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1 Aufgabenstellung und Ziele des INM

Ziel des Projektes war die Entwicklung einer neuartigen Tumortherapie, die auf der gezielten
Freisetzung von Zytostatika in Tumorzellen, kombiniert mit einer Hyperthermie-Behandlung,
beruht. Das Leibniz-Institut fur Neue Materialien (INM) sollte dafur mehrschalige Nanocarrier
mit einem superparamagnetischen Eisenoxid-Kern, einer Primarhille aus Aminosilanen und
darauf gebundenen Chemotherapeutika herstellen. Diese sollten bei der Erwdrmung des

Tumorgewebes wahrend der Hyperthermie freigesetzt werden.

Wesentliche Schwerpunkte des Projektes lagen darin, den Mechanismus der
Partikelaufnahme in bestimmte Zelltypen aufzuklaren sowie die Transportfunktion der
Partikel fir an deren Oberfliche gebundene Wirkstoffen zu untersuchen. Fir solche
Untersuchungen sind Eisenoxid-Partikel jedoch ungeeignet, da sie sich spektroskopischen
Methoden entziehen, die fir Untersuchungen der Aufnahmemechanismen von Bedeutung
sind (z.B. UV-Vis, Fluoreszenz). Eine wesentliche Aufgabe des INM war es deshalb,
Modellpartikel aus Siliziumdioxid herzustellen, die den Eisenoxid-Partikeln aus dem
Vorgangerprojekt MNC in GrolRe, Gestalt und Oberflachenchemie gleichen. Fiur
Untersuchungen des Aufnahmemechanismus sollten diese Silika-Nanopartikel mit
Fluoreszenzfarbstoffen ausgestattet werden. Dabei sollten verschiedene
Kopplungsmethoden erprobt werden. Die an den Modellpartikeln hinsichtlich der
Farbstoffkopplung gewonnenen Erkenntnisse waren schlieldlich auf die Herstellung mit

Wirkstoffen modifizierter Eisenoxid-Nanopartikel zu Ubertragen.

2 Voraussetzungen und Kooperationen

Voraussetzung fur die Magnetflissigkeits-Hyperthermie (MFH) war die Demonstration der
hohen spezifischen Absorptionsrate (SAR) superparamagnetischer Kolloide innerhalb eines
magnetischen Wechselfeldes [1]. In den Jahren 1993 bis 1997 wurden darauf aufbauend
weitere physikalische und biologische Grundlagen flir diese neuartige Therapie erarbeitet
[2,3].

Im Rahmen eines BRITE-EURAM-Projektes (SNAPPS, 1994-1996) wurde am INM eine
Zweischrittsynthese zur Herstellung funktionalisierter superparamagnetischer Nanopartikel
fur therapeutische und diagnostische Anwendungen entwickelt [4]. In dem BMBF-Projekt
,Mehrschalige Nano-Carrier (MNC) fir die zellspezifische Thermochemotherapie von Krebs®
(Forderkennzeichen: 0312009A-C, 2002-2004) wurden am INM Synthese und
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Funktionalisierung der Partikel weiter optimiert. AuRerdem wurde ein Verfahren entwickelt,
das die Herstellung der Partikel nach dem Medizinproduktegesetz erlaubt. Ausgangsbasis
fur das vorliegende Projekt war die Beobachtung, dass die spezifische Aufnahme der

Partikel durch Tumorzellen auch fur den Wirkstofftransport genutzt werden kann.

3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Aufgabe des INM war es zunachst, Modellpartikel aus Siliziumdioxid herzustellen, die den
funktionalisierten Eisenoxid-Partikeln aus dem Vorgangerprojekt in ihrer Oberflachenchemie
und -ladung sowie in ihrer GroRe moglichst nahe kamen. Diese wurden dann mit einer
sekundaren Belegung aus verschiedenen Farb-/ Wirkstoffen versehen, wozu vor allem
Fluoresceinderivate, aber auch Rhodamin B, Karminsaure, 4',6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI) und Folsaure eingesetzt wurden. Diese Molekule wurden auf unterschiedliche Weise
an die Partikel gebunden. Die funktionalisierten Silikapartikel wurden dem Partner Magforce
Nanotechnologies AG flir Untersuchungen zur Aufnahme der Partikel in Zellen und zum
Freisetzungsverhalten der Modifikatoren zur Verfligung gestellt. SchlieRlich wurden
superparamagnetische Eisenoxid-Partikel hergestellt und unter Berticksichtigung der bei den
Kopplungexperimenten an den Silika-Partikeln gewonnenen Erfahrungen mit Zytostatika
belegt. Diese mit Wirkstoff belegten Partikel wurden dann ebenfalls dem Partner Magforce
Nanotechnologies AG fir in vitro- Untersuchungen zur Verfigung gestellt, der sie zur

Durchfiihrung von Tierversuchen an den Partner Charité weiterreichte.

