72
Stunden in Wasser gelagert. Die REM-Aufnahmen sind in Abb. 5-128 abgebildet. Sowohl
nach 48 als auch nach 72 Stunden sind die Fasern des Collagens weiterhin mit Silica-
Nanopartikeln bedeckt. Daraus folgt, dass die hergestellten Komposite Uber langere
Zeitraume in Wasser stabil sind, wobei keine Nanopartikel von der Oberflache abgewaschen
wurden. Daher kann angenommen werden, dass die Quervernetzung mit Glutaraldehyd zur
Stabilisierung nicht unbedingt notwendig ist, da die Nanopartikel auf dem Collagen

Jfestgebunden” sind.
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Abb. 5-128: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, das fiir 48 Stunden (oben) bzw. 72
Stunden (unten) in Wasser gelagert wurde (REM-ACI).

Da die Collagen-Silica-Komposit-Materialien flr biomedizinische Zwecke angewendet
werden sollen, wurden Zellkulturexperimente im Rahmen der Bachelorarbeit von CHRISTINE
STRAUR an der Universitat fir Bodenkultur in Wien (aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C.
KASPER) an reinem MatriStypt®, dem infiltrierten Collagen sowie dem zusatzlich
guervernetzten Collagen unter statischen sowie dynamischen Bedingungen durchgefihrt.
Die Ergebnisse der statischen sowie dynamischen Kultivierungen mit HepG2-Zellen sind in
Abb. 5-129 dargestellt, wahrend die Kultivierungen mit den NIH 3T3- sowie adMSC-Zellen
dem Anhang zu entnehmen sind.
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Abb. 5-129: Ergebnisse des statischen sowie dynamischen MTT-Tests mit HepG2-Zellen an MatriStypt®,
infiltriertem Collagen sowie zusétzlich quervernetztem Collagen-Silica-Komposit-Material.
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Aus den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass bei den statischen Kultivierungen beim reinen
sowie bei dem infiltrierten Collagen keine toxischen Effekt zu erkennen sind, da die Viabilitat
der Zellen vergleichbar ist. Daher kann davon ausgegangen werden, dass diese Materialien
sehr gut biokompatibel sind. Des Weiteren konnte bei der Kultivierung der infiltrierten
Collagen-Materialien eine homogener verteilte Zellbesetzung beobachtet werden als bei
dem reinen MatriStypt®. Bei der Kultivierung unter dynamischen Bedingungen kann bei den
reinen Collagen-Materialien eine sehr gute Viabilitéat der Zellen beobachtet werden, wahrend
die Viabilitat bei den infiltrierten Materialien etwa um die Halfte geringer ist. Dies kdnnte zum
einen daran liegen, dass bei den dynamischen Zellkulturexperimenten die Zellen weniger
effektiv an der Oberflache der infiltrierten Collagen-Materialien haften, so dass die Zellen
durch den Medienstrom abgespult werden. Zum anderen koénnten die infiltrierten
Nanopartikel, die bei diesen Proben nicht mit dem Collagen quervernetzt wurden, durch das
stromende Medium abgewaschen werden und somit auf diesen Nanopartikeln gewachsene
Zellen mitnehmen. Dadurch wirde sich die gemessene Viabilitat verringern, da eventuell
vorher gewachsene Zellen mit den Nanopartikeln zusammen aus der Kammer gespult
werden wirden. Auch bei den dynamischen Kultivierungen konnte eine homogenere
Zelldichte bei dem infiltrierten Collagen beobachtet werden. Da die Viabilitdt bei den
dynamischen Experimenten der infiltrierten Collagen-Materialien nicht so stark sinkt und
diese in den statischen Experimenten sehr gute Viabilitdten zeigen, kann angenommen
werden, dass diese Materialien sehr gut biokompatibel sind. Die zusétzlich quervernetzten
Collagen-Materialien zeigen sowohl in den statischen als auch in den dynamischen
Experimenten sehr geringe Viabilitdten der Zellen. Daraus folgt, dass das verwendete
Glutaraldehyd in den Materialien noch vorhanden ist und dadurch einen toxischen Effekt auf
Zellen hat. Daher sollte eine Quervernetzung der Materialien Gber andere Chemikalien wie
zum Beispiel Transglutaminase erfolgen.

Des Weiteren wurden von den dynamischen Zellkulturexperimenten mit den HepG2-Zellen
DAPI Farbungen von reinem Collagen sowie infiltriertem Collagen angefertigt, die in Abb.
5-130 zu sehen sind. Darauf ist zu erkennen, dass bei beiden Proben die Zellen blaulich
angefarbt sind und sich Gber die gesamte Oberflache verteilen. Bei den Experimenten ist zu
sehen, dass sich die Zellen bei den mit calcinierten CMS-Nanopartikeln infiltrierten Collagen-
Materialien homogener verteilen als bei den reinen Collagen-Materialien.

Abb. 5-130: DAPI Farbungen der dynamischen Zellkulturexperimente mit HepG2-Zellen von reinem Collagen (links)

sowie mit calcinierten CMS-Nanopartikeln infiltrierten Collagen (rechts).
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5.7.2  Funktionalisierung von infiltrierten Collagen-Silica-Kompositen

Um PolySia an Collagen-Silica-Komposit-Materialien zu binden, wurde versucht diese
Materialien Uber das Linker-System nach der Infiltrierung zu funktionalisieren. Zur
Untersuchung, ob die Komposite tberhaupt funktionalisiert werden kénnen, wurde zunachst
getestet, ob das BUTMS an die Oberflache von infiltrietem sowie anschliel3end
guervernetztem Collagen gebunden werden kann, da dieses Silan im Gegensatz zum
APTES eine hdhere Anzahl an CH,-Gruppen aufweist. Der Erfolg der Anbindung wurde per
IR-Spektroskopie Uberprift. Die IR-Spektren sind in Abb. 5-131 dargestellt.
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Abb. 5-131: IR-Spektren von infiltriertem Collagen (unten) sowie infiltriertem und anschliefend quervernetzten

Collagen (oben) nach der Umsetzung mit BUTMS.

Darauf ist zu erkennen, dass an beide Membranen BUTMS erfolgreich gebunden werden
konnte, da jeweils zwei Banden bei 2900 und 2850 cm™" beobachtet werden kénnen, die den
Valenzschwingungen der Alkylgruppen des Silans zuzuordnen sind. Dabei ist zu sehen,
dass eine groRere Menge an Silan gebunden werden konnte, wenn die Membranen nicht mit
Glutaraldehyd quervernetzt wurden, da die Intensitdt der Banden bei dieser Probe
wesentlich starker ist. Dies kénnte daran liegen, dass nach der Quervernetzung die
Silanolgruppen mit Amingruppen des Collagens reagiert haben, so dass nicht mehr so viele
far die Anbindung des Silans zur Verfligung stehen. AuRerdem kann festgestellt werden,
dass bei der Funktionalisierung die Nanopartikel nicht von der Oberflache abgewaschen
werden, da die typischen Silica-Banden weiterhin sichtbar sind. Die Zuordnung der Banden

ist Tabelle 5-36 zu entnehmen.
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Tab. 5-36: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-131 (Wellenzahlen /cm™).

Infiltrierung  Quervernetzung Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3100 - 3400 3000 — 3600 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2924 2931 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS (63l
2850 2858 (C-H)-Valenzschwingung BUTMS [263)
1645 1660 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) Collagen [en
1549 1549 (N-H)-Deformationsschwingung (Amid) Collagen [en
1460 - (C-H)-Deformationsschwingung BUTMS, Collagen 163l
1327 1327 (C-H)-Deformationsschwingung Collagen [en
1231 1224 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1061 1061 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica [264

- 928 (Si-OH)-Deformationsschwingung Silica (el

795 795 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264

Da die Anbindung des BUTMS an infiltrierte Collagen-Membranen erfolgreich war, wurde
versucht diese Uber das Linker-System mit PolySia zu funktionalisieren. Die IR-Spektren

nach jedem Reaktionsschritt sind in Abb. 5-132 gezeigt.
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Abb. 5-132: IR-Spektren von infiltriertem Collagen, das mit APTES (unten), anschlieBend mit BSA (Mitte) und

zuletzt mit PolySia (oben) modifiziert wurde.

Nach der Umsetzung mit APTES sind keine wesentlichen Anderungen im IR zu beobachten,
woraus folgt, dass die Nanopartikel nicht von der Oberflache abgewaschen wurden und
keine Aussage dariber getroffen werden kann, ob APTES erfolgreich an die Oberflache
gebunden werden konnte. Nach weiterer Anbindung von BSA kann zum einen eine neue
Bande bei 1741 cm™' beobachtet werden, die freien Carboxylgruppen des gedffneten BSA
zugeordnet werden kann. Zum anderen ist eine Zunahme der Intensitdt der beiden
Amidbanden bei 1650 und 1550 cm™' zu erkennen. Dies spricht fir eine Bildung einer
weiteren Amidbindung. Daraus folgt, dass BSA lUber APTES erfolgreich an die Collagen-
Silica-Komposite gebunden werden konnte. Nach der Reaktion mit der PolySia deuten zwei
Hinweise auf eine erfolgreiche Anbindung hin. Da die Intensitdt der Bande der freien

Carboxylatgruppen leicht abgenommen hat, kann angenommen werden, dass diese mit den
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Amingruppen der deacetylierten PolySia reagiert haben. Des Weiteren kann eine Zunahme
der Intensitat der beiden Amidbanden beobachtet werden, woraus folgt, dass eine neue

Amidbindung entstanden ist. Eine Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-37 zu finden.

Tab. 5-37: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-132 (Wellenzahlen /cm™).

APTES BSA polySia Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3000-3600 3000-3600  3000-3600 (O-H)-Valenzschwingung Wasser [263)
2946 2946 2931 (C-H)-Valenzschwingung APTES, BSA, [163.167)
Collagen
- 1741 1741 (C=0)-Valenzschwingung BSA (63l
1652 1652 1652 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) BSA, PolySia, [163.167)
Collagen
1564 1549 1549 (N—H)-Deformatipnsschwingung BSA, PolySia, [163,167]
(Amid) Collagen
1475 1453 1460 (C-H)-Deformationsschwingung APTES, BSA, [163.167)
Collagen
- 1393 1401 (C-H)-Deformationsschwingung Collagen [en
1231 1224 1224 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (el
1061 1068 1068 (Si-O-Si)-Valenzschwingung Silica (264
935 957 950 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
802 802 802 (Si-0O)-Deformationsschwingung Silica (264

Zur weiteren Charakterisierung wurden nach jedem Funktionalisierungsschritt REM-
Aufnahmen angefertigt, um eine Aussage Uber die Morphologie treffen zu kénnen. Die REM-
Aufnahmen der infiltrierten Collagen-Membran, die mit APTES funktionalisiert wurde, sind in
Abb. 5-133 zu sehen.

Abb. 5-133: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, das anschlieRend mit APTES
modifiziert wurde (REM-ACI).

Auf den Aufnahmen ist zu sehen, dass sich nach der Funktionalisierung mit APTES die
Nanopartikel weiterhin auf der Oberflaiche des Collagens befinden. Es ist ebenfalls zu
erkennen, dass die spharische Form sowie die GroRRe in etwa gleich geblieben sind. Auch
sind die Fasern des Collagens sichtbar, an denen sich die Nanopartikel anlagern, so dass
die Struktur des Collagens durch die Funktionalisierung nicht verandert wird.

Die REM-Bilder, die nach weiterer Umsetzung mit BSA aufgenommen wurden, sind in
Abb. 5-134 dargestellt. Auch nach der weiteren Umsetzung sind Nanopartikel auf den
Fasern des Collagens zu erkennen, die tber die gesamte Oberflache angelagert sind. Daher

kann davon ausgegangen werden, dass die Funktionalisierung von Collagen, in das CMS-
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Nanopartikel infiltriert wurden, erfolgreich ist, ohne dass sich groRe Anderungen in der

Morphologie der Komposite ergibt.

Abb. 5-134: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, das anschlie3end mit APTES und
BSA modifiziert wurde (REM-ACI).

Die REM-Aufnahmen nach der Immobilisierung der PolySia sind in Abb. 5-135 abgebildet.
Auch nach dem letzten Funktionalisierungsschritt kbnnen Nanopartikel an den Fasern des
Collagens beobachtet werden, woraus folgt, dass die Komposite auch ohne Quervernetzung
mit Glutaraldehyd stabil sind, da nach drei Reaktionen kaum Anderungen in der Morphologie
beobachtet werden koénnen. Daraus folgt, das Collagen-Silica-Komposit-Materialien

erfolgreich hergestellt und funktionalisiert werden kénnen.

- " h. S
Abb. 5-135: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, an das PolySia tiber das Linker-
System gebunden wurde (REM-ACI).

Um den genauen Gehalt an immobilisierter PolySia an den Kompositen zu bestimmen,
wurde der TBA-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse an den Collagen-Membranen nach allen
Reaktionsschritten sind in Abb. 5-136 gezeigt. Anhand der Ergebnisse ist sichtbar, dass nur
nach der Anbindung von PolySia eine hohe Menge an immobilisierter PolySia detektiert
wurde. Bei allen anderen Proben, an denen keine PolySia gebunden wurde, sind in etwa
vergleichbare Werte gemessen worden, die alle im Bereich der Blindwerte liegen, die schon
bei den calcinierten CMS-Nanopartikeln beobachtet werden konnten (s. Kapitel 5.3.2). Daher
kann angenommen werden, dass PolySia erfolgreich an Collagen-Silica-Komposit-
Materialien nach der Infiltrierung der Nanopartikel in die Membran Uber das Linker-System
gebunden werden kann. Eine sehr interessante Beobachtung bei den TBA-Tests ist, dass
sich das Collagen fast aller Collagen-Silica-Materialien wahrend der Hydrolyse aufgel6st hat,
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aul3er bei den Proben, bei denen PolySia angebunden wurde. Bei diesen Proben waren die
Membranen noch vollstdéndig vorhanden. Daher kann vermutet werden, dass die
angebundene PolySia das Collagen schitzt, bzw. dass die PolySia auch an die
Sauregruppen des Collagens binden kann, wodurch sich eine Stabilisierung des Collagens
ergibt.
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Abb. 5-136: Ergebnisse des TBA-Tests an verschiedenen Collagen-Membranen, die unterschiedlich behandelt

wurden.

Zur Optimierung der Anbindung von PolySia Uber das Linker-System wurde zunachst die
Menge an eingesetztem APTES im ersten Schritt variiert und die immobilisierte Menge an
PolySia mit dem TBA-Test bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-137 dargestellt.
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Abb. 5-137: Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Collagen-Membranen, die mit PolySia immobilisiert wurden, wobei

die Menge an APTES im ersten Schritt verandert wurde.