4 Wissenschaftlicher und technischer Stand
Das Projektziel eines Nanocarrier vermittelten Wirkstofftransports mit thermisch aktivierter

Freisetzung von Zytostatika im Inneren von Tumorzellen unterscheidet sich durch die
Verknupfung mehrerer therapeutisch wirksamer Komponenten von anderen bekannten
.Drug-Delivery* Ansatzen. Zu Projektbeginn befanden sich folgende Methoden, bzw.
Systeme in der Entwicklung: Prodrug-Konjugate aus Zytostatika und endogenem Serum-
Albumin [5,6], Anbindung von Wirkstoffen an Polymer-Nanopartikel [7], pH-gesteuerte
Freisetzung aus Polymer-Nanopartikeln [8] sowie Ansatze zum magnetischen ,Drug-
Targeting® [9,10]. Eine Anreicherung von magnetischen Partikeln in Zellen wurde durch
Ankopplung von tat-Peptiden [11] oder monoklonalen Antikérpern [12] erreicht. Einen dem
Projektziel vergleichbaren Ansatz zur Verwendung thermisch aktivierbarer Nanocarrier fiir
eine kombinierte Thermochemotherapie gab es zum Zeitpunkt des Projektantrages jedoch

nicht.
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Die im Projektvorfeld vom INM in Zusammenarbeit mit der Magforce Nanotechnologies AG
entwickelten superparamagnetischen Nanopartikel lassen sich aufgrund ihrer speziellen
Beschichtung in auRergewdhnlich hohen Mengen (bis zu 800 pg Eisen pro Zelle, in vitro) in
Tumorzellen einschleusen. Im Rahmen des Vorgangerprojektes (MNC) haben erste
Untersuchungen die Nutzbarkeit dieser Nanopartikel fiir den Wirkstofftransport bewiesen.
Aulerdem wurden wahrend dieses Projektes wichtige Erkenntnisse zum Einfluss polymerer
Umhillungen auf die intratumorale Distribution und die Stabilitdt der Partikel unter
physiologischen Bedingungen gewonnen. Zu Projektbeginn lief bereits eine Studie (Phase |,
seit Marz 2003) zur Anwendung der einschaligen Eisenoxid-Nanopartikel in der MFH bei

Glioblastoma multiforme Patienten.

Die Methode der MFH wurde an der Klinik fur Strahlenheilkunde der Charité in
Zusammenarbeit mit der MagForce Applications GmbH entwickelt. Desweiteren sind
grundlegende, die Eisenoxid-Nanopartikel betreffenden Patente bereits vorab vom Leibniz-
Institut fur Neue Materialien gGmbH angemeldet worden [13, 14, 15]. Deshalb brauchten

keine fremden Schutzrechte flr das Projekt in Anspruch genommen zu werden.

5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die MagForce Nanotechnologies AG hat in Zusammenarbeit mit dem INM eine Methode
entwickelt, welche den Nanocarrier vermittelten Wirkstofftransport in Kombination mit einer
Hyperthermie-Behandlung erlaubt. Die im Rahmen des Projektes vom INM hergestellten
Modellpartikel aus Siliziumdioxid wurden der Firma MagForce Nanotechnologies AG fir
Untersuchungen zur Aufnahme der Nanopartikel und des Freisetzungsverhaltens der
Farbstoffe zur Verflgung gestellt. Die Aufnahme und Zytotoxizitadt der am INM hergestellten,
mit Chemotherapeutika beladenen Eisenoxid-Nanopartikel wurde von der Firma MagForce
Nanotechnologies AG in vitro (Zellkultur) untersucht. Die Wirksamkeit dieser Nanopartikel
wurde von der Charité in vivo (Tierexperiment) hinsichtlich ihrer systemischen Vertraglichkeit

und Antitumor-Wirkung getestet.
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6 Ergebnisse

6.1 Methoden zur physikalisch-chemischen Charakterisierung der
Nanopartikel

Zur Charakterisierung der synthetisierten Suspensionen wurden standardmafig folgende

Parameter gemessen:

pH-Wert
Der pH-Wert der Suspensionen wurde mittels eines Hand-pH-Meters der Fa. Hanna

Instruments, Modell pH/EC/TDS gemessen.

Leitfahigkeit
Zur Messung der Leitfahigkeit wurde ein Tischkonduktometer der Fa. WTW, Modell Inolab

Cond Level 2 mit einer TetraCon 325 Elektrode verwendet.

Feststoffgehalt

Die Bestimmung der Feststoffgehalte erfolgte gravimetrisch. Dazu wurde eine genau
abgemessene Menge (10 ml) Suspension in ein ausgewogenes, trockenes und sauberes
Rollrandglas eingewogen und Uber Nacht zur Trockne eingedampft. Das erhaltene Pulver

wurde gewogen.

CHN-Gehalt

Die Bestimmung der CHN-Gehalte erfolgte mit einem Analysator der Fa. Elementar
Analytics, Modell vario EL lll aus den bei der Feststoffbestimmung erhaltenen Pulvern. Dazu
wurde Probenmaterial in Zinnschiffchen eingewogen und im Gerat verbrannt. Aus den

erhaltenen Verbrennungsgasen kann auf den Gehalt an C, H und N geschlossen werden.

Hydrodynamischer Partikeldurchmesser und Partikelverteilung
Der hydrodynamische Durchmesser der Partikel (volumengewichtet) in den Suspensionen
wurde mit einem Gerat der Fa. Microtrac, Modell UPA 150 gemessen und die Werte fir d10,

d50 und d90 in nm sowie die Verteilung (monomodal, bimodal, usw.) bestimmt.

Zetapotential

Das Zetapotential der Proben bei gegebenem pH-Wert wurde mit einem Zetasizer der Fa.
Malvern, Modell Zetasizer nano gemessen. Das Zetapotential einiger ausgewahlter Proben
wurde mit einem Zetasizer der Fa. Malvern, Modell Zetasizer 2000 HS Uber einen weiten pH-

Bereich gemessen und so der isoelektrische Punkt (IEP) bestimmt.
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Spektroskopische Untersuchungen
Fir die spektroskopischen Untersuchungen wurden ein UV-VIS-Spektrometer der Fa.
Varian, Modell Cary 300 und ein Spektrofluorometer der Fa. HORIBA Jobin Yvon GmbH,

Modell FluoroMax-3 mit Datamax Spektroskopie Software verwendet.