Aus den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass die Menge an eingesetztem APTES einen

Einfluss auf die angebundene Menge an PolySia hat. Dabei kann beobachtet werden, dass
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die grofiten Mengen gebunden werden kdnnen, wenn kein APTES oder eine sehr geringe
Menge von 0.13 mmol verwendet werden. Des Weiteren nimmt die immobilisierte PolySia-
Menge mit steigender Menge an APTES ab, so dass angenommen werden kann, dass
geringe Mengen an APTES besser fur die Anbindung sind, wie bereits bei den Nanopartikeln
in vorherigen Studien gezeigt werden konnte."™*” Daher kann davon ausgegangen werden,
dass hoéhere Mengen an APTES die Anbindung des BSA stort bzw. dass das BSA ohne
APTES besser an die Oberflache binden kann, wobei vermutlich Kieselsdureester gebildet
werden, wodurch sich die Anbindungsstellen fiir das BSA erhdhen.

Des Weiteren wurde die Auswirkung der eingesetzten Menge an BSA Uberprift. Die

Ergebnisse des TBA-Tests dieser Komposite sind in Abb. 5-138 zu sehen.
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Abb. 5-138: Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Collagen-Membranen, die mit PolySia immobilisiert wurden, wobei

die Menge an BSA im zweiten Schritt veréndert wurde.

Dabei ist zu sehen, dass zunéchst eine Abnahme der gebundenen Menge an PolySia mit
steigender Menge an BSA bis 7.5 mmol beobachtet werden kann. AnschlieRend nimmt die
angebundene Menge bis zum Maximum bei 12.5 mmol BSA wieder zu und mit noch
héheren Mengen an eingesetztem BSA wieder ab. Allerdings ist kein genauer Trend zu
erkennen und die gemessenen Werte liegen alle etwa in einem Bereich. Dabei ist davon
auszugehen, dass bei sehr geringen Mengen an BSA, sich nur wenige freie
Carboxylgruppen fur die PolySia-Anbindung an der Oberflache befinden, die jedoch
vermutlich alle frei zuganglich sind, so dass die Gruppen alle reagiert haben. Bei sehr
groBen Mengen an eingesetztem BSA konnte es sein, dass durch die erhdhten
Anbindungsstellen, nicht mehr alle Gruppen frei zuganglich sind und eventuell auch durch
angebundene PolySia abgeschirmt werden, so dass die Anbindung der PolySia gestort wird.
Als letztes wurde die Menge an PolySia variiert, um deren Einfluss auf die Anbindung zu
untersuchen. Die Ergebnisse des TBA-Tests sind in Abb. 5-139 dargestellt. Dabei kann
beobachtet werden, dass die optimale Menge 0.21 mmol betragt. Mit weiter steigender
Menge an PolySia, nimmt die angebundene Menge wieder ab. Daher kann angenommen

werden, dass sich héhere Mengen an PolySia bei der Anbindung vermutlich gegenseitig
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stéren. Auch koénnte es sein, dass weitere freie Carboxylgruppen bei dem Einsatz von

erhéhten Mengen an PolySia durch bereits angebundene PolySia abgeschirmt werden.
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Abb. 5-139: Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Collagen-Membranen, die mit PolySia immobilisiert wurden, wobei

die Menge an PolySia im letzten Schritt verandert wurde.

5.7.3 Infiltrierung von mit Polysialinsadure beschichteten CMS-Nanopartikeln in
MatriStypt®

Eine weitere Moglichkeit um Collagen-Silica-Komposite herzustellen, an denen PolySia
gebunden ist, ist die Infiltrierung mit CMS-Nanopartikeln, die vor der Infiltrierung mit PolySia
Uber das Linker-System beschichtet wurden. Der Erfolg der Infiltrierung mit PolySia-
modifizierten Nanopartikeln wurde mittels IR-Spektroskopie untersucht. Die IR-Spektren sind
in Abb. 5-140 gezeigt.
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Abb. 5-140: IR-Spektren von reinem MatriStypt®, Collagen, das mit PolySia-modifizierten Nanopartikeln infiltriert

wurde und CMS-Nanopartikel, die mit PolySia funktionalisiert wurden.
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Aus den IR-Spektren ist zu entnehmen, dass die Collagen-Membran erfolgreich mit PolySia-
beschichteten CMS-Nanopartikeln infiltriert werden konnte, da nach der Infiltrierung die
typischen Silica-Banden zu beobachten sind. Des Weiteren kénnen Amidbanden nach der
Infiltrierung beobachtet werden, die zum einen dem Collagen und zum anderen den
Amidbindungen der PolySia-Immobilisierung zugeordnet werden koénnen. Es kann kein
Hinwies auf die Anwesenheit von PolySia in den Spektren gefunden werden. Eine

Zuordnung der Banden ist in Tabelle 5-38 zu finden.

Tab. 5-38: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-140 (Wellenzahlen 17/cm'1).

MatriStypt® Infiltrierung CMS Zuordnung der Banden Quelle Lit.
3316 - - (N-H)-Valenzschwingung Collagen [127.167]
. Collagen, [127,163]
3100-3700 - 3000-3700 (O-H/N-H)-Valenzschwingung Wasser
3073 - - (NH3)-Valenzschwingung Collagen [263)
2973 2983 2939 (C-H)-Valenzschwingung Agfgzgzns’ e
- 2879 2865 (C-H)-Valenzschwingung Agfgasgzns' L
1639 1652 1645 (C=0)-Valenzschwingung (Amid) g/‘\’/';as%eerr‘) (127167)
1550 1541 1549 (N—H)-Deformanpnsschwmgung Collagen 1127.167]
(Amid)
1454 1408 1416 (C-H)-Deformationsschwingung Agfgasgzns' L e
1395 - - (C-H)-Deformationsschwingung Collagen [127.163]
1336 - - (C-H)-Wackelschwingung Collagen [127.163]
(C-N)-Deformationsschwingung
1240 1238 1238 (Amid), Cos"ifi‘ggn’ (127164
(Si-0-Si)-Valenzschwingung
(C-0)-Valenzschwingung, Collagen, [163,162]
1084 1068 1091 (Si-0-Si)-Valenzschwingung Silica
1033 - - (C-0)-Valenzschwingung Collagen [127.163]
- 957 943 (Si—OH)-Deformationsschwingung Silica (264
- 802 809 (Si-O)-Deformationsschwingung Silica (264
656 - - (N-H)-Deformationsschwingungen Collagen (27
- - 462 (0-Si-0)-Deformationsschwingung Silica (264

Zur Uberpriifung, wie sich die funktionalisierten Nanopartikel an das Collagen anlagern,
wurden REM-Aufnahmen angefertigt, die in Abb. 5-141 dargestellt sind.
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Abb. 5-141: REM-Aufnahmen von Collagen-Membranen, die mit PolySia-beschichteten CMS-Nanopartikeln
infiltriert wurden (REM-ACI).



192 5 Ergebnisse und Diskussion

Darauf ist zu erkennen, dass sich auch diese Nanopartikel an der Oberflache der Fasern des
Collagens angelagert haben, wobei die spharische Form der Nanopartikel erhalten bleibt.
Daraus folgt, dass die im Vorfeld mit PolySia-funktionalisierten Nanopartikel in die Collagen-
Membran infiltriert werden konnten.

Um zu untersuchen, ob die PolySia nach der Infiltrierung noch an den Kompositen
immobilisiert ist und bei der Anbindung nicht abgewaschen wurde, wurde der TBA-Test
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der in verschiedenen Ldsemitteln infiltrierten Membranen
sowie der eingesetzten CMS-Nanopartikel sind in Abb. 5-142 dargestellt.
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Abb. 5-142: Ergebnisse des TBA-Tests an Collagen-Membranen, die in verschiedenen Lésemitteln mit PolySia-
modifizierten Nanopartikeln infiltriert wurden (ug PolySia pro Gramm CMS-Collagen), sowie von den eingesetzten

CMS-Nanopartikeln (ug PolySia pro Gramm CMS).

Dabei kann beobachtet werden, dass sowohl in Wasser als auch in Ethanol nach der
Infiltrierung PolySia detektiert werden kann und die Menge bei beiden nur geringfligig kleiner
ist als bei den eingesetzten Nanopartikeln allein. Diese Abweichung kann auf die
Schwankungen, die dem TBA-Test unterliegen zurtickgefiihrt werden, so dass angenommen
werden kann, dass die PolySia wahrend der Infiltrierung nicht von den Nanopartikeln
abgewaschen wird und dass die Infiltrierung in beiden Losemitteln mdglich ist. Im Vergleich
zu den Ergebnissen der Funktionalisierung der Collagen-Silica-Komposite mit PolySia nach
der Infiltrierung ist zu erkennen, dass héhere Mengen immobilisiert werden kénnen, wenn
die Nanopartikel unfunktionalisiert in das Collagen infiltriert werden und die Komposite
anschlieBend funktionalisiert werden.

Des Weiteren wurde die Auswirkung der eingesetzten Menge an PolySia-modifizierten
Nanopartikeln auf die Infiltrierung untersucht. Die Ergebnisse des TBA-Tests sind in
Abb. 5-143 gezeigt. Es ist zu sehen, dass bei allen eingesetzten Mengen an mit PolySia-
beschichteten Nanopartikeln PolySia nach der Infiltrierung ins Collagen detektiert werden
konnte. Dabei variieren die Mengen leicht, so dass davon ausgegangen werden kann, dass
unterschiedliche Mengen infiltriert wurden. Allerdings ist kein genauer Trend zu beobachten.

Jedoch liegen die Werte etwa im selben Bereich, so dass angenommen werden kann, dass
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die Unterschiede durch Schwankungen des TBA-Tests hervorgerufen werden. Diese

Beobachtung kdnnte eventuell damit zusammenhangen, dass die Collagen-Membranen sich

manchmal am Glasrand des Reaktionsgefal3es abgesetzt haben, wodurch eventuell die

Nanopartikel nicht mehr so gut in die Membran infiltrieren konnten.
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Abb. 5-143: Ergebnisse des TBA-Tests an Collagen-Membranen, bei denen verschiedene Mengen an CMS-

Nanopartikeln zur Infiltrierung dispergiert wurden.

Als letztes wurde noch der Einfluss der Zeit auf die Infiltrierung der Nanopartikel untersucht.
Die Ergebnisse sind in Abb. 5-144 dargestellt.
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Abb. 5-144: Ergebnisse des TBA-Tests an Collagen-Membranen, bei denen die Dauer der Infiltrierung verandert

wurde.

Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass die Dauer der Infiltrierung einen Einfluss auf

die infiltrierte und somit gebundene Menge an PolySia hat. Dabei kann beobachtet werden,

dass die detektierte Menge mit langerer Reaktionszeit zundchst zu nimmt bis zu einem

Maximum bei der Reaktion Uber 15 Stunden. Wird die Dauer auf 24 Stunden erhéht, kann
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wieder eine Abnahme der detektierten Menge an PolySia beobachtet werden. Durch die
sehr hohe Standardabweichung in diesem Fall ist das Ergebnis nicht verlasslich. Das hdhere
Mengen mit ldngeren Zeiten gemessen werden, lasst die Vermutung zu, dass die
Nanopartikel bei eine bzw. finf Stunden nicht genligend Zeit hatten, um sich an das
Collagen anzulagern. Das bei noch langeren Zeiten von 24 Stunden wiederum geringere
Mengen detektiert werden, koénnte dadurch erklart werden, dass sich die Nanopartikel

eventuell wieder abldsen.

5.7.4  Vergleichende Diskussion

Es konnten erfolgreich in mehreren Synthesen Komposit-Materialien aus calcinierten CMS-
Nanopartikeln und kommerziell erhéltlichen Collagen-Membranen hergestellt werden, indem
die Nanopartikel in die Membran infiltriert wurden. Mittels IR-Spektroskopie und TG-
Messungen konnte gezeigt werden, dass die hergestellten Komposite aus Silica und
Collagen bestehen, denn in den IR-Spektren kdnnen nach der Infiltrierung sowohl die
typischen Silica-Banden sowie Banden, die dem Collagen zugeordnet werden konnen,
beobachtet werden. Die thermogravimetrischen Messungen zeigten, dass nach der
Infiltrierung die Restmasse bei etwa 40 % konstant bleibt. Daher kann angenommen werden,
dass diese Restmasse auf Silica-Rickstande zurtickzufihren ist, da beim reinen Collagen
die Restmasse bei 2 % liegt. Bei den Kompositen konnte weiterhin die faserartige Struktur
des Collagens nach der Infiltrierung auf den REM-Aufnahmen beobachtet werden, an denen
sich die Nanopartikel angeordnet haben. Diese haben ebenfalls ihre spharische Form
beibehalten. Nach Quervernetzung mit Glutaraldehyd waren die Nanopartikel weiterhin auf
der Oberflache angelagert. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass erfolgreich
Komposite in Wasser und Ethanol hergestellt werden konnten, die kaum Unterschiede
unterm REM aufgezeigt haben, auch wenn bei der Synthese die Membranen
unterschiedliches Verhalten gezeigt haben. Da die Collagen-Silica-Komposite auch tber
mehrere Tage stabil in Wasser sind ohne quervernetzt zu werden, kann davon ausgegangen
werden, dass eine Quervernetzung mit Glutaraldehyd nicht notwendig ist, da die
Nanopartikel stabil an den Fasern des Collagens angelagert sind und sich nicht durch
Wasser abwaschen lassen. Des Weiteren wurden diese Materialien auf ihre Biokompatibilitat
gepruft, indem Zellkulturexperimente durchgefuhrt wurden. Dabei zeigt das MatriStypt®
sowohl bei den statischen als auch dynamischen Experimenten eine sehr gute
Biokompatibilitdt, wahrend die Collagen-Silica-Materialien, die mit Glutaraldehyd
qguervernetzt wurden in beiden Fallen eine sehr schlechte Viabilitdt der Zellen zeigen.
Daraus folgt, dass die quervernetzten Materialien akut toxisch fir HepG2-Zellen sind. Daher
sollte fir die Quervernetzung auf andere Methoden zurlickgegriffen werden. Dabei kdnnte
zum Beispiel Transglutaminase als Ersatzchemikalie fur Glautaraldehyd eingesetzt werden
oder es mussten eventuell physikalische Methoden wie zum Beispiel die Bestrahlung mit
ultraviolettem Licht getestet werden. Die Collagen-Materialien, die nur mit den calcinierten

CMS-Nanopartikeln infiltriert wurden, zeigen in den statischen Experimenten eine sehr gute
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Biokompatibilitat, die mit der Viabilitéat der Zellen des reinen Collagens vergleichbar ist. Bei
den dynamischen Experimenten ist die Viabilitdt dagegen nur halb so hoch wie bei dem
reinen MatriStypt®. Dies kdnnte daran liegen, dass zum einen die Zellen auf den infiltrierten
Materialien nicht so gut haften, so dass sie durch das stromende Medium abgespilt werden.
Zum anderen koénnte es sein, dass die Nanopartikel durch das Medium ebenfalls zum Teil
abgewaschen werden und dabei Zellen, die auf den Nanopartikeln gewachsen sind,
mitnehmen. Daher kann angenommen werden, dass diese Materialien ebenfalls sehr gut
biokompatibel sind.

Zur Immobilisierung der PolySia an den Kompositen wurden zwei Wege ausgetestet. Zum
einen die Funktionalisierung von Collagen-Silica-Kompositen nach der Infiltrierung von
unfunktionalisierten CMS-Nanopartikeln in die Membranen und zum anderen die Infiltrierung
von mit PolySia-beschichteten CMS-Nanopartikeln. Bei der Funktionalisierung der Collagen-
Silica-Komposite konnte zunachst gezeigt werden, dass das Silan BUTMS erfolgreich an die
infiltrierten sowie infiltrierten und quervernetzten Komposite binden konnte, wobei eine
wesentlich héhere Anbindung des BUTMS an den nur infiltrierten Membranen erzielt wurde.
Dies konnte daran liegen, dass bei der Quervernetzung die Silanolgruppen der Silica-
Oberflache mit dem Collagen reagieren, wodurch es weniger Anbindungsstellen fir das
Silan gibt. Da die Anbindung von BUTMS erfolgreich war, wurde versucht PolySia Uber das
Linker-System aus APTES und BSA anzubinden. Anhand des TBA-Tests ist zu sehen, dass
sich die PolySia erfolgreich an die Komposite tber das Linker-System anbinden lasst. Eine
sehr hohe Menge an PolySia konnte detektiert werden, wenn diese auch angebunden
wurde. In allen anderen Fallen lag die detektierte Menge im gleichen Bereich, so dass dies
als Messfehler des TBA-Tests angesehen werden kann. Aus den REM-Aufnahmen ist zu
entnehmen, dass die Funktionalisierungen keine Auswirkungen auf die Beschaffenheit der
Komposite haben. Da die Anbindung Uber das Linker-System erfolgreich war, wurden die
Parameter zur Optimierung variiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass beim Verzicht bzw.
einer sehr geringen Menge an APTES eine hdhere Menge an PolySia immobilisiert werden
konnte. Dies lasst vermuten, dass APTES die Anbindung des BSA stort bzw. dass das BSA
besser an die unmodifizierte Oberflache der Komposite binden kann. Dadurch kdnnten die
freien Carboxylgruppen besser fir die PolySia zugénglich sein. Wird kein APTES benutzt, ist
keine Aminfunktion fiur die Immobilisierung des BSA vorhanden, so dass dies an die
Silanolgruppen Uber eine andere Reaktion an die Oberflache binden muss, wobei
angenommen werden kann, dass dabei Kieselsureester gebildet werden. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Menge an PolySia einen Einfluss auf die Anbindung hat,
wobei zu hohe Mengen an eingesetzter PolySia schlechter fur die Anbindung sind, da in
diesem Fall weniger immobilisiert werden konnte. Dies kdnnte daran liegen, dass sich die
PolySia-Molekille bei der Anbindung gegenseitig stéren und eventuell restliche freie
Carboxylgruppen abgeschirmt werden, wenn PolySia bereits gebunden ist. Wurde die
PolySia zuvor an die CMS-Nanopartikel gebunden und diese dann in die Membran infiltriert,
kann eine vergleichbare Menge PolySia mit der an den Nanopartikeln allein bestimmten

Menge detektiert werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass auch diese
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Methode zur Immobilisierung der PolySia erfolgreich ist. Dabei gibt es kaum Unterschiede in
den angebundenen Mengen an PolySia, wenn die Anbindung in unterschiedlichen
Lésemitteln durchgefihrt wird. Werden jedoch die angebundenen Mengen an PolySia von
beiden Varianten verglichen, kann beobachtet werden, dass hohere Mengen detektierbar
sind, wenn die Collagen-Silica-Komposite nach der Infiltrierung funktionalisiert wurden. Dies
koénnte eventuell dadurch erklart werden, dass auch das Collagen Hydroxygruppen aufweist,
die mit den Aminfunktionen der deacetylierten PolySia reagieren kénnen, wodurch mehr

Anbindungsstellen fir die PolySia vorhanden sind.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Immobilisierung von Polysialinsdure (PolySia)
sowie Fluoreszenzfarbstoffen auf verschiedenen Materialien zur spateren Anwendung auf
dem Gebiet der Nervenregeneration. Dabei wurden als Materialien verschiedene Silica-
Nanopartikel und zum anderen Komposit-Materialien aus Silica und Collagen flr die
Immobilisierung hergestellt und verwendet. Die Anbindung der PolySia an die Oberflache
der Nanopartikel erfolgte Uber zwei verschiedene Wege: entweder mit einem
konventionellen Linker-System oder uber die ,Click*-Chemie. Die durchgefiihrten Arbeiten

lassen sich in sechs Teile gliedern:

e die Synthese und Charakterisierung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln
(NPSNPs)

e die Untersuchung des Einflusses der Hydrolyse auf die PolySia-spezifischen Tests

e die Anbindung von PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff (Alexa Fluor® 488-
Hydroxylamin) Uber das Linker-System aus 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES)
und Bernsteinsureanhydrid (BSA)

e die Immobilisierung der beiden Molekile mittels der ,Click“-Chemie

e die simultane Multifunktionalisierung der Oberflache mit PolySia und
Fluoreszenzfarbstoffen (Alexa Fluor® 488-Azid und -Alkin)

e die Synthese von  Collagen-Silica-Komposit-Materialien  sowie  deren
Funktionalisierung mit PolySia.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MCM-41-Nanopartikel sowie
kolloidale mesopordse Silica-Nanopartikel (CMS) erfolgreich nach den Synthesevorschriften

(%5571 Dabei konnte beobachtet werden, dass

aus der Literatur hergestellt werden konnten.
sich bei der Calcination oder Extraktion der Nanopartikel die Grof3e sowie sphérische Form
nicht veréandern. Allerdings neigen beide Sorten von Nanopartikeln zur Agglomeration, wobei
diese bei den MCM-41-Nanopartikeln wesentlich starker ausgepragt ist. Die CMS-
Nanopartikel zeigen zwar auch eine Tendenz zum Agglomerieren, die jedoch im Gegensatz
zu den MCM-41-Nanopartikeln nicht so stark ist. Trotzdem sollte in weiteren Versuchen eine
Mdglichkeit gefunden werden, diese Agglomeration zu unterbinden. Dies kénnte z.B. durch
die Zugabe von Silanen wéahrend der Synthese erreicht werden. Diese verringern die
Neigung zur Agglomeration. Jedoch sind anschlieRend keine freien Silanolgruppen fir
weitere Oberflachenmodifizierungen vorhanden. Es konnte getestet werden, ob die
Immobilisierung des APTES wahrend der Nanopartikelsynthese einen Einfluss auf das
Agglomerationsverhalten hat, allerdings musste dabei beachtet werden, dass das SDA nur
noch durch Extraktion aus den Poren entfernt werden kann, da das APTES bei der
Calcination verbrennen wirde. Es kdnnte ebenfalls versucht werden die Agglomeration
durch Abstof3ung von Molekilen zu verbessern, indem Molekile mit einer gleichsinnigen

Oberflachenladung angebunden werden. Dabei kdnnte untersucht werden, ob diese
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Molekile multifunktionell mit den anderen gewinschten Oberflachenmodifizierungen an die
Oberflache gebunden werden kénnen.

Des Weiteren konnte fir die unfunktionalisierten Nanopartikel gezeigt werden, dass die
calcinierten Nanopartikel vom Typ MCM-41 als auch vom Typ CMS sehr gut biokompatibel
sind, wahrend die as-synthesized Nanopartikel eine sehr hohe Toxizitat bei HepG2-Zellen
aufweisen. Die Toxizitat ist darauf zuriickzufihren, dass das noch im Porensystem
verbliebene CTAB freigesetzt wird und eine toxische Wirkung entfaltet. Auch die extrahierten
Nanopartikel zeigen eine akute Toxizitat besonders bei hohen Konzentrationen, da durch die
Extraktion das SDA nicht vollstandig aus dem Porensystem entfernt werden konnte. Jedoch
konnte auch gezeigt werden, dass durch das Waschen der extrahierten Nanopartikel mit
DMF weiteres CTAB aus dem Porensystem entfernt werden konnte, wodurch sich die
Biokompatibilitdt der extrahierten Nanopartikel deutlich verbesserte. Daher sollten in
weiteren Experimenten die extrahierten Nanopartikel mehrmals mit DMF gewaschen
werden, um zu Uberprifen, ob sich dadurch das toxische SDA vollstdndig aus dem
Porensystem entfernen lasst, so dass auch bei diesen Nanopartikeln eine sehr gute
Biokompatibilitat erzielt werden kann.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Hydrolyse des TBA- sowie des Purpald®-
Tests auf die Ergebnisse bei der quantitativen Bestimmung der angebundenen
Polysialinsiure untersucht. Dabei wurden alle Proben sowohl mit als auch ohne Hydrolyse
vermessen. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Werte Uberwiegend vergleichbar
waren, sowohl beim TBA- als auch beim Purpald®Test. Sofern Abweichungen zu
beobachten waren, wurden hdhere Werte detektiert, wenn auf die Hydrolyse verzichtet
wurde. Da beide Tests ahnliche Ergebnisse zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass
die direkte Bestimmung der an die Nanopartikel angebundenen PolySia vorteilhaft ist, weil

dadurch der langwierige Schritt der Hydrolyse erspart bleibt.

Der dritte Teil beschaftigt sich mit der Immobilisierung der PolySia sowie des
Fluoereszenzfarbstoffs (Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin) (iber das Linker-System an
verschiedene Silica-Nanopartikel, wobei der Schwerpunkt auf weiterfihrenden
Untersuchungen im Hinblick auf die Anwendung in der Biomedizin lag. Dabei konnte gezeigt
werden, dass PolySia sowohl an extrahierte und calcinierte MCM-41-Nanopartikel als auch
an calcinierte CMS-Nanopartikel erfolgreich gebunden werden kann. Die grofdten Mengen an
PolySia konnten bei den extrahierten MCM-41-Nanopartikeln detektiert werden. Der Grund
hierfir liegt darin, dass hier keine Kondensationsreaktionen auftreten wie wahrend der
Calcination. Dass bei den CMS-Nanopartikeln die geringste Menge detektiert wurde, kdnnte
daran liegen, dass es sich um Nanopartikel mit unterschiedlicher Grél3e, Porenvolumen und
spezifischer Oberflache handelt, was sich auf die Anbindung auswirken kann. Mittels
Waschreihen wurde versucht, die Stabilitdt der Anbindung der PolySia zu testen. Dabei
konnte festgestellt werden, dass die PolySia zum Teil kovalent gebunden ist, jedoch auch

ein grolRerer Anteil nur auf der Oberflache adsorbiert wurde; dieser Anteil konnte bereits
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nach einer Stunde abgewaschen werden. Durch Sorptionsmessungen konnte gezeigt
werden, dass die Funktionalisierung mit APTES und BSA nicht nur an der Oberflache der
Nanopartikel stattfindet, sondern auch im Porensystem, wodurch dies nicht mehr frei
zuganglich ist. AuRBerdem ergaben die durchgefihrten Zellkulturexperimente, dass alle
Funktionalisierungen bei dieser Anbindungsvariante ohne toxische Auswirkungen auf
HepG2-Zellen blieben. Die einzigen Nanopartikel, die einen toxischen Effekt aufwiesen,
waren extrahierte MCM-41-Nanopartikel, die mit APTES funktionalisiert wurden. Die
Toxizitéat war in diesem Fall auf restliches CTAB zurtickzufiihren, da nach dem Waschen
dieser Nanopartikel mit DMF keine toxischen Effekte mehr auftraten. Daraus folgt, dass die
Anbindung Uber das Linker-System eine sehr gute Mdglichkeit darstellt, um PolySia zu
binden, ohne dass toxische Effekte der erhaltenen Materialien auftreten. Da die Versuche
nur Gber finf Tage erfolgten und nur bis zu Konzentrationen von 1000 ppm, sollte in
weiteren Versuchen untersucht werden, ob es einen Einfluss auf die Zellen Uber einen
langeren Kultivierungszeitraum gibt oder ob noch hdhere Konzentrationen sich auf die
Viabilitdt auswirken. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die MCM-41-Nanopartikel,
die mit PolySia immobilisiert wurden, auch biokompatibel gegentiber ISC-Zellen sind, die
essentiell fur die Nervenregeneration sind. Jedoch konnte erst ab einer Versuchsdauer von
einer Woche eine sehr gute Viabilitdt beobachtet werden, was darauf hinweist, dass die
Nanopartikel auf das Wachstum dieser Zellen einen behindernden Einfluss haben. Auch die
CMS-Nanopartikel wurden mit ISC-Zellen getestet, jedoch nur Uber finf Tage. Nach diesem
Zeitraum wiesen die Kulturen, die hoheren Konzentrationen an NPSNPs ausgesetzt waren,
eine nicht so gute Viabilitat auf. Da die erhaltenen Werte jedoch mit jenen vergleichbar sind,
die mit MCM-41-Nanopartikeln am vierten Tag beobachtet wurden, kann es sein, dass das
Wachstum der Zellen spater ebenfalls ansteigen wiirde. Daher sollte die Untersuchung mit
den ISC-Zellen an den CMS-Nanopartikeln tiber einen langeren Zeitraum wiederholt werden,
um eine bessere Aussage Uber die Auswirkung treffen zu kénnen.

Es konnte nicht nachgewiesen werden, dass die Reacetylierung der PolySia an der
Oberflache der CMS-Nanopartikel erfolgreich war, da mittels der IR-Spektroskopie keine
Unterschiede ermittelt werden konnten. Daher sollten in Zukunft Methoden entwickelt
werden, um den Erfolg der Reaktion nachweisen zu kénnen.

Bei den in vitro-Versuchen mit den CMS-Nanopartikeln, die mit PolySia beladen waren, am
gequetschten Nerven einer Ratte konnten keine aussagekréaftigen Ergebnisse erzielt
werden, die einen Hinweis Uber den Aufenthalt der Nanopartikel nach der siebentagigen
Kultivierung gaben. Daher sollten in diesem Bereich Methoden entwickelt werden, die es
ermaoglichen, die Nanopartikel direkt und sicher zu identifizieren.