Si- und S-Gehalt
Die Bestimmung der Si- und S-Gehalte ausgewahlter Proben wurde mittels ICP-OES, mit
einem Gerat der Fa. HORIBA Jobin Yvon, Modell Ultima 2, durchgefiihrt.

Transmissions-Elektronenmikroskopie
Von einigen ausgewahlten Proben wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen (TEM) an
einem Gerat der Fa. Philips, Modell CM200 angefertigt.

BET

Die Spezifische Oberflache der Silika- Partikel Uber die Messung Adsorptionsisothermen
nach der Theorie von Brunnauer, Emmet und Teller bestimmt. Dazu wurde ein Gerat der Fa.

Quantachrome Instruments, Modell Autosorb 6B eingesetzt.

6.2 Probenbenennung und Verzeichnis der verwendeten
Abklrzungen

Die im Laufe des Projektes hergestellten Nanopartikel-Suspensionen wurden mit einer
dreiteiligen, jeweils durch einen Punkt getrennten Bezeichnung versehen, z.B.: Si36D.F.01

Darin bezeichnen die ersten Buchstaben den Partikelkern mit Si (NC) fur Silika- und Fe
(MNC) fur Eisenoxidpartikel. Die nachfolgende zweistellige Ziffer benennt die Partikelcharge
in Reihenfolge der Herstellung. Der letzte Buchstabe des ersten Teils bezeichnet das fur den
Aufbau der ersten Hillle eingesetzte Aminosilan, mit A fiur APTES, D far DIAMO und T fur
TRIAMO (Abschnitt 6.3.1.1). Die Buchstaben des zweiten Teils stehen fir die Modifikatoren
der sekundaren Belegung, z.B. F fur Fluoresceinisothiocyanat (siehe Tabelle 1). Die
zweistellige Ziffer im letzten Teil ist ein Laufindex zur Unterscheidung unterschiedlicher
weiterflhrender Synthesen aus einer Ausgangssuspension oder verschiedener Chargen

gleicher Synthesewege.
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Abkirzung im Text

vollstidndige Bezeichnung

Partikelbezeichnung

AF
APTES
BET

DAPI
DIAMO

DMSO
DNS
DOXO

FITC

GA
IEP

IPA-ST

MITO
MTX
NHS-Fluorescein

PEG
PICS

RITC
SATA
SPDP

TODS
TRIAMO

TRIS
)\em
)\ex

)\max

5-Aminofluorescein
3-Aminopropyl-triethoxysilan
Bestimmung der Partikeloberflache
nach Brunnauer, Emmet und Teller
4',6-Diamidino-2-phenylindol
3-(2-Aminoethylamino)-
propyltrimethoxysilan
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Doxorubicin

Eisenoxid-Nanopartikel
Fluoresceinisothiocyanat

Folsaure

Glutardialdehyd

isoelektrischer Punkt

Karminsaure

Handelsbezeichnung fir die eingesetzte
unmodifizierte SiO,- Partikelsuspension
Mitoxantron

Methotrexat

5 (6)-Carboxyfluorescein-N-
hydroxysuccinimidylester
Polyethylenglykol-Monomethylether
PEG-Isocyanatosilan

Rhodamin B-isothiocyanat
N-Succinimidyl-S-acetylthioacetat
N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-
propionat

Uber Disulfidbriicke gekoppeltes
Fluorescein

Silika-Nanopartikel

3, 6, 9-Trioxadecansaure
N’-[3-(Trimethoxysilyl)-propyl]-
diethylentriamin
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
Emissionswellenlange
Anregungswellenlange
Absorptionsmaximum

AF
A

DP
D

DOX

Fe, MNC
F

FS

KS
IPA-ST
MITO

MTX
NHSF

PICS750,
PICS2000
RB

SP

Si, NC

Tabelle 1: Im laufenden Text und zur Probenbenennung verwendete Abkirzungen.
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6.3 Herstellung der Nanopartikel

6.3.1 Silika-Nanopartikel

6.3.1.1 Synthese und Charakterisierung Aminosilan modifizierter Silika-
Nanopartikel

Zur Synthese der Silika-Partikel wurde eine kommerziell erhaltliche Suspensionen (IPA-ST,;
Fa. Nissan Chemical; 30 Gew.-% SiO; in Isopropanol) verwendet. Der am INM bestimmte
hydrodynamische Partikeldurchmesser von 11 nm (d90-Wert) stimmte mit den Angaben des
Herstellers zur PartikelgroRe tberein. Um spater Aussagen zur Oberflachenmodifikation der
Partikel sowie zur Belegungsdichte (Abschnitt 6.3.1.2) machen zu konnen, wurden
aulBerdem das Zetapotential und die spezifische Oberflache der Partikel bestimmt
(Tabelle 2).

hydrodynamischer BET- Zetapotential
Partikeldurchmesser [nm] Oberflache |bei pH 7.4
d10 d50 d9o [m?/g] [mV]
IPA- ST 6.9 8.3 10.7 220 -23

Tabelle 2: Eigenschaften der unbehandelten Partikel

Die Oberflachenmodifikation der Silikapartikel erfolgte analog zu der der Eisenoxid-
Nanopartikel. Zur Modifikation dieser Partikel wurden die in Tabelle 3 aufgefihrten

Aminosilane benutzt.