Der Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin konnte erfolgreich Uber das Linker-
System an die Oberflache der CMS-Nanopartikel gebunden werden. Jedoch sollte in
weiteren Versuchen die Anbindung durch Variation verschiedener Parameter optimiert
werden. Zu vermeiden gilt es hierbei, dass die modifizierten Nanopartikel zu stark mit
Fluoreszenzmolekilen beladen werden, so dass ein Quenching auftreten wirde. Auch diese

Nanopartikel wurden mit HepG2-Zellen im MTT-Test untersucht, wobei keine toxischen
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Effekte zu erkennen waren. Daher kann davon ausgegangen werden, dass das Linker-
System eine sehr gute Anbindungsmaoglichkeit darstellt, wenn die Nanopartikel spéter in der
Biomedizin Anwendung finden sollen. Diese Nanopartikel kdnnten ebenfalls noch weiter mit
Zellkulturexperimenten untersucht werden, indem héhere Kultivierungsdauern oder hohere

Konzentrationen eingesetzt werden.

Die Modifizierung der Silica-Nanopartikel mittels ,Click“-Reaktionen wurde im vierten Tell
dieser Arbeit untersucht. Dafiir wurden kommerziell erhaltliches Alexa Fluor® 488 mit einer
Alkin- bzw. einer Azidfunktion sowie PolySia, die von YI Su vom Institut fir Organische
Chemie der Leibniz Universitat Hannover (Arbeitsgruppe Dr. G. DRAGER bei Prof. Dr. A.
KIRSCHNING) mit einer Azid-, einer Alkin- oder einer alkynyl-analogen-Funktion ausgestattet
wurde, eingesetzt. Dabei konnten bei der Synthese nur geringe Mengen an PolySia zur
Immobilisierung eingesetzt werden, da diese nur in geringen Mengen verfligbar war. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass sowohl PolySia als auch der Fluoreszenzfarbstoff
erfolgreich Uber die ,Click"-Chemie an die Oberflache der MCM-41-Nanopartikel
angebunden werden konnte. Wie schon beim Linker-System wurden bei allen Versuchen
gréBere Mengen an den extrahierten als an den calcinierten Nanopartikeln gebunden. Dies
kann durch ein starker kondensiertes Netzwerk mit weniger verfligbaren reaktiven
Silanolgruppen bei den calcinierten Nanopartikeln erklart werden. Es konnte auch
beobachtet werden, dass die immobilisierte Menge an PolySia tber die ,Click“-Chemie mit
Azid-modifizierter PolySia vergleichbar und mit Alkin-modifizierter PolySia wesentlich gré3er
ist als die, die mit dem Linker-System angebunden werden konnte, obwohl Kkleinere
Stoffmengen zugegeben wurden. Daher scheint die ,Click“-Chemie flir die
Oberflachenmodifizierung sehr gut geeignet zu sein. Es sollte trotzdem in weiteren
Versuchen uberprift werden, ob die immobilisierte Menge an PolySia weiter erhéht werden
kann, wenn gleichzeitig auch die eingesetzte Menge an ,click“-fahiger PolySia erhdht wird.
AuRBerdem konnte durch Zellkulturexperimente an HepG2-Zellen an allen Arten von
Nanopartikeln, die in der ,Click“-Chemie eingesetzt wurden, gezeigt werden, dass diese
Nanopartikel fir Anwendungen in der Biomedizin nicht geeignet sind, da die Nanopartikel
durch den Einsatz von Kupfer toxische Effekte auf Zellen zeigen, besonders wenn die
Nanopartikel in hoéheren Konzentrationen eingesetzt wurden. An den mit PolySia-
modifizierten Nanopartikeln konnte Kupfer nachgewiesen werden, das fur die Toxizitat
verantwortlich ist. Daraus folgt, dass die ,Click"-Chemie zwar eine sehr gute
Anbindungsmethode fir grof3e Molekile mit vielen Funktionalititen an die Oberflache ist,
jedoch fur Materialien, die biomedizinische Anwendungen haben, nicht geeignet ist. Daher
sollte eine Mdglichkeit gefunden werden, diese Reaktion so zu nutzen, dass entweder auf
den Gebrauch von Kupfer verzichtet werden kann, indem zum Beispiel andere funktionelle
Gruppen wie aktivierte Alkane oder Cyclooctine eingefiihrt werden, die ohne Kupfer eine
,Click“-Reaktion eingehen, oder die Synthese ohne Kupfer bei héheren Temperaturen und
Uber langere Zeitraume durchgefiihrt wird, wobei letzteres Nachteile im Bezug auf die

Temperaturempfindlichkeit der PolySia mit sich bringt. Auch kdnnte versucht werden, das



6 Zusammenfassung und Ausblick 201

Kupfer nach der Reaktion von den Nanopartikeln zu entfernen, indem das Kupfer durch
Dialyse-Methoden oder durch Komplexierung mit beispielsweise Cyclam oder
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) entfernt wird. Im Weiteren wurde auch versucht, PolySia
Uber eine Kupfer-freie ,Click“-Reaktion an die Oberflache zu binden, jedoch konnten in
mehreren Versuchen nur sehr geringe Mengen an PolySia an der Oberflache detektiert
werden. Daher scheint dieses Derivat fur die Kupfer-freie ,Click“-Chemie an Silica-
Oberflachen nicht zu funktionieren. Es kénnte noch getestet werden, ob die Menge durch
langere Reaktionszeiten und eventuell noch grofRere Mengen an modifizierter PolySia

gesteigert werden kann.

Des Weiteren wurde im finften Teil der Arbeit versucht, die calcinierten CMS-Nanopartikel
multifunktionell mit PolySia und einem Fluoreszenzfarbstoff auszustatten, wobei mehrere
Synthesewege getestet wurden. Dabei konnten die besten Ergebnisse erzielt werden, wenn
beide Substanzen Uber die ,Click*-Reaktion an die Oberflaiche gebunden wurden. Jedoch
wird fur diese Anbindung Kupfer bendtigt, so dass diese Nanopartikel nicht fir
biomedizinische = Zwecke anwendbar sind. Eine  weitere = Moglichkeit  zur
Multifunktionalisierung ist die Kombination aus dem Linker-System und der ,Click“-Chemie,
bei der die deacetylierte PolySia sowie Alexa Fluor® 488-Azid erfolgreich multifunktionell an
die Oberflache binden konnten. Dariiber hinaus konnte die Multifunktionalisierung optimiert
werden, so dass die Nanopartikel mit hohen Mengen an PolySia beladen werden konnten
und trotzdem noch eine hinreichende Fluoreszenz zeigten. Die beste Variante um die beiden
Molektle zu binden, war zuerst die PolySia zur Dispersion der Nanopartikel zu geben und
nach 24 Stunden den Fluoreszenzfarbstoff. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ohne
vorhergehende Funktionalisierung mit APTES oder wenn eine Modifikation mit nur sehr
geringen APTES-Mengen durchgefiihrt wurde, die angebundene Menge an PolySia erhoht
werden konnte. So konnten optimierte Parameter fur die kombinierte Anbindung von PolySia
und Fluoreszensfarbstoffen ermittelt werden. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass
das Losemittel bei der Kombination einen Einfluss auf die Anbindung hat, da PolySia in
Ethanol mit DCC nicht bzw. kaum an die Oberflache bindet, wodurch DCM weiterhin als
Lésemittel verwendet werden sollte. Auch bei dieser Variante der Multifunktionalisierung wird
Kupfer als Katalysator verwendet, wodurch diese Nanopartikel nicht fur die Biomedizin
geeignet sind. Daher wurde ebenfalls die Anbindung Uber das Linker-System getestet, fir
die ebenfalls ein erfolgreiches Protokoll erarbeitet werden konnte. Dabei sollte auch hier
zuerst die PolySia und nach 24 Stunden das Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin zur Dispersion
gegeben werden. Hinsichtlich des Einsatzes von APTES ergaben sich &hnliche Ergebnisse
wie oben beschrieben.

Die so erhaltenen Nanopartikel wurden in Zellkulturexperimenten getestet, wobei eine gute
Biokompatibilitdt gegentuber HepG2-Zellen beobachtet werden konnte. Bei den ISC-Zellen
konnte wieder eine Abnahme der Viabilititen der Zellen nach funf Tagen Kultivierung
beobachtet werden, was vergleichbar ist mit den Werten, die bei der Kultivierung in

Gegenwart der MCM-41-Nanopartikel beobachtet wurden. Daher sollte die Kultivierung mit
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den ISC-Zellen Uber einen langeren Zeitraum wiederholt werden, um zu Uberprifen, ob ein
anfangs eingeschranktes Wachstum vorliegt. AufRerdem sollten noch weitere
Untersuchungen mit den HepG2-Zellen erfolgen, in dem zum einen héhere Konzentrationen
und zum anderen langere Kultivierungszeitraume untersucht werden.

In einem ersten in vitro-Test wurden diese Nanopartikel in gequetschte Nerven von adulten
Ratten injiziert, um die Auswirkung auf die Regeneration sowie den Verbleib der
Nanopartikel nach sieben Tagen zu untersuchen. Dabei konnten keine eindeutigen
Aussagen Uber den Verbleib der Nanopartikel gemacht werden. Es konnten zwar sowohl
eine grine Fluoreszenz des Farbstoffs als auch PolySia mittels eines Fluoreszensfarbstoff
detektiert werden; die beiden Fluoreszenzen berlagerten sich auch, jedoch kénnte es sich
dabei auch nur um agglomerierte Nanopartikel handeln. Da das Maximum der ortlichen
Auflésung erreicht war, konnten die genauen Grof3en dieser groRen Teilchen nicht bestimmt
werden. Daher sollten weitere Methoden entwickelt werden, mit denen die Nanopartikel

direkt nachgewiesen werden kénnen.

Der letzte Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Herstellung von Collagen-Silica-
Kompositen, die zusatzlich mit PolySia funktionalisiert wurden. Dabei konnte gezeigt
werden, dass kommerziell erhaltliches MatriStypt® mit calcinierten CMS-Nanopartikeln
infiltriert und mit Glutaraldehyd quervernetzt werden konnte. Beim Aufbewahren der
Komposite in Wasser tber langere ZeitrAume konnte zudem beobachtet werden, dass die
Komposite stabil sind und nicht unbedingt quervernetzt werden muissen. Es sollte in weiteren
Versuchen getestet werden, welche Auswirkungen die Konzentration der Suspension hat
und ob Uber diese Konzentration verschiedene Komposit-Materialien durch geringere
Anlagerung der Nanopartikel erhalten werden kdnnen. Eine weitere Mdglichkeit, Collagen-
Silica-Komposit-Materialien herzustellen, bestiinde darin, zu versuchen, die Membranen mit
einem Silica-Film zu beschichten, indem diese durch Dip-Coating in eine Silica-Lésung
getaucht werden. Da hier keine Nanopartikel entstehen und sich nur ein Silica-Film auf dem
Collagen ablagern wirde, konnten vermutlich Komposite mit anderen Eigenschaften
erhalten werden. Im Weiteren wurde versucht, aus den Kompositen Réhrchen zu formen,
um diese als Nervenleitschienen einsetzen zu kdnnen. Dabei konnten die Membranen im
feuchten Zustand sehr gut geformt werden, wobei die Form nach dem Trocknen erhalten
blieb. Jedoch konnten die beiden Enden nicht fest miteinander verbunden werden um
geschlossene Roéhrchen herzustellen, auch nicht Uber die Quervernetzung mit
Glutaraldehyd. Daher sollte in weiteren Versuchen getestet werden, ob die Offnung durch
Zundhen mit Mikro-N&hwerkzeug geschlossen werden kann, wobei diese Variante sehr
aufwendig ware und vermutlich noch eine gewisse Durchlassigkeit vorhanden bliebe. Des
Weiteren konnte diese Offnung durch einen Biokleber zusammengeklebt werden, wodurch
stabile Réhrchen erhalten werden kdnnten.

Die erhaltenen Komposite wurden in statischen sowie dynamischen Zellkulturexperimenten
untersucht. Aus diesen Experimenten folgt, dass das reine Collagen sehr gut biokompatibel

ist, da sowohl in den statischen als auch in den dynamischen Experimenten eine sehr gute
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Viabilitat der Zellen beobachtet werden konnte. Bei den Collagen-Silica-Materialien, die mit
Glutaraldehyd quervernetzt wurden, ist die Viabilitdt der Zellen in beiden Experimenten sehr
gering, woraus folgt, dass diese Materialien akut toxisch fur HepG2-Zellen sind. Da
Glutaraldehyd toxisch ist, sollte die Quervernetzung Uber andere Methoden erfolgen, wobei
andere chemische Reagenzien getestet werden sollten, die keine toxischen Effekte zeigen,
wie zum Beispiel Transglutaminase. Oder es sollten physikalische Methoden ausprobiert
werden wie die Quervernetzung Uber die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht. Die mit
calcinierten CMS-Nanopartikeln infiltrierten Collagen-Materialien zeigen in den statischen
Zellkulturexperimenten eine vergleichbare Viabilitat der Zellen wie das MatriStypt®. Bei den
dynamischen Messungen ist die Viabilitat allerdings nur halb so groR wie beim MatriStypt®.
Dies konnte daran liegen, dass durch das stromende Medium die Zellen abgespult werden,
die anscheinend an den infiltrierten Materialien nicht so gut haften und somit nicht mehr
detektiert werden koénnen. Auch konnte es sein, dass die Nanopartikel zum Teil
abgewaschen werden und dabei anhaftende Zellen mit abtransportieren. Da die Viabilitat bei
den statischen Bedingungen sehr gut ist, kann angenommen werden, dass diese Materialien
trotzdem sehr gut biokompatibel sind. Aul3erdem kdnnte die Degradierbarkeit der Materialien
untersucht werden, um eine Aussage Uber die Langlebigkeit der Materialien zu treffen.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die infiltrieten als auch die
infiltrierten und quervernetzten Collagen-Silica-Komposite mit verschiedenen Silanen
funktionalisieren lassen, wobei die besseren Resultate bei den nicht quervernetzten
Kompositen erzielt wurden. Auerdem konnte PolySia Uber diese Methode mittels des
Linker-Systems erfolgreich angebunden werden. Dabei zeigte sich, dass auch bei diesen
Kompositen eine geringe Menge an APTES (bzw. die Nichtverwendung dieses Reagens) die
Anbindung von PolySia erhéhen, woraus folgt, dass das APTES die Anbindung des BSA
stort bzw. dieses besser Uber die Silanolgruppen an die Oberflache binden kann.
Weiterfuhrende Untersuchungen ergaben, dass zu hohe Mengen an eingesetzter PolySia in
diesem Fall negative Auswirkungen auf die Anbindung haben. Um diese Komposite in der
Nervenregeneration anwenden zu koénnen, sollten diese durch eine Variation der
Synthesevorschriften weiter optimiert werden. Des Weiteren sollte getestet werden, ob Uber
die Funktionalisierung der infiltrierten Collagen-Membranen auch PolySia Uber die ,Click"-
Chemie angebunden werden kann, ob Fluoreszenzfarbstoffe immobilisiert werden kénnen
sowie ob eine Multifunktionalisierung mdéglich ist. Auch sollten diese Komposite auf ihre
Biokompatibilitdt gegentber Zellen untersucht werden, so dass sie eventuell in der
Nervenregeneration untersucht werden kénnen. Und es sollte Uberpruft werden, inwiefern
sich die Funktionalisierung auf die Eigenschaften des Collagens auswirkt, wobei darauf
geachtet werden sollte, ob die Biodegradierbarkeit weiterhin vorhanden ist.

Es konnte gezeigt werden, dass calcinierte CMS-Nanopartikel, die zuvor mit PolySia
beschichtet wurden, in die Membran eingelagert werden konnten, wobei die detektierte
Menge an PolySia nach der Infiltrierung vergleichbar ist mit jener, die an den einzelnen
Nanopartikeln gemessen werden konnte. Jedoch konnten hier geringere Mengen detektiert

werden, als wenn infiltrierte Membranen funktionalisiert wurden, so dass diese Variante zu
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bevorzugen ist. Weiterfihrende Untersuchungen ergaben, dass die Wahl des Ldsemittels
keinen Einfluss auf die Menge an angebundener PolySia hat. Diese Variante der
Immobilisierung von Silica-Collagen-Materialien mit PolySia sollte noch weiter optimiert
werden. Dabei sollte untersucht werden, ob CMS-Nanopartikel, die vor der Infiltrierung
bereits eine hohere gebundene Menge an PolySia tragen, die in den Kompositen
detektierbare Menge an PolySia erhéhen kann. Auch sollten diese Komposite in
Zellkulturexperimenten untersucht werden, um herauszufinden, ob die Art der PolySia-
Anbindung einen Einfluss auf die Biokompatibilitat hat.

Des Weiteren sollte versucht werden, dass BSA direkt an die Collagen-Membran zu binden,
indem es mit den Aminfunktionen des Collagens reagiert. Anschlieend sollte getestet
werden, ob die PolySia tGber den so angebundenen Linker immobilisiert werden kann und ob
sich diese Art der Modifikation auf die Eigenschaften des Collagens, wie beispielsweise die

Biodegradierbarkeit, auswirkt.

Es konnten erfolgreich verschiedene nanoporése Silica-Nanopartikel hergestellt und tber
verschiedene Wege mit Polysialinsaure sowie Fluoreszenzfarbstoffen funktionalisiert
werden, die eine sehr gute Biokompatibilitdt zeigen. Auch eine Multifunktionalisierung mit
beiden Molekilen konnte erreicht werden. Des Weiteren kdnnen Collagen-Silica-Komposit-
Materialien hergestellt werden, die ebenfalls mit PolySia ausgestattet werden kdnnen. In

Form von Réhrchen kénnen diese spater in der Nervenregeneration eingesetzt werden.
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8. Anhang

8.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1-1:  Schematische Darstellung einer Nervenleitschiene.
Abb. 1-2:  Multifunktionell ausgestattete nanopordse Silica-Nanopartikel. 3

Abb. 2-1:  Bildung der mdglichen Regioisomere des 1,2,3-Triazols bei der
Cycloaddition von terminalen Alkinen und Aziden nach Huiscen.[2" ™! 11

Abb. 2-2:  Veranschaulichung der beiden mdéglichen Reaktionsbedingungen fir die
Kupfer(l)-kata7lj}]/sierte Cycloaddition zwischen Alkinen und Aziden nach

Huiscen. " 12

Abb. 2-3:  Mdglicher Reaktionsmechanismus fur die  Kupfer(l)-katalysierte
%)g(z:]loaddition zwischen terminalen Alkinen und Aziden nach Huiscen. ™"
; 13

Abb. 2-4:  Veranschaulichung der Vorgdnge bei der Fluoreszenz. Durch
einstrahlendes Licht wird Energie absorbiert, die anschlieend als
strahlungslose Desaktivierung an die Umgebung abgegeben wird. Durch
spontane Emission wird die restliche Energie als Fluoreszenz
abgegeben. ™" *1 15

Abb. 2-5: Molekularer Aufbau des Neu5Ac (links) sowie der Polysialinsdure
(rEChtS).[naCh 27,101] 18

Abb. 2-6: Sterische Mechanismen der Zell-Zell-Interaktionen am NCAM, die durch
PolySia beeinflusst werden konnen.["" 33102 20

Abb. 2-7:  Einfluss der PolySia auf die Ausssprossung von Axonen in Hihner-
Embryos. Dabei liegen die Axone in Anwesenheit von PolySia gewunden
und ungebindelt vor (links), wahrend nach der Entfernung der PolySia
die Axone zusammengelagert sind (rechts).!"2" 331081 20

Abb. 2-8:  Aufbau der Primarstruktur des Collagens, die aus einer Sequenz von
Aminosauren besteht. Dabei steht Gly flur Glycin, Pro fur Prolin und Hyp
fur Hydroxyprolin. Bei X und Y handelt es sich um weitere Aminoséuren,
die in der Sequenz auftreten kénnen. ™" 127) 22

Abb. 2-9:  Schematischer Aufbau der Sekundérstruktur des Collagens, bei dem die
ég}winoséuresequenzen eine linksgangige Helix (a-Kette) ausbilden.!™"
22

Abb. 2-10: Aufbau der dreifach-helikalen Struktur des Collagens aus drei Polypeptid-
Ketten. Die rote Linie zeigt dabei die Primarstruktur der
Aminosauresequenz.®® 23

Abb. 3-1:  Bildung des Pre-Chromogens durch saure Oxidation der Sialinsdure mit
Periodat."*®! 32

Abb. 3-2:  Entstehung des Chromogens B-Formylpyruvinsdure durch Aldolspaltung
zwischen dem vierten und flinften Kohlenstoffatom des Pre-Chromogens
unter sauren Bedingungen.**®! 32

Abb. 3-3:  Reaktion des Chromogens [(-Formylpyruvinsdure mit zwei Molekilen
Thiobarbitursaure zum Methinfarbstoff, der bei 549 nm detektiert werden
kann.*4¢ 33

Abb. 3-4. Reaktion des Purpald®-Reagenz mit Formaldehyd, wobei zunachst ein
instabiles Intermediat gebildet wird, dass anschlieBend zu einem
lilafarbenen Farbstoff oxidiert wird, der bei 550 nm detektiert werden
kann,[149:150] 34
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Abb. 3-5.  Reaktion des Purpald®-Reagenz mit einem Keton, wobei ein Intermediat

gebildet wird, das unter den Reaktionsbedingungen nicht zu einem

Farbstoff weiter oxidiert werden kann.**" 34
Abb. 3-6:  Reduktion des gelblichen MTT durch mitochondriale Dehydrogenase

aktiver Zellen in das Wasser unldsliche blaue Formazan, das bei 570 nm

detektiert werden kann.**"*%% 38
Abb. 3-7:  Moleklstruktur von DAPI. 39
Abb. 3-8:  Schematische Darstellung der in vitro-Nervenimplantation von

funktionalisierten Silica-Nanopartikeln in einem Nerven, bei dem zuvor

ein ,Crush* durchgefihrt wurde.["2" 15¢) 40
Abb. 4-1:  Deacetylierung der von ISMET BICE hergestellten PolySia.®"**® 44
Abb. 4-2:  Reaktion von APTES mit den Silanolgruppen an der Oberflache von

Silica-Nanopartikeln. 45
Abb. 4-3:  Anbindung von Bernsteinsdureanhydrid Uber die Aminofunktion der mit

APTES funktionalisierten Silica-Nanopartikel. 45
Abb. 4-4:  Anbindung von TBA-PolySia Uber ein Linker-System aus APTES und

BSA durch Bildung einer Amidbindung. 45
Abb. 4-5:  Reacetylierung der restlichen Aminogruppen der PolySia, die nicht mit

den freien Carboxylgruppen des Linker-Systems reagiert haben, mit

Essigsaureanhydrid. 46
Abb. 4-6:  Entfernung der  Esterbindungen, zur  Wiederherstellung  der

Polysialinsaure. 47
Abb. 4-7:  Molekilstruktur ~ des  Fluoreszenzfarbstoffs Alexa  Fluor®  488-

Hydroxylamin. 47
Abb. 4-8:  Umsetzung der mit APTES-funktionalisierten Nanopartikel — mit

Propiolséure, um die Oberflache mit einer Alkinfunktion fur die ,Click"-

Reaktion auszustatten. 48
Abb. 4-9:  Anbindung von BUTMS Uber die Silanolgruppen der Silica-Nanopartikel. 48
Abb. 4-10: Azidfunktionalisierung Uber den BUTMS-Linker. 48
Abb. 4-11: ,Click“-Reaktionen mit Alkin- bzw. Azidfunktionalisierten Nanopartikeln,

die mit der entgegengesetzten Gruppe unter Bildung eines 1,2,3-Triazols

reagieren. Als Reste konnen PolySia oder Fluoreszenzfarbstoffe

eingesetzt werden. 49
Abb. 4-12: Molekdlstrukturen der mit Alkin-modifizierten PolySia (links, DG: 80%)

und der mit Azid-modifizierten PolySia (rechts, DG: 80%), die in der

,Click“-Reaktion eingesetzt wurden. 49
Abb. 4-13: Molekilstruktur der alkynyl-analogen PolySia, die in einer Kupfer-freien

,Click“-Reaktion eingesetzt werden kann, wobei in dieser Arbeit Derivate

mit n = 3 und n = 5 verwendet wurden. 50
Abb. 4-14:  Molekiilstrukturen von Alexa Fluor® 488-Azid (links) und -Alkin (rechts). 51
Abb. 4-15: Multifunktionalisierung der Silica-Nanopartikel mit BSA und Propiolsédure

zur weiteren Verwendung in einer Kombination aus Linker-System und

,Click“-Chemie. 52
Abb. 4-16: Zusammenfassung der Optimierungsschritte bei der

Multifunktionalisierung Uber eine Kombination aus Linker-System und

,Click“-Chemie. 54
Abb. 4-17: Zusammenfassung der Optimierungsschritte bei der

Multifunktionalisierung ausschlie3lich Uber das Linker-System. 56
Abb. 5-1:  Diffraktogramme von einer as syn (schwarz), einer extrahierten (rot) und

einer calcinierten (blau) Probe von Silica-Nanopartikeln des Typs MCM-

41 mit Indizierung der Reflexe. 60
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calcinierten (rechts) Probe der MCM-41 Silica-Nanopartikel (REM-PCI).

REM-Aufnahmen von der stabilen Suspension (oben) einer MCM-41-
Probe und den sich am Boden abgesetzten Nanopartikeln (unten, REM-
PCI).

Vergleich der DLS-Messungen der as syn (schwarz), extrahierten (rot)
und calcinierten (blau) Silica-Nanopartikel vom Typ MCM-41.

Stickstoff Adsorptions- und Desorptionsisothermen einer extrahierten
(rot) und einer calcinierten (blau) MCM-41 Probe.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an
unfunktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

Diffraktogramme von einer as syn (schwarz), einer extrahierten (rot) und
einer calcinierten (blau) Probe der CMS-Nanopartikel, die mit DEA bei
40 °C synthetisiert wurden.

IR-Spektren von as syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten
(blau) CMS-Nanopartikel, die mit DEA bei 40 °C synthetisiert wurden.

REM-Aufnahmen von CMS-Nanopartikeln, die mit DEA bei 40 °C
hergestellt wurden (REM-PCI).

Vergleich der DLS-Messungen der as syn (schwarz), extrahierten (rot)
und calcinierten (blau) CMS-Nanopartikel, die mit DEA bei 40 °C
synthetisiert wurden.

Stickstoff Adsorptions- und Desorptionsisothermen einer extrahierten
(rot) und einer calcinierten (blau) CMS-Probe, die mit DEA bei 40 °C
hergestellt wurde.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an
unfunktionalisierten CMS-Nanopartikeln, die mit DEA bei 40 °C
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Vergleich der Ergebnisse des TBA-Tests, wenn dieser mit bzw. ohne
Hydrolyse vergleichend an Nanopartikeln durchgefuhrt wurde, die Uber
das Linker-System mit variierender Menge an APTES mit PolySia
funktionalisiert wurden.

Vergleich der Ergebnisse des Purpald®-Tests, wenn dieser mit bzw. ohne
Hydrolyse vergleichend an Nanopartikeln durchgefuhrt wurde, die Uber
das Linker-System mit variierender Menge an APTES mit PolySia
funktionalisiert wurden.

IR-Spektren der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, nach den einzelnen
Reaktionsschritten des Linker-Systems.

Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel,
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Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System mit PolySia funktionalisiert und anschlieRend
Uber verschiedene Zeitrdume mit Wasser gewaschen wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System mit PolySia funktionalisiert und anschlieRend
Uber verschiedene Zeitrdume mit einer gesattigten Natriumchlorid-
Ldsung gewaschen wurden.

Ergebnisse der Umsetzung von unfunktionalisierten MCM-41-
Nanopartikeln (linke Spalte), von extrahierten mit PolySia-beschichteten
MCM-41-Nanopartikeln (mittlere Spalte) und von calcinierten mit PolySia-
modifizierten MCM-41-Nanopartikeln (rechte Spalte) mit Endo-APC. In
der oberen Reihe sind die Aufnahmen unter Weildlicht zu sehen, wahrend
in der unteren Reihe die Aufnahmen bei 690 nm abgebildet sind.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit
APTES-funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit
APTES und BSA-funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-
Nanopartikeln, die mit PolySia tUber das Linker-System aus APTES und
BSA modifiziert wurden.

Ergebnisse des MTT-Tests mit immortalisierten Schwann-Zellen (ISC)
nach zwei Wochen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit PolySia Uber das
Linker-System aus APTES und BSA modifiziert wurden.

DAPI Farbungen der Zellkulturexperimente mit ISC-Zellen von reinem
Medium (rechts) sowie extrahierten (links) und calcinierten (Mitte) MCM-
41-Nanopartikeln, die mit PolySia Uber das Linker-System funktionalisiert
wurden. Diese wurden mit einer Konzentration von 500 ppm an Tag 4
(oben), Tag 7 (Mitte) und Tag 14 (unten) getestet.

IR-Spektren der calcinierten CMS-Nanopartikel, nach den einzelnen
Reaktionsschritten des Linker-Systems.

Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten CMS-Nanopartikel, die
mittels des Linker-Systems mit Polysialinsiure funktionalisiert wurden.

Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden,
der calcinierten CMS-Nanopartikel, die Uber das Linker-System mit
Polysialinsdure modifiziert wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System mit PolySia funktionalisiert wurden. Dabei wurde nach
jedem Funktionalisierungsschritt ein TBA-Test durchgefihrt.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an
calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit PolySia Uber das Linker-System
aus APTES und BSA funktionalisiert wurden.

Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an calcinierten
CMS-Nanopartikeln, die mit PolySia Uber das Linker-System aus APTES
und BSA modifiziert wurden.

REM-Aufnahmen im low vacuum-Modus" von Nervenlangsschnitten, in
denen calcinierte mit PolySia-immobilisierte CMS-Nanopartikel injiziert
wurden (REM-ACI).
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REM-Aufnahmen im Hochvakuum von Nervenquerschnitten, in denen
calcinierte mit PolySia-immobilisierte CMS-Nanopartikel injiziert wurden
(REM-PCI).

IR-Spektren der calcinierten CMS-Nanopartikel, nach der Umsetzung mit
PolySia, nach der Reacetylierung sowie nach der weiteren Umsetzung
mit Natronlauge.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der
Umsetzung mit PolySia, nach der Reacetylierung und nach weiterer
Umsetzung mit Natronlauge.

IR-Spektren der mit APTES-funktionalisierten calcinierten CMS-
Nanopartikel nach der Umsetzung mit BSA (unten) und nach weiterer
Umsetzung mit Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin.

Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren der mit Alexa Fluor®
488-Hydroxylamin funktionalisierten calcinierten CMS-Nanopartikel unter
Verwendung einer Konzentration von 1.5-mg-L ™.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an
calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin
Uber das Linker-System aus APTES und BSA modifiziert wurden.

IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln nach der Reaktion
mit Propiolsaure (unten) sowie nach weiterer ,Click“-Reaktion mit Azid-
modifizierter PolySia.

Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel,
die mit einer Alkinfunktion ausgestattet und anschlieBend mit Azid-
modifizierter PolySia in einer ,Click*-Reaktion eingesetzt wurden.

REM-Aufnahmen von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit Azid-
modifizierter ~ Polysialinséure in einer  ,Click*-Reaktion mit
Alkinfunktionalisierten Nanopartikeln eingesetzt wurden (REM-PCI).

Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden,
der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, die mit Propiolsdure und
anschlieBend in einer ,Click*-Reaktion mit Azid-modifizierter PolySia
umgesetzt wurden.

Vergleich der Ergebnisse der TBA-Tests, die an extrahierten (rot) und
calcinierten (blau) MCM-41-Nanopartikel durchgefuhrt wurden. Die
Nanopartikel wurden zum einen Uber das Linker-System (linke Spalten)
und zum anderen uber die ,Click“-Chemie mit Azid-modifizierter PolySia
(rechte Spalte) funktionalisiert.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit
APTES und Propiolséure-funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-
Nanopartikeln, die mit Azid-modifizierter PolySia in einer ,Click“-Reaktion
umgesetzt wurden.

Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an calcinierten
MCM-41-Nanopartikeln, die mit Azid-modifizierter PolySia in einer ,Click*-
Reaktion umgesetzt wurden.

IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln nach der Anbindung
von BUTMS, nach weiterer Reaktion mit Natriumazid sowie nach der
,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia.

Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel,
die mit BUTMS, Azid und mittels ,Click“-Chemie mit Alkin-modifizierter
PolySia funktionalisiert wurden.
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Vergleich der Porenvolumen, die mit der BJH-Methode bestimmt wurden,
der calcinierten MCM-41-Nanopartikel, die mit BUTMS, Natriumazid und
anschlieBend in einer ,Click“-Reaktion mit Alkin-modifizierter PolySia
umgesetzt wurden.

Vergleich der Ergebnisse der TBA-Tests, die an extrahierten (rot) und
calcinierten (blau) MCM-41-Nanopartikel durchgefuhrt wurden. Die
Nanopartikel wurden zum einen Uber das Linker-System (linke Spalten)
und zum anderen Uber die ,Click“-Chemie mit Alkin-modifizierter PolySia
(rechte Spalte) funktionalisiert.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit
BUTMS-funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit
BUTMS und Azid-funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-
Nanopartikeln, die mit Alkin-modifizierter PolySia in einer ,Click“-Reaktion
umgesetzt wurden.

Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an extrahierten
MCM-41-Nanopartikeln, die mit Alkin-modifizierter PolySia in einer
,Click“-Reaktion umgesetzt wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS Nanopartikeln vor und nach der
Kupfer-freien ,Click*-Reaktion mit der flnfkettigen alkynyl-analogen
PolySia.

Vergleich der Ergebnisse der TBA-Tests an calcinierten CMS-
Nanopartikeln, die in einer Kupfer-freien ,Click*-Reaktion mit alkynyl-
analoger PolySia umgesetzt wurden.

IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln vor und nach der
,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Azid.

Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel,
die mit einer Alkinfunktion ausgestattet und anschlieBend mit Alexa
Fluor® 488-Azid in einer ,Click“-Reaktion eingesetzt wurden.

Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren der mit Alexa Fluor®
488-Azid funktionalisierten MCM-41-Nanopartikel unter Verwendung
einer Konzentration von 1.6-mg-L™".

Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von  extrahierten  (links) und
calcinierten (rechts) MCM-41-Nanopartikeln, die mit Alexa Fluor® 488-
Azid in einer ,Click“-Reaktion funktionalisiert wurden.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-
Nanopartikeln, die mit Alexa Fluor® 488-Azid in einer ,Click“-Reaktion
umgesetzt wurden.

IR-Spektren von calcinierten MCM-41-Nanopartikeln vor und nach der
,Click“-Reaktion mit Alexa Fluor® 488-Alkin.

Vergleich der DLS-Messungen der calcinierten MCM-41-Nanopartikel,
die mit einer Azidfunktion ausgestattet und anschlieRend mit Alexa Fluor®
488-Alkin in einer ,Click*-Reaktion eingesetzt wurden.

Fluoreszenz-Emissions- und Anregungsspektren der mit Alexa Fluor®
488-Alkin funktionalisierten MCM-41-Nanopartikel unter Verwendung
einer Konzentration von 1.45-mg-L™".

Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von  extrahierten  (links) und
calcinierten (rechts) MCM-41-Nanopartikeln, die mit Alexa Fluor® 488-
Alkin in einer ,Click“-Reaktion funktionalisiert wurden.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-
Nanopartikeln, die mit Alexa Fluor® 488-Alkin in einer ,Click“-Reaktion
umgesetzt wurden.
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IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit BSA und
Propiolsédure in DCM in einem Schritt multifunktionalisiert wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit BSA und
Propiolsédure zum einen in DMF (links) und zum anderen in einem
Gemisch aus DCM und DMF (rechts) in einem Schritt multifunktionalisiert
wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die zum einen
zunachst mit Propiolsédure und anschlieend mit BSA (links) und zum
anderen erst mit BSA und anschlieBend mit Propiolséaure (rechts)
multifunktionalisiert wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln mit Propiolsdure und
BSA (unten) sowie nach weiterer Umsetzung mit PolySia und Alexa
Fluor® 488-Azid mittels des Linker-Systems und der ,Click“-Chemie.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die
Reihenfolge der Zugabe variiert (Variante A: 24 h PolySia + 24 h
PolySia/Alexa, Variante B: 24 h Alexa + 48 h Alexa/PolySia, Variante C:
one step, Variante D: erst PolySia (Schritt 1), in zweiter Reaktion Alexa
(Schritt 2), Variante E: erst Alexa, in zweiter Reaktion PolySia).

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click*-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die
Reihenfolge der Zugabe variiert (Variante A: 24 h PolySia + 24 h
PolySia/Alexa, Variante B: 24 h Alexa + 48 h Alexa/PolySia, Variante C:
one step, Variante D: erst PolySia, in zweiter Reaktion Alexa, Variante E:
erst Alexa (Schritt 1), in zweiter Reaktion PolySia (Schritt 2)).

Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von calcinierten CMS-Nanopartikeln,
die mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid multifunktionalisiert wurden.
Dabei wurde die Reihenfolge der Zugabe variiert (Variante A: 24 h
PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24h Alexa + 48h
Alexa/PolySia, Variante C: one step, Variante D: erst PolySia, in zweiter
Reaktion Alexa, Variante E: erst Alexa (E1), in zweiter Reaktion PolySia

(E2)).

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von BSA und Propiolsdure, wenn im ersten Schritt verschiedene Mengen
an APTES verwendet wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid, wenn im ersten Schritt
verschiedene Mengen an APTES eingesetzt wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge
an APTES im ersten Schritt.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click*-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte
Menge an APTES im ersten Schritt variiert wurde.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von BSA und Propiolsdure, wenn im zweiten Schritt verschiedene
Mengen an BSA verwendet wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid, wenn im zweiten Schritt
verschiedene Mengen an BSA eingesetzt wurden.
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Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge
an BSA im zweiten Schritt.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte
Menge an BSA im zweiten Schritt variiert wurde.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von BSA und Propiolsdure, wenn im zweiten Schritt verschiedene
Mengen an Propiolséure verwendet wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von PolySia und Alexa Fluor® 488-Azid, wenn im zweiten Schritt
verschiedene Mengen an Propiolsédure eingesetzt wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge
an Propiolsédure im zweiten Schritt.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click*-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte
Menge an Propiolsaure im zweiten Schritt variiert wurde.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge
an PolySia im letzten Reaktionsschritt.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click*-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte
Menge an PolySia im letzten Schritt variiert wurde.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Variation der Menge
an Alexa Fluor® 488-Azid im letzten Reaktionsschritt.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click*-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei die eingesetzte
Menge an Alexa Fluor® 488-Azid im letzten Schritt variiert wurde.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Verwendung von
Dichlormethan bzw. Ethanol als Lésemittel.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click*-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei Dichlormethan
bzw. Ethanol als Lésemittel verwendet wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die tber
das Linker-System und der ,Click“-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden bei Verwendung und
beim Verzicht auf Kupfer.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System und der ,Click*-Chemie mit PolySia sowie
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden, wobei zum einen
Kupfer als Katalysator eingesetzt wurde und zum anderen auf den
Einsatz verzichtet wurde.
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IR-Spektren von Silica-Nanopartikeln nach der multifunktionellen
Anbindung von Alkin-modifizierter PolySia und Alexa Fluor® 488-Alkin
mittels der ,Click“-Chemie.

Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Nanopartikeln, die Gber die ,Click"-
Chemie mit Alkin-modifizierter PolySia sowie Alexa Fluor® 488-Alkin
multifunktionalisiert wurden.

Fluoreszenz-Emissions- und  Anregungsspektren  von Silica-
Nano(gartikeln, die nur Uber die ,Click*-Chemie mit PolySia sowie Alexa
Fluor™ 488-Alkin multifunktionalisiert wurden.

Fluoreszenz-Mikroskop-Aufnahmen von Silica-Nanopartikeln, die mit
PolySia und Alexa Fluor® 488-Alkin tber die ,Click“-Chemie
multifunktionalisiert wurden (Links: 2 s Belichtung; Rechts: 640 ms
Belichtung).

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die mit BSA (unten)
sowie mit PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin Uber das Linker-
System funktionalisiert wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die Reihenfolge der Zugabe
variiert (Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24 h
Alexa + 48 h Alexa/PolySia, Variante C: one step).

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden. Dabei wurde die Reihenfolge der Zugabe
variiert (Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa, Variante B: 24 h
Alexa + 48 h Alexa/PolySia, Variante C: one step).

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin, wenn im ersten Schritt
verschiedene Mengen an APTES eingesetzt wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an APTES im ersten
Reaktionsschritt variiert wurde.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an APTES im ersten
Reaktionsschritt verandert wurde.

IR-Spektren  von  calcinierten =~ CMS-Nanopartikeln, die  mit
unterschiedlichen Mengen an BSA modifiziert wurden.

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln nach der Anbindung
von PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin, wenn im zweiten Schritt
verschiedene Mengen an BSA eingesetzt wurden.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an BSA im zweiten
Reaktionsschritt variiert wurde.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an BSA im zweiten
Reaktionsschritt veréandert wurde.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an PolySia im letzten
Reaktionsschritt variiert wurde.
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Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an PolySia im letzten
Reaktionsschritt verandert wurde.

Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten CMS-Nanopartikeln, die allein
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an Alexa Fluor® 488-
Hydroxylamin im letzten Reaktionsschritt variiert wurde.

Fluoreszenz-Emissionsspektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, die
Uber das Linker-System mit PolySia sowie Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden, wobei die Menge an Alexa Fluor® 488-
Hydroxylamin im letzten Reaktionsschritt verandert wurde.

Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-Zellen nach 5 Tagen an mit
PolySia und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin multifunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln (Variante A: 24 h PolySia + 24 h PolySia/Alexa).

Ergebnisse des MTT-Tests mit ISC-Zellen nach 5 Tagen an mit PolySia
und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin multifunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln.

Farbungen mit EndosialidaseN-APC von Nervenléngsschnitten, in die
CMS-Nanopartikel  injiziert ~ wurden, die mit PolySia und
Fluoreszenzfarbstoff multifunktionalisiert wurden (Links: EndoN-APC
Farbung, Mitte: Fluoreszenz, Rechts: EndoN-APC und Fluoreszenz
Uberlagert).

Farbungen mit PolySia-Antikdrper von Nervenlangsschnitten, in die CMS-
Nanopartikel injiziert wurden, die mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisiert wurden (Links: PolySia-Antikérper Farbung, Mitte:
Fluoreszenz, Rechts: PolySia-Antikdrper und Fluoreszenz tberlagert).

REM-Aufnahmen im ,low vacuum-Modus" von Nervenquerschnitten, in
denen calcinierte mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff
multifunktionalisierte CMS-Nanopartikel injiziert wurden (REM-ACI).

REM-Aufnahmen im Hochvakuum von Nervenquersschnitten, in denen
calcinierte mit PolySia und Fluoreszenzfarbstoff-multifunktionalisierte
CMS-Nanopartikel injiziert wurden (REM-PCI).

IR-Spektren von calcinierten CMS-Nanopartikeln, reinem Collagen, mit
CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen sowie infiltriertem Collagen
nach der Quervernetzung mit Glutaraldehyd.

Bilder von Collagen-Silica-Kompositen, die zu Réhrchen geformt wurden.

REM-Aufnahmen von reinem MatriStypt® (oben), mit CMS-Nanopartikeln
infiltriertem Collagen (Mitte) und infiltriertes Collagen nach der
Quervernetzung mit Glutaraldehyd (unten) (REM-PCI).

REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen im
Querschnitt (REM-PCI).

REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopatrtikeln infiltriertem Collagen, die in
Ethanol hergestellt wurden (REM-PCI).

REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopatrtikeln infiltriertem Collagen, das
in einem Wasserbad mit Ultraschall fur eine halbe Stunde behandelt
wurde (REM-PCI).

REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopatrtikeln infiltriertem Collagen, das
fur 24 Stunden in Wasser gelagert wurde (REM-PCI).

REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopatrtikeln infiltriertem Collagen, das
fur 48 Stunden (oben) bzw. 72 Stunden (unten) in Wasser gelagert wurde
(REM-ACI).
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Abb. 5-129: Ergebnisse des statischen sowie dynamischen MTT-Tests mit HepG2-
Zellen an MatriStypt®, infiltrietem Collagen sowie zusétzlich
guervernetztem Collagen-Silica-Komposit-Material. 182
Abb. 5-130: DAPI Farbungen der dynamischen Zellkulturexperimente mit HepG2-
Zellen von reinem Collagen (links) sowie mit calcinierten CMS-
Nanopartikeln infiltrierten Collagen (rechts). 183
Abb. 5-131: IR-Spektren von infiltriertem Collagen (unten) sowie infiltriertem und
anschlieBend quervernetzten Collagen (oben) nach der Umsetzung mit
BUTMS. 184
Abb. 5-132: IR-Spektren von infiltriertem Collagen, das mit APTES (unten),
anschlieBend mit BSA (Mitte) und zuletzt mit PolySia (oben) modifiziert
wurde. 185
Abb. 5-133: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, das
anschlieend mit APTES modifiziert wurde (REM-ACI). 186
Abb. 5-134: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, das
anschlieBend mit APTES und BSA modifiziert wurde (REM-ACI). 187
Abb. 5-135: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen, an
das PolySia Uber das Linker-System gebunden wurde (REM-ACI). 187
Abb. 5-136: Ergebnisse des TBA-Tests an verschiedenen Collagen-Membranen, die
unterschiedlich behandelt wurden. 188
Abb. 5-137: Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Collagen-Membranen, die mit
PolySia immobilisiert wurden, wobei die Menge an APTES im ersten
Schritt verandert wurde. 188
Abb. 5-138: Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Collagen-Membranen, die mit
PolySia immobilisiert wurden, wobei die Menge an BSA im zweiten
Schritt verandert wurde. 189
Abb. 5-139: Ergebnisse des TBA-Tests an Silica-Collagen-Membranen, die mit
PolySia immobilisiert wurden, wobei die Menge an PolySia im letzten
Schritt verandert wurde. 190
Abb. 5-140: IR-Spektren von reinem MatriStypt®, Collagen, das mit PolySia-
modifizierten Nanopartikeln infiltriert wurde und CMS-Nanopartikel, die
mit PolySia funktionalisiert wurden. 190
Abb. 5-141: REM-Aufnahmen von Collagen-Membranen, die mit PolySia-
beschichteten CMS-Nanopartikeln infiltriert wurden (REM-ACI). 191
Abb. 5-142: Ergebnisse des TBA-Tests an Collagen-Membranen, die in
verschiedenen Ldsemitteln mit PolySia-modifizierten Nanopartikeln
infiltriert wurden (ug PolySia pro Gramm CMS-Collagen), sowie von den
eingesetzten CMS-Nanopartikeln (ug PolySia pro Gramm CMS). 192
Abb. 5-143: Ergebnisse des TBA-Tests an Collagen-Membranen, bei denen
verschiedene Mengen an CMS-Nanopartikeln zur Infiltrierung dispergiert
wurden. 193
Abb. 5-144: Ergebnisse des TBA-Tests an Collagen-Membranen, bei denen die
Dauer der Infiltrierung verandert wurde. 193
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Tab. 5-19: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/(L:Jr%r_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-60 101
Tab. 5-20: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/(L:Jr%r_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-65 125
Tab. 5-21: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren nach der
Multifunktionalisierung aus Abb. 5-70 und 5-71 (Wellenzahlen v/cm_l). 132
Tab. 5-22: mregillginczhaehr;gﬁ vzlgrzr_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-73 -
Tab. 5-23: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/(L:Jr%r_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-77 138
Tab. 5-24: mregillginczhaehr;gﬁ vzlgrzr_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-78 135
Tab. 5-25: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/(L:Jr%r_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-81 o
Tab. 5-26: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/(L:Jr%r_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-82 »
Tab. 5-27: mregillginczhaehr;gﬁ vzlgrzr_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-85 L6
Tab. 5-28: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/(L:Jr%r_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-86 e
Tab. 5-29: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/(L:Jr%r_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-97 -
Tab. 5-30: mregillginczhaehrllgﬁ vzll(;;rg;]_ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-101 156
Tab. 5-31: mg:gfzhaehr;gﬁ vz/lé%rgl;‘_ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-104 L1
Tab. 5-32: mregillginczhaehrllgﬁ vZ/Lé;rEjlgl.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-107 163
Tab. 5-33: mregillginczhaehrllgﬁ vzll(;;rg;]_ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-108 L6
Tab. 5-34: mregillginczhaehrllgﬁ vzlgrzr_dl;l.ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-121 -
Tab. 5-35: Massenverluste sowie Restmassen der TG-Messungen an MatriStypt®,
mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen und anschliel3end
guervernetzte Collagen-Silica-Komposite. 178
Tab. 5-36: mregillginczhaehrllgﬁ vzll(;;rg;]_ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-131 165
Tab. 5-37: mregillginczhaehrllgﬁ vzll(;;rg;]_ung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-132 186
Tab. 5-38: Vergleichende Zuordnung der Banden der IR-Spektren aus Abb. 5-140
(Wellenzahlen v/icm™). 191
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8.3 Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

Reinheitsgrad

Alexa Fluor® 488-Alkin/Azid/Hydroxylamin
3-Aminopropyltriethoxysilan
11-Bromoundecyltrimethoxysilan
Bernsteinsaureanhydid
Cetyltrimethylammoniumbromid
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Diethylamin

Dichlormethan

Essigsaureanhydrid

Ethanol, mit Methylketon vergallt
Flusssaure
Glutaraldehyd-Ldsung
Kupfersulfatpentahydrat

MatriStypt®

N,N*-Dicyclohexylcarbodiimid
N,N-Dimethylformamid
Natriumazid

Natriumascorbat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid-Platzchen
Natrium(meta)arsenid
Natriumsulfat

PBS

Periodsaure

Phosphorséure
Propiolsaure

Purpald®

Salpetersaure

Salzséure (konz., min. 37%)
Sipernat® 500 LS
Tetrabutylammoniumbromid
Tetrabutylammoniumhydroxid
Tetraethoxysilan
Thiobarbitursaure

Toluol, wasserfrei
Triethylamin

Invitrogen
Sigma- Aldrich
ABCR
Sigma-Aldrich
Fluka
Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Riedel-de Haén
medskin solutions

Dr. Suwelack
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Riedel-de Haén

Fluka
Sigma-Aldrich
AppliChem
Fluka

Riedel-de Haén

Sigma-Aldrich

Riedel-de Haén

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Riedel-de Haén
Evonic Industries

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

99 %

95 %
=299 %
purum; ~98 %
puriss. 299 %
puriss. p.a.
puriss. p.a.
puriss. 299 %
absolut
50 %

25 % in H,O

puriss. p.a.

99 %
99 %
=99 %
299 %

p.a.

purum p.a.; 2 99 %

purum

> 85 Gew.-% Lsg in Wasser

96 %
299 %

68 %
puriss. p.a.
purum; = 98 %
puriss.
purum; = 98 %
99.8 %
299 %
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8.4 Nanopartikelsuspensionen fur Zellkulturexperimente

Tab. 8-1: Gehalt an dispergierten Silica-Nanopartikeln vom Typ MCM-41 in 1.5mL Wasser, um stabile

Suspensionen fir Zellkulturexperimente zu erhalten.

Gehalt an NPSNPs / mg

Funktionalisierung der Probe - -
as synthesized extracted calcined

unfunktionalisiert 163 122 117

mit DMF gewaschen - 127 -
APTES - 107 128

DMF gewaschen + APTES - 138 -
Bernsteinsaureanhydrid - 153 105
Bernsteinsaureanhydrid (ohne APTES) - 145 125
deacetylierte TBA-PolySia - 107 99
Propiolsaure - 143 134
Azid-modifizierte PolySia - 131 117
Alexa Fluor® 488-Azid - 138 149
BUTMS - 86 95
Azid - 142 130
Alkin-modifizierte PolySia - 130 142
Alexa Fluor® 488-Alkin - 94 125

Tab. 8-2: Gehalt an dispergierten unfunktionalisierten Silica-Nanopartikeln vom Typ CMS in 1.5 mL Wasser, um

stabile Suspensionen fiir Zellkulturexperimente zu erhalten.

Gehalt an NPSNPs / mg

Probe
as synthesized extracted calcined
DEA, 60 °C 131 146 134
DEA, 40 °C 102 152 144
TEA, 60 °C 81 103 148
TEA, 40 °C 105 91 139

Tab. 8-3: Gehalt an dispergierten calcinierten CMS-Nanopartikeln (DEA, 40 °C) in 1mL PBS, um stabile

Suspensionen fir Zellkulturexperimente zu erhalten.

Funktionalisierung der Probe Gehalt an NPSNPs / mg
deacetylierte TBA-PolySia 98
Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin 47
PolySia/Alexa - Linker/Click (Standardbedingungen) 97
PolySia/Alexa - Linker (Standardbedingungen) 99
PolySia/Alexa - Linker (O uL APTES) 94
PolySia/Alexa - Linker (3 g BSA) 95
PolySia/Alexa - Linker (125 pL Alexa) 79

PolySia/Alexa - Linker (350 mg PolySia) 99
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8.5 IR-Daten

T/ %

5

=

extrahiert mit DMF gewaschen
extrahiert

T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

viem!
Abb. 8-1: IR-Spektren von extrahierten (rot) und

extrahierten sowie mit DMF gewaschenen (griin)
MCM-41-Nanopartikel.

extracted

as synthesized

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7/cm™

5
EEE

Abb. 8-2: IR-Spekiren von as syn (schwarz),
extrahierten (rot) und calcinierten (blau) CMS-
Nanopartikeln, die mit DEA bei 60 °C synthetisiert

wurden.

calcined

extracted

as synthesized

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7/em”

5
EEE

Abb. 8-3: IR-Spektren von as syn (schwarz),
extrahierten (rot) und calcinierten (blau) CMS-
Nanopartikeln, die mit TEA bei 60 °C synthetisiert

wurden.

extracted

as svpthesilzed . : . . . .
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7/em™

3
SEE

Abb. 8-4: IR-Spekiren von as syn (schwarz),
extrahierten (rot) und calcinierten (blau) CMS-
Nanopartikeln, die mit TEA bei 40 °C synthetisiert

wurden.

:

1720” £ 1560

1650 polysia :
succinic anhydride
——APTES
— extracted MCM-41

kg

=

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7lem”

Abb. 8-5: IR-Spektren der extrahierten MCM-41-
Nanopartikel, nach den einzelnen

Reaktionsschritten des Linker-Systems.

<

==

after click reaction
PrOpiO!iC aCidl T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Viem™”

Abb. 8-6: IR-Spektren von extrahierten MCM-41-
Nanopartikeln nach der Reaktion mit Propiolséure
(unten) sowie nach weiterer ,Click“-Reaktion mit

Azid-modifizierter PolySia.
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{4

%é%

—— alkyne-modified polySia
azide
——BUTMS

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7iem™

Abb. 8-7: IR-Spektiren von extrahierten MCM-41-
Nanopartikeln nach der Anbindung von BUTMS,
nach weiterer Reaktion mit Natriumazid sowie
nach der ,Click*-Reaktion mit Alkin-modifizierter

PolySia.

P —\//—
—— Alexa Fluor 488 azide
b prop|o||c aCId
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

7lem’
Abb. 8-8: IR-Spektren von extrahierten MCM-41-
Nanopartikeln vor und nach der ,Click“-Reaktion
mit Alexa Fluor® 488-Azid.

5

%%

Alexa Fluor 488 alkyne
azide

T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7iem™

Abb. 8-9: IR-Spektren von extrahierten MCM-41-
Nanopartikeln vor und nach der ,Click“-Reaktion
mit Alexa Fluor® 488-Alkin.

TI%

E e

K v
1.07 mmol APTES (250 L)

v—‘v_\//_\/ ——0.54 mmol APTES (125 L)
——0.43 mmol APTES (100 L)
——0.22 mmol APTES ( 50 L)
W\,‘V 0 mmol APTES (0 L)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

vlem™!

Abb. 8-10: IR-Spektren von calcinierten CMS-

Nanopartikeln, die mit unterschiedlichen Mengen

an APTES modifiziert wurden.

T/ %

V

B

—— 0.52 mmol polySia (250 mg)
— 0.38 mmol polySia (182 mg)

T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Viem™

Abb. 8-11: IR-Spektren von calcinierten CMS-

Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia

und Alexa Fluor® 488-Azid, wenn im dritten Schritt

verschiedene Mengen an PolySia verwendet

wurden.

T/%

—~———

B

FoN—T = v {/\/‘\r

——9.33*10" mmol Alexa (500 pL)
——4.68*107 mmol Alexa (250 pL)
——2.34*107 mmol Alexa (125 pL)
——1.87*107 mmol Alexa (100 pL)
W—O 93*107 mmol Alexa ( 50 L)

4000

T T T T T T T T 1
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7rem”

Abb. 8-12: IR-Spektren von calcinierten CMS-

N

anopartikeln nach der Anbindung von PolySia

und Alexa Fluor® 488-Azid, wenn im dritten Schritt

verschiedene Mengen an Fluoreszenzfarbstoff

verwendet wurden.
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5
<<

—— EtOH
——DCM

T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Viem™

Abb. 8-13: IR-Spektren von calcinierten CMS-
Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia
und Alexa Fluor® 488-Azid, wenn im dritten Schritt
Dichlormethan (unten) bzw. Ethanol (oben) als

Losemittel verwendet wurde.

5

<=

— without copper
—— with copper

T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7lem™

Abb. 8-14: IR-Spektren von calcinierten CMS-
Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia
und Alexa Fluor® 488-Azid, zum einen unter
Verwendung von Kupfer als Katalysator und zum

anderen unter Verzicht auf Kupfer.

R ey
N

‘\/—/—
—— 1.07 mmol APTES (250 pL)

. ——0.54 mmol APTES (125 pL)
——0.43 mmol APTES (100 pL)
——0.22 mmol APTES ( 50 pL)

M~ w— 0 mmol APTES (0 L)

v W

T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7lem™

T/%

Abb. 8-15: IR-Spektren von calcinierten CMS-
Nanopartikeln, nach der Modifizierung mit BSA,
wenn im ersten Reaktionsschritt unterschiedliche

Mengen an APTES eingesetzt wurden.
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Abb. 8-16: IR-Spektren von calcinierten CMS-
Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia
und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin, wenn im
dritten Schritt verschiedene Mengen an PolySia

verwendet wurden.