APTES
3- Aminopropyltriethoxysilan (C,H50); si _~_NH,

DIAMO

2

propyltrimethoxysilan

TRIAMO H
N’-[3-(Trimethoxysilyl)-propyl] (CH30)3 Si\/\/N\/\N/\/NHz
diethylentriamin H

Tabelle 3: Zur Partikelmodifikation eingesetzte Aminosilane.
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Beispielhaft soll hier die Synthese mit DIAMO modifizierter Partikel beschrieben werden. Die
anderen Aminosilane wurden in gleichen molaren Mengen unter gleichen

Reaktionsbedingungen eingesetzt.

Zur Synthese der modifizierten Partikel wurde eine Mischung von 126 g IPA-ST, 700 ml
Wasser und 154 ml Eisessig 5 Min. bei Raumtemperatur gerihrt. Dieser Mischung wurde
langsam eine Lésung aus 33,53 g DIAMO in 175 ml Ethanol tropfenweise zugegeben. Der
Ansatz wurde Uber Nacht unter Ruckfluss gerihrt und anschlieend auf Raumtemperatur
abgekihlt. Dann wurden 700 ml Ethylenglykol zugegeben. Die erhaltene Suspension wurde
so lange bei 50 °C und 50 mbar abrotiert, bis alle fliichtigen Bestandteile entfernt waren. Das
Produkt wurde anschliefiend so lange dialysiert (Abschnitt 6.3.3), bis die Suspension eine
Leitfahigkeit von < 100 uS cm™ aufwies. AbschlieRend wurde die Probe auf einen
Feststoffgehalt von 2-3 Gew.-% eingestellt und durch Zugabe von Essigsaure auf einen pH-
Wert von 4-5 gebracht. Das Ansduern diente der Probenstabilisierung. Ab Projektmitte (ab
Charge Si42D) wurde, nach Rucksprache mit dem Projektpartner Magforce

Nanotechnologies AG, Phosphorsaure zur Stabilisierung verwendet.

Die Charakterisierung der mit unterschiedlichen Aminosilanen (APTES; DIAMO; TRIAMO)
modifizierten Silikapartikel ergab, dass diese vergleichbare Eigenschaften hinsichtlich
Partikeldurchmesser und Zetapotential (Tabelle 4) aufwiesen. Eine Betrachtung der aus der
CHN-Analyse errechneten Belegung der Partikel (siehe nachstes Kapitel) zeigt fir DIAMO
eine Belegung von etwa 600, fir APTES eine Belegung von ca. 550 und fir TRIAMO eine
Belegung von etwa 450 Molekiilen Aminosilan pro Partikel. Hinsichtlich der Tatsache, dass
eine erhéhte Belegung mit Oberflachenmodifikator zur besseren Langzeitstabilitat der
Partikel flUhren sollte, wurde fir die meisten Partikelsynthesen der Modifikator DIAMO
verwendet. Méglicherweise liegt die unterschiedliche Belegung in der Tatsache begriindet,
dass APTES eine etwas tragere Reaktion als DIAMO mit den Silikapartikeln zeigt und
TRIAMO im Vergleich zu DIAMO sehr viel starker hydrolyseempfindlich ist und damit starker
zur Selbstkondensation neigt. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine Substitution des
DIAMO durch andere Aminosilane durchaus mdglich ist, jedoch zu keiner signifikanten

Anderung der Eigenschaften der Partikel flhrt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde untersucht, ob eine Anderung des Zetapotentials bei
gleich bleibender kolloidchemischer Stabilitat durch eine Variation der eingesetzten Menge

an Oberflachenmodifikator erreicht werden kann. Dazu wurden in der oben beschriebenen
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Syntheseroute lediglich 50% bzw. 10% der Ublichen Menge an DIAMO eingesetzt. Bei
beiden Ansatzen konnte keine signifikante Anderung an den Zetapotentialen gefunden
werden. Allerdings lag der IEP des Ansatzes mit 10% DIAMO bei pH 7,2. Die erhaltenen
Partikel waren deutlich gréfRer und nicht stabil. Nach kurzer Lagerzeit war ein deutlicher

Bodensatz erkennbar.

Probe Leitfahigkeit hydrodynamischer Zetapotential [mV]
[uS/cm] Partikeldurchmesser [nm]
d10 d50 doo
Si12D.01 332 14,6 17,3 21,3 35 (pH 4)
Si32A.02 166 11,7 14,6 18,9 60 (pH 6)
Si33T.01 225 13,6 16,8 21,9 51

Tabelle 4: Eigenschaften der mit DIAMO (Si12D.01), APTES(Si32A.02) und TRIAMO (Si33T.02)
modifizierten Silikapartikel.

6.3.1.2 Betrachtung zur Belegungsdichte der Silikapartikel

Zur Berechnung der Partikelbelegung wurden die Daten der CHN-Analyse und die
Bestimmung der spezifischen Oberflache lGber Adsorption (BET) der unbehandelten Partikel
zu Grunde gelegt. Bei der CHN-Analyse wird der C- und N-Gehalt in Gew.-% des Analysates
bestimmt. Darlber lasst sich z.B. auf den Kohlenstoffgehalt einer bestimmten Menge an
Partikeln schlieRen. Uber ein Einsetzen der Molmassen ergibt sich so die Stoffmenge der
Aminosilanmolekiile, die pro Gewichtseinheit (Ublicherweise bezogen auf 1 Gramm) Partikel

gebunden wurden.

Eine BET-Messung an den verwendeten SiO,-Partikeln erbrachte eine Oberflache von ca.
200 m? pro Gramm. Daraus lasst sich die Stoffmenge Aminosilan berechnen, die pro
Quadratmeter Oberflache gebunden wird. Eine Multiplikation der Stoffmenge mit der
Avogadro-Konstanten fuhrt zu der Anzahl der Molekile Aminosilan, die pro Quadratmeter
gebunden sind. Aus der Anzahl der gebundenen Molekule und der zu Verfigung stehenden
Oberflache lassen sich Rickschlisse auf den fir jedes Aminosilan-Molekll vorhandenen

Platz treffen.

Fir eine typische Probe (Si12D.01) ergab sich der Kohlenstoffgehalt zu 4,59 %. DIAMO
enthalt finf Kohlenstoffatome in der organischen Seitenkette, also 60 g Kohlenstoff pro mol.

Daraus ergibt sich eine Beladung von 459 mg Silan pro 220 m? bzw. 2,2 Molekiilen DIAMO
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pro nm? Partikeloberflache, wenn angenommen wird, dass der Kohlenstoffanteil vom DIAMO

stammt. Daraus ergibt sich ein belegter Platz von ca. 0.5 nm? pro Molekiil.

Tatsachlich ergibt eine grobe Abschatzung des minimalen Platzbedarfs eines auf der
Oberflache eines Silika-Partikels gebundenen Aminosilanmolekiils einen Wert von 0,45 nm?
[16]. Bei dieser Abschatzung wird davon ausgegangen, dass das Aminosilan mit sterisch
minimalem Platzbedarf an das Partikel ankoppelt. Die Abbildung 1 veranschaulicht die

beiden Extrema von maximalem und minimalem Platzbedarf.

--..._‘_/\

Abbildung 1: Maximaler (links) und minimaler (rechts) Platzbedarf der Aminosilane auf der
Oberflache von Silika-Nanopartikeln.

Ein Vergleich der berechneten und experimentell bestimmten Werte gibt Hinweise darauf,
dass die Silika-Partikel mit einer vollstandigen Hulle aus radial angeordneten Aminosilan-
molekilen umgeben sind. Allerdings lassen sich hieraus keinerlei Aussagen Uber die Art und
Weise der Bindung treffen. Die Anzahl der an jedes Partikel gekoppelten Molekiile DIAMO
(~600) ergibt sich schliel8lich, ausgehend von der Grolie der unmodifizierten Partikel (d = 10

nm, Herstellerangabe), (iber die Partikeloberflache (A = 4mr? = 300 nm?).

Diese Aminofunktionen geben den Partikeln im Sauren eine positive Oberflachenladung, die
die Suspension elektrostatisch stabilisiert. Diese kolloidale Suspension ist empfindlich gegen
eine Anhebung des pH-Wertes, wie man an den Titrationskurven des Zetapotentials sehen
kann. Auf diese mit DIAMO dicht belegten Partikel werden im zweiten Schritt weitere

Molekile (im Folgenden auch Modifikatoren genannt) angebunden.
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Angegeben werden die molaren Belegungsgrade fur die an die Aminofunktionen
gebundenen Molekille bezogen auf die Stoffmenge Si bzw. SiO,. Daraus kann die mittlere
Belegung der Partikel ganz einfach abgeschatzt werden: Die Molmasse von SiO; betragt 60
g/mol, ein Gramm Partikel hat eine Oberflache von 220 m2, ein Partikel hat im Mittel eine
Oberflache von 300 nm?. Daraus ergibt sich, dass ein Mol SiO, 6 x 10" SiO,-Nanopartikeln
entspricht. Ein Vergleich der Stoffmenge Farbstoff mit der Anzahl SiO,-Nanopartikel in einem
Gramm Feststoff ergibt ein Verhaltnis von 0.1 mmol Modifikator pro mol SiO,; etwa ein
Farbstoffmolekil pro Partikel. Hierbei handelt es sich um eine sehr grobe Abschatzung, da
die mittleren Durchmesser der nicht modifizierten Partikel zugrunde gelegt wurden und der

organische Anteil der Oberflachenbelegung mit Aminosilan vernachlassigt wurde.

Da auch durch die Ankopplung von Molektlen an die primaren Aminogruppen die kolloidale
Stabilitat vermindert wird, sind bei den Kopplungsexperimenten verschiedene Verhaltnisse
von Modifikatoren zu Aminogruppen angestrebt worden; in der Regel 1: 50 und 1:25. Diese

Werte entsprechen in etwa 10 bzw. 20 Modifikator-Molekullen pro Partikel.