1553
e — 0 = '/\\//\j /_/\rw\/,
\
9.33*107 mmol Alexa (500 L)
——4.68*107 mmol Alexa (250 L)
< > - @ v ——2.34*107 mmol Alexa (125 L)
= ——1.87*107 mmol Alexa (100 L)
= ——0.93*107 mmol Alexa ( 50 pL)
EEX i "\/w
B — =
WGS;V/‘V

T T ————
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
7lem”

Abb. 8-17: IR-Spektren von calcinierten CMS-
Nanopartikeln nach der Anbindung von PolySia
und Alexa Fluor® 488-Hydroxylamin, wenn im
dritten  Schritt  verschiedene  Mengen an

Fluoreszenzfarbstoff verwendet wurden.
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8.6 Thiobarbitursaure- und Purpald®-Test

I with hydrolysis
I without hydrolysis
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Abb. 8-18: Vergleich der Ergebnisse des TBA-
Tests, wenn dieser mit bzw. ohne Hydrolyse
vergleichend an Nanopartikeln  durchgefiihrt
wurde, die Uber das Linker-System mit
variierender Menge an APTES mit PolySia

funktionalisiert wurden.
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Abb. 8-19: Vergleich der Ergebnisse des
Purpald®-Tests, wenn dieser mit bzw. ohne
Hydrolyse  vergleichend an Nanopartikeln
durchgefihrt wurde, die Uber das Linker-System
mit variierender Menge an APTES mit PolySia

funktionalisiert wurden.

2d 3d 4d 5d 7d 14d

Abb. 8-20: Ergebnisse des TBA-Tests an calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die tber das Linker-System mit

PolySia funktionalisiert und anschlief3end uber verschiedene Zeitrdume mit PBS gewaschen wurden.
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8.7 REM-Aufnahmen

Abb. 8-21: REM-Aufnahmen einer extrahierten MCM-41-Probe, die nach der Extraktion mit DMF gewaschen wurde
(REM-PCI).

Abb. 8-22: REM-Aufnahmen vom Bodensatz einer MCM-41-Probe (REM-PCI).

Abb. 8-24: REM-Aufnahmen von CMS-Nanopartikeln, die mit TEA bei 40 °C hergestellt wurden (REM-PCI).

Abb. 8-25: REM-Aufnahmen von CMS-Nanopartikeln, die mit TEA bei 60 °C hergestellt wurden (REM-PCI).
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L 4 f . W " _."-

Abb. 8-26: REM-Aufnahmen von mit CMS-Nanopartikeln infiltriertem Collagen im Querschnitt (REM-PCI).
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8.8 DLS-Daten
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Abb. 8-27: Vergleich der DLS-Messungen der as
syn (schwarz), extrahierten (rot), calcinierten (blau)
und einer extrahierten sowie zusatzlich mit DMF

gewaschenen (griin) MCM-41-Probe.
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40 J—4—calcined
354
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Abb. 8-28: Vergleich der DLS-Messungen der as
syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten
(blau) CMS-Nanopartikel, die mit DEA bei 60 °C
synthetisiert wurden.
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Abb. 8-29: Vergleich der DLS-Messungen der as
syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten
(blau) CMS-Nanopartikel, die mit TEA bei 40 °C
synthetisiert wurden.

d/nm
Abb. 8-30: Vergleich der DLS-Messungen der as
syn (schwarz), extrahierten (rot) und calcinierten
(blau) CMS-Nanopartikel, die mit TEA bei 60 °C
synthetisiert wurden.
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Abb. 8-31: Vergleich der DLS-Messungen der
extrahierten MCM-41-Nanopartikel, die mittels des

Linker-Systems mit Polysialinséure funktionalisiert

wurden.
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Abb. 8-32: Vergleich der DLS-Messungen der

extrahierten MCM-41-Nanopartikel, die mit einer

Alkinfunktion ausgestattet und anschlieRend mit

Azid-modifizierter PolySia in einer ,Click‘-Reaktion

eingesetzt wurden.
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Abb. 8-33: Vergleich der DLS-Messungen der
extrahierten ~MCM-41-Nanopartikel, die  mit
BUTMS, Azid und mittels ,Click*-Chemie mit Alkin-

modifizierter PolySia funktionalisiert wurden.

—m— extracted MCM-41
—e—BUTMS

—A—azide

—e— alkyne-modified fluorophore

number | %

1
300
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Abb. 8-35: Vergleich der DLS-Messungen der
extrahierten MCM-41-Nanopartikel, die mit einer
Azidfunktion ausgestattet und anschlielend mit
Alexa Fluor® 488-Alkin in einer ,Click*-Reaktion

eingesetzt wurden.
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Abb. 8-34: Vergleich der DLS-Messungen der
extrahierten MCM-41-Nanopartikel, die mit einer
Alkinfunktion ausgestattet und anschlieRend mit
Alexa Fluor® 488-Azid in einer ,Click“-Reaktion

eingesetzt wurden.
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8.9 Sorptionsmessungen
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Abb.  8-36: Stickstoff ~ Adsorptions-  und

Desorptionskurven einer extrahierten (rot) und

einer extrahierten sowie zusatzlich mit DMF

gewaschenen (griin) MCM-41-Probe.
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Abb.  8-37: Stickstoff ~ Adsorptions-  und
Desorptionsisothermen einer extrahierten (rot) und
einer calcinierten (blau) CMS-Probe, die mit DEA

bei 60 °C hergestellt wurden.
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Abb. 8-38:  Stickstoff  Adsorptions-  und
Desorptionsisothermen einer extrahierten (rot) und
einer calcinierten (blau) CMS-Probe, die mit TEA
bei 60 °C hergestellt wurden.
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Abb.  8-39: Stickstoff ~ Adsorptions-  und

Desorptionsisothermen einer extrahierten (rot) und
einer calcinierten (blau) CMS-Probe, die mit TEA
bei 40 °C hergestellt wurden.
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Abb.  8-40:  Stickstoff = Adsorptions-  und
Desorptionsisothermen von calcinierten MCM-41-
Nanopartikeln, die Uber das Linker-System mit

PolySia funktionalisiert wurden.
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Abb.  8-41:  Stickstoff  Adsorptions-  und
Desorptionsisothermen von calcinierten CMS-
Nanopartikeln, die Uber das Linker-System mit

PolySia funktionalisiert wurden.
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16009 4 calcined MCM-41

—e— APTES
—— propiolic acid
1200 4 —*— azide-modified polySia
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Abb.  8-42: Stickstoff ~ Adsorptions-  und
Desorptionsisothermen von calcinierten MCM-41-
Nanopartikeln, die mit Propiolsdure und
anschliefend in einer ,Click“-Reaktion mit Azid-

modifizierter PolySia umgesetzt wurden.
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Abb.  8-43:  Stickstoff  Adsorptions-  und
Desorptionsisothermen von calcinierten MCM-41-
Nanopartikeln, die mit BUTMS, Natriumazid und
anschliefend in einer ,Click“-Reaktion mit Alkin-

modifizierter PolySia umgesetzt wurden.
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8.10 Ergebnisse der Zellkulturexperimente
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Abb. 8-44: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten MCM-

41-Nanopartikeln.
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Abb. 8-45:; Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln, die mit DEA bei 40 °C hergestellt

wurden.
1.2
1.0 5
. 08
=]
©
g I assyn
H 0e I extracted
s I calcined
204 I medium
8
02
0.0 -
& & & ¢ &
S o & & & &
> o 5 S $ <«

Abb. 8-46: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln, die mit DEA bei 60 °C hergestellt

wurden.
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Abb. 8-47: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln, die mit DEA bei 60 °C hergestellt

wurden.
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Abb. 8-48: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln, die mit TEA bei 60 °C hergestellt

wurden.
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Abb. 8-49: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln, die mit TEA bei 60 °C hergestellt

wurden.
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Abb. 8-50: Ergebnisse des MTT-Tests mit HepG2-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln, die mit TEA bei 40 °C hergestellt

wurden.
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Abb. 8-51: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an unfunktionalisierten CMS-
Nanopartikeln, die mit TEA bei 40 °C hergestellt

wurden.
1.0
0.8
]
S 06
S I extracted
L I calcined
xg. 044 I medium
Q
@
0.2
0.0
g & & & &
Q O AN) O N &
N N o & \QQ &

Abb. 8-52: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an mit APTES-
funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.
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Abb. 8-53: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an mit APTES und BSA-
funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.
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Abb. 8-54: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln,
die mit PolySia Uber das Linker-System aus
APTES und BSA modifiziert wurden.

0.8

I extracted
0.6 I calcined
I medium

absorption / a. u.

0.4

0.2

0.0+

&
S
S

&
N
N &

@QQ \QQQQ (f?QQQ @QQQ& o
Abb. 8-55: Ergebnisse des MTT-Tests mit
immortalisierten Schwann-Zellen (ISC) nach 7
Tagen an MCM-41-Nanopartikeln, die mit PolySia
Uber das Linker-System aus APTES und BSA

modifiziert wurden.
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extrahiert calciniert Medium

Abb. 8-56: DAPI Farbungen der Zellkulturexperimente mit ISC-Zellen von reinem Medium (rechts) sowie

extrahierten (links) und calcinierten (Mitte) MCM-41-Nanopartikeln, die mit PolySia Gber das Linker-System
funktionalisiert wurden. Diese wurden mit einer Konzentration von 1000 ppm an Tag 4 (oben), Tag 7 (Mitte) und

Tag 14 (unten)getestet.
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Abb. 8-57: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12- Abb. 8-59: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an mit APTES und Zellen nach 5 Tagen an mit BUTMS-
Propiolsaure-funktionalisierten MCM-41. funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.
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Abb. 8-58: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln, Abb. 8-60: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
die mit Azid-modifizierter PolySia in einer ,Click*- Zellen nach 5 Tagen an mit BUTMS und Azid-

Reaktion umgesetzt wurden. funktionalisierten MCM-41-Nanopartikeln.
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Abb. 8-61: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln,
die mit Alkin-modifizierter PolySia in einer ,Click*-

Reaktion umgesetzt wurden.
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Abb. 8-62: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln,
die mit Alexa Fluor® 488-Azid in einer ,Click"-

Reaktion umgesetzt wurden.
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Abb. 8-63: Ergebnisse des MTT-Tests mit PC-12-
Zellen nach 5 Tagen an MCM-41-Nanopartikeln,
die mit Alexa Fluor® 488-Alkin in einer ,Click"-

Reaktion umgesetzt wurden.
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Abb. 8-64: Ergebnisse des statischen sowie
dynamischen MTT-Tests mit NIH 3T3-Zellen an
MatriStypt®, infiltriertem Collagen sowie zusatzlich

quervernetztem Collagen-Silica-Komposit-Material.
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Abb. 8-65: Ergebnisse des statischen sowie
dynamischen MTT-Tests mit adMSC-Zellen an
MatriStypt®, infiltriertem Collagen sowie zusatzlich

quervernetztem Collagen-Silica-Komposit-Material.
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8.11 TG-Daten
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Abb. 8-66: Ergebnisse der TG-Messung einer as
synthesized Probe des MCM-41.
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Abb. 8-67: Ergebnisse der TG-Messung einer

extrahierten Probe des MCM-41.
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Abb. 8-68: Ergebnisse der TG-Messung einer
calcinierten Probe des MCM-41.
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Abb. 8-69: Ergebnisse der TG-Messung einer
extrahierten Probe des MCM-41, die anschlieRend

mit DMF gewaschen wurde.
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Abb. 8-70: Ergebnisse der TG-Messung einer as

synthesized Probe der CMS-Nanopartikel, die mit

DEA bei 40 °C hergestellt wurden.
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Abb. 8-71: Ergebnisse der TG-Messung einer
extrahierten Probe der CMS-Nanopartikel, die mit
DEA bei 40 °C hergestellt wurden.
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Abb. 8-72: Ergebnisse der TG-Messung einer
calcinierten Probe der CMS-Nanopartikel, die mit
DEA bei 40 °C hergestellt wurden.
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Abb. 8-73: Ergebnisse der TG-Messung von
calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit
APTES modifiziert wurden.
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Abb. 8-74: Ergebnisse der TG-Messung von
calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit
APTES und BSA modifiziert wurden.
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Abb. 8-75: Ergebnisse der TG-Messung von

calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit

PolySia Uber das Linker-System aus APTES und

BSA modifiziert wurden.
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Abb. 8-76: Ergebnisse der TG-Messung von
calcinierten CMS-Nanopartikeln (DEA, 40°C), die
mit APTES funktionalisiert wurden.
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Abb. 8-77: Ergebnisse der TG-Messung von

calcinierten CMS-Nanopartikeln (DEA, 40°C), die

mit APTES und BSA funktionalisiert wurden.
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Abb. 8-78: Ergebnisse der TG-Messung von
calcinierten CMS-Nanopartikeln (DEA, 40°C), die
mit PolySia Uber das Linker-System aus APTES
und BSA modifiziert wurden.
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Abb. 8-79: Ergebnisse der TG-Messung von

calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit

Propiolsaure fir anschlieBende ,Click‘-Reaktionen

versehen wurden.
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Abb. 8-80: Ergebnisse der TG-Messung von
calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die in einer
.Click*-Reaktion mit Azid-modifizierter PolySia

umgesetzt wurden.
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Abb. 8-81: Ergebnisse der TG-Messung von
calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit
BUTMS funktionalisiert wurden.
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Abb. 8-82: Ergebnisse der TG-Messung von
calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die mit einer
Azidfunktion zur weiteren Verwendung in der

.Click“-Reaktion ausgestattet wurden.
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Abb. 8-83: Ergebnisse der TG-Messung von

calcinierten MCM-41-Nanopartikeln, die in einer

,Click-Reaktion mit Alkin-modifizierter ~PolySia

umgesetzt wurden.



8 Anhang 245
100+ ex0 100 - exo
90 95 | [
80
endo 90 4 endo
704
85
60 .
= = 80
E g
40 75
30 70
204
65
10
o Restmasse: 1.5 % 60 - Restmasse: 59.9 % 0.7 %
T T T T : ; - : ; T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

e
Abb. 8-84: Ergebnisse der TG-Messung von
reinem MatriStypt®.
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Abb. 8-86: Ergebnisse der TG-Messung an
Collagen, das mit CMS-Nanopartikeln infiltriert und

mit Glutaraldehyd quervernetzt wurde.
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Abb. 8-85: Ergebnisse der TG-Messung von mit
calcinierten CMS-Nanopartikeln infiltriertem
MatriStypt®.
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