6.3.2 Eisenoxid-Nanopartikel
6.3.2.1 Synthese und Charakterisierung der Eisenoxid-Nanopartikel

Zur Synthese der Eisenoxidpartikel wurden 60,35 g Fe(Il)Cl; x 4H,O in 360 ml VE-H,O
degas. und 164,25 Fe(lll)Cl; x 6H>O in 990 ml VE-H,O degas. gel6st. Beide Losungen
wurden in einem Dreihalskolben unter Stickstoff vereinigt und intensiv gerthrt. Zu der
erhaltenen Mischung wurde dann unter Stickstoff eine Lésung von 99 g NaOH in 540 ml
entgasten VE-Wasser zugetropft. Die Mischung wurde schnell auf 70 °C hoch geheizt und
die Temperatur 10 Min. gehalten. Nach schnellem Abkiihlen im Eisbad wurde die
Reaktionslosung in 600 ml eisgekihltem, entgasten Wasser aufgenommen und mit
Essigsaure auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. Der erhaltene Niederschlag wurde solange
mit VE-Wasser gewaschen, bis die Leitfahigkeit des Uberstandes kleiner als 150 pS cm™
war. Nach Entfernen der Mutterlauge wurden etwa 175,5g HNO; (konz.) zugegeben,
anschlielend wurde 10 Min. gerGhrt. Zum Bodensatz wurden unter Temperaturkontrolle ca.
202,5 ml H,0, zugetropft und die Gasentwicklung abgewartet. Der erhaltene Feststoff wurde
abgetrennt, in 1350 ml Wasser aufgenommen und anschliellend fir 15 Min. desintegriert.
Nach Zugabe von 101,25 ml Eisessig wurde fur 15 Min., dann nach Zugabe von 67,5 g
DIAMO fiur weitere 5 Min. desintegriert. Die Eisenoxid/ Essig/ DIAMO Aufschlammung wurde

im Ultraschallbad in vorgewarmtem Ethylenglykol (1012,5 ml; 50°C) aufgenommen und
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erneut fur 30 Min. desintegriert. AnschlieRend wurde der gesamte Ansatz fur 72 h bei 60 °C
im Ultraschallbad behandelt. Die erhaltene Suspension wurde mittels Dialysekartusche
(F8BHPS, Fresenius Medical Care) solange dialysiert, bis die Leitfahigkeit der Suspension
unter 150 uS cm™ gefallen war. Zuletzt wurde der gewiinschte Feststoffgehalt der

Suspension durch Einengen am Rotationsverdampfer eingestellt.

Es wurden mehrere Chargen von Eisenoxidpartikeln synthetisiert. Tabelle 5 zeigt eine
Zusammenstellung der wichtigsten Parameter. Die Charge Fe58D.02 wurde mit einem
deutlich héheren Feststoffgehalt gefertigt. Dies ist darauf zurlick zu flhren, dass bei dieser
Probe versucht wurde, einen Eisengehalt von etwa 1 Mol Eisen pro Liter zu realisieren. Die
anderen Proben wurden nur auf einen weitaus geringeren Feststoffgehalt auftkonzentriert, so
dass die Proben direkt und ohne weitere Einstellung des Feststoffgehaltes fir die Versuche

zur Belegung mit Zytostatika verwendet werden konnten.

Name Feststoffgehalt Partikeldurchmesser IEP
[Gew.-%] [nm] [pPH]

d10 d50 doo0
Fe58D.02 3.6 61 99 212 9,7
Fe59D.01 1,9 50 76 123 >10
Fe70D.01 1,0 34 50 86 9,1
Fe71D.01 1,3 66 87 110 >10

Tabelle 5: Eigenschaften der Eisenoxid-Nanopartikel.

6.3.2.2 Sterilisierbarkeit der Eisenoxid-Nanopartikel

Der Einsatz nanopartikularer Suspensionen in biologischen Experimenten oder der
Tumortherapie erfordert ihre vorherige Sterilisation. Um festzustellen, wie sich
unterschiedliche Sterilisationsverfahren auf die Partikeleigenschaften auswirken, wurden
Suspensionen der Eisenoxid-Nanopartikel (Fe70D.01) mit Hilfe zweier Methoden sterilisiert.
Bei der Dampfsterilisation wurde die Suspension im Autoklaven fur 20 Min. einer Temperatur
von 121°C und gesattigter Wasserdampfatmosphare ausgesetzt, fur die Sterilfiltration
wurden Spritzenvorsatzfilter (Celluloseacetat-Membran) mit einer Porengrofie von 0,2 ym
verwendet.

Als MaR fur die Anderung der Partikeleigenschaften wurde der hydrodynamische

Durchmesser der Partikel vor und nach der Sterilisation bestimmt (Tabelle 6). Hierbei konnte
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kein  signifikanter =~ Unterschied = zwischen  unbehandelten  und behandelten

Partikelsuspensionen festgestellt werden.

hydrodynamischer
Partikeldurchmesser [nm]
Fe70D.01
d10 d50 doo
unbehandelt 34 50 86
sterilfiltriert 33 50 80
autoklaviert 28 43 72

Tabelle 6: Hydrodynamischer Durchmesser der Eisenoxid-Nanopartikel (Fe70D.01) vor und
nach Sterilisation.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen (TEM) zeigen ebenfalls keine signifikanten, durch die
Sterilisation hervorgerufenen Veranderungen der PartikelgroRenverteilung und des
Agglomerationsverhaltens (Abbildung 2). Die abgebildeten Eisenoxidkerne weisen einen
deutlich kleineren mittleren Durchmesser auf als die mittels Lichtstreuung bestimmten
hydrodynamischen Partikeldurchmesser. Nach dem Trocknen auf dem Probentrager liegen
die Partikel in beiden Fallen in Form loser Agglomerate vor. Die Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass die Aminosilan modifizierten Eisenoxid-Nanopartikel durch beide
eingesetzten Verfahren sterilisierbar sind, ohne dass dadurch die Stabilitdt der Partikel

ungunstig beeinflusst wird.

2 a0

W

Abbildung 2 : TEM-Aufnahmen der Eisenoxid-Nanopartikel (Fe70D.01) vor (links) und nach

(rechts) Dampfsterilisation.
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6.3.3 Aufreinigung der Partikelsuspensionen mittels Dialyse

Zur Aufreinigung wurden die Partikelsuspensionen nach erfolgter Oberflachenmodifikation
dialysiert. Da die im Vorgangerprojekt MNC verwendeten Dialysekartuschen (F7HPS,
Fresenius Medical Care) nicht mehr produziert werden, war es notwendig eine Anpassung
der Dialyse (Zeit und Durchflussmengen) an die neuen Kartuschen (F8HPS) vorzunehmen.
Fur die Dialyse der Silikapartikel konnte keine geeignete Anpassung gefunden werden; aus
diesem Grund wurde auf eine noch im Werk vorhandene Restmenge der alten Kartuschen
zuruckgegriffen. Fur die Dialyse der Eisenoxidpartikel wurden die neuen Dialysekartuschen
F8HPS verwendet. Hierbei wurde das Volumenverhaltnis von deionisiertem Wasser zu
Partikelsuspension auf 3: 1 eingestellt. Der Verlauf der Dialyse wurde Uber die Messung der
Leitfahigkeit der Suspension und des Wassers verfolgt (Abbildung 3). Am Anfang der Dialyse
nahm die Leitfahigkeit sowohl des Dialysewassers als auch der Partikelsuspension deutlich
zu. Dies ist darauf zurickzufuhren, dass die Partikel in Ethylenglykol dispergiert waren und in
diesem Losungsmittel die Leitfahigkeit aufgrund geringerer Dissoziation von ionisch
aufgebauten Stoffen und geringerer Eigenleitfahigkeit vermindert ist. Erst im Laufe der
Dialyse wurde Wasser in das System eingebracht, so dass die Leitfahigkeit gemessen
werden konnte. Nach ca. 5 h traten nur noch geringfligige Anderungen der Leitfahigkeit auf,
im folgenden Zeitraum (5-6 h) sank die Leitfahigkeit der Probe von 26 pS cm™ auf
16 uS cm™, die des Wassers von 84 uS cm™ auf 55 uS™. Bei der Aufreinigung nachfolgend

hergestellter Partikelchargen wurde die Dialyse deshalb nach 5 h beendet.
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Abbildung 3: Leitfahigkeit der modifizierten SiO,-Suspension Si09D.01 und des deionisierten

Wassers in Abhéngigkeit von der Dialysedauer.
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Fir kleinere Partikelchargen (< 200 ml) wurde die Dialyse mittels Schlauch durchgefiihrt.
Dabei wurde anfanglich ein Schlauch der Fa. Kalle (Typ NALO) und im weiteren Verlauf der
Arbeiten Schlauch der Fa. Serva (Typ Servapor) mit einer Porengré3e von ca. 2.5 nm.
eingesetzt. Zur Dialyse wurde die gewilnschte Menge an Partikelsuspension, unter
Bertiicksichtigung der Volumenzunahme in ein hinreichend groRes Stlick Schlauch Uberfiihrt
und in ein VE-Wasserbad eingebracht. Das Dialysewasser wurde taglich erneuert. Der
Verlauf und Fortgang der Dialyse wurde auch hier mittels Leitfahigkeitsmessung der
Partikelsuspensionen verfolgt. Die Dialyse wurde bei einem Leitfahigkeitswert kleiner 100 uS

cm™ als ausreichend betrachtet und beendet.

6.4 Kopplungen an die Silika-Nanopartikel

Fir die Untersuchungen zur Aufnahme von Nanopartikeln in Tumorzellen und ihrer
Anwendung fur das Drug-Delivery wurde die Aminosilan-Hulle der Silika-Nanopartikel
(Abschnitt 6.3.1.1) mit Modifikatoren belegt. Da die Aufnahme von Farbstoffen in Zellen
durch ihre Absorption oder noch empfindlicher durch ihre Fluoreszenzemission detektiert
werden kann, wurden neben dem Farbstoff Karminsdure im Wesentlichen
Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung der Partikel eingesetzt. Daneben wurden die
Nanopartikel fur Untersuchungen zur Partikelaufnahme und -stabilitat mit Folsdure und
Polyethylenglykol beziehungsweise TODS belegt. Insgesamt wurden die Modifikatoren,
insbesondere der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein, tber verschiedene Bindungstypen an die

Partikel gekoppelt.

6.4.1 Modifikation mit Karminsaure

Der Anthrachinonfarbstoff Karminsiure wurde aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu
verschiedenen Zytostatika (z.B. Mitoxantron) als Modellsubstanz fir die Partikelmodifikation

ausgewahlt. Er lasst sich anhand seiner Absorption (Amax = 495 nm) spektrometrisch

nachweisen.

Abbildung 4: Strukturformel der Karminsaure
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Karminsdure modifizierte Silika-Nanopartikel wurden durch Zugabe einer wassrigen
Karminsadure-Lésung zu der Partikelsuspension (Si12D.01) hergestellt. Da die
Carboxylgruppe der Karminsaure unter den vorliegenden Bedingungen (pH-Wert 3-4)
dissoziiert vorliegt (pKs-Wert = 2,9), wurde davon ausgegangen, dass die Karminsaure Uber

elektrostatische Wechselwirkungen mit den Aminogruppen der Partikeloberflache interagiert.

Zunachst wurde untersucht, in welchem Ausmaf die Partikel mit Karminsaure beladen
werden konnten, ohne dass die kolloidale Stabilitdt der Partikel beeinflusst wurde (s.
Abbildung 5). Dazu wurde die PartikelgroRenverteilung in Abhangigkeit von der Beladung mit
Karminsaure bestimmt. Wahrend die Partikelsuspensionen bis zu einem Belegungsgrad von
6,67 mmol Karminsaure: 1 mol SiO, Molekllen stabil blieben, bildeten sich ab einer

Beladung von mehr als 8,36 mmol KS/ mol Si zunehmend gréRere Partikelaggregate.
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Abbildung 5: Abhangigkeit  der PartikelgréRenverteilung vom Belegungsgrad

(mmol Karminséure pro mol SiO,).

Aulerdem wurde untersucht, wie sich die Belegung auf das Zetapotential der Partikel
auswirkte. Bei hohen Belegungsgraden (> 8,36 mmol KS/ molSi) war aufgrund der Bildung
eines Bodensatzes kein Zetapotential messbar. Bei niedrigeren Belegungsgraden

(< 6,67 mmol KS/ mol Si) zeigten die Zetapotential-Titrationskurven einen zueinander
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identischen Verlauf (Abbildung 6). Der IEP dieser Suspensionen lag mit einem pH-Wert von
9,0 etwas niedriger als der unmodifizierter Partikel (Si12D.01, IEP = 9,8).

40

20 +

Y )
® 8,36 mMol KS : 1 Mol Silicapartikel
® 6,67 mMol KS: 1 Mol Silicapartikel 8

Zetapotential (mV)
o

-20 4

pH-Wert

Abbildung 6: Zetapotential-Titration der Karminsaure modifizierten Silikapartikel mit

unterschiedlichen Belegungsgraden.

Entsprechend den Ergebnissen dieser Voruntersuchungen wurden Karminsaure modifizierte

Partikel mit einem Belegungsgrad von 5,3 mmol KS pro mol SiO, hergestellt, eine Probe

(Si12D.KS.01, Tabelle 7).

Feststoffgehalt pH-Wert hydrodynamischer IEP
[Gew.-%] Partikeldurchmesser [nm] [pH-Wert]
d10 d50 doo
2,8 3,8 17 25 47 9,0

Tabelle 7: Charakterisierung der Karminsaure modifizierten Silika-Nanopartikel (Si12D.KS.01).

6.4.2 Modifikation mit Fluoreszenzfarbstoffen

Fir den Erfolg des Nanocarrier vermittelten Wirkstofftransports ist es nicht nur von
entscheidender Bedeutung, dass die Nanopartikel ihre Fracht in bestimmte Zellen

transportieren, sondern auch, dass die Wirkstoffe im Inneren der Zellen freigesetzt werden
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kénnen, um so ihren spezifischen Zielort zu erreichen. Beide Vorgange sollten modellhaft
durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Silikapartikel untersucht werden. Dabei ermdglicht
die Detektion der Fluoreszenz einen sehr empfindlichen Nachweis. Als Fluoreszenzfarbstoffe
wurden 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) sowie Derivate des Fluoresceins (Aex = 492 nm,
Aem = 512 nm) und Rhodamin B (Aex = 535 nm, Asn = 555 nm) verwendet. Die
Fluoreszenzintensitat des Fluoresceins ist pH-Wert abhangig und nimmt im sauren pH-
Bereich (< pH 7) stark ab.

6.4.2.1 Adsorptive Belegung mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Aex = 346 nm, Aen = 450 nm, Abbildung 7) wird zur
Markierung von DNS verwendet. DAPI bindet an doppelstrangige DNS, z.B. im Zellkern
eukaryontischer Zellen, und stellt somit eine geeignete Modellverbindung flr mit der DNS
interagierende Zytostatika, z.B. Anthracycline (Doxorubicin) oder Mitoxantron dar. Das
Erreichen des Zielortes, nach Aufnahme DAPI markierter Nanopartikel und der
intrazellularen Freisetzung des Farbstoffes, lasst sich an der Fluoreszenz der Zellkerne

erkennen.

N NH,
HN *2HCI
2 N NH
H
NH

Abbildung 7: 4',6-Diamidino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid (DAPI)

DAPI modifizierte Silika-Nanopartikel wurden hergestellt, indem eine wassrige DAPI-Lésung
mit der Partikelsuspension gemischt wurde. Dabei wurde DAPI in einem Verhaltnis von
0,06 mmol DAPI zu 1 mol SiO, eingesetzt. Der Ansatz wurde fur 30 Min. bei
Raumtemperatur gerihrt. Es wurde davon ausgegangen, dass DAPI eine adsorptive

Wechselwirkung mit den Partikeln eingeht.

In der eingesetzten niedrigen Konzentration beeinflusst DAPI die Stabilitdt der
Partikelsuspension nicht (Tabelle 8, Abbildung 8). Auch der isoelektrische Punkt der Partikel

wird durch die Belegung nur geringfiigig beeinflusst.
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Partikel IEP Partikeldurchmesser pH-Wert Feststoffgehalt
(pH-Wert) (nm) Suspension (Gew.-%)
d10 d50 doo0
Si12D.DP.01 9,0 14,7 17,5 21,7 4.4 2,8
Si26D.DP.01 14,2 17,1 21,4 6,0 2,4
Si26D.DP.02 8,9 13,4 16,8 22,7 5,0 2,3
Si31D.DP.01 14,6 17,4 21,6 55
Si45D.DP.01 13,6 17,6 23,8 4,9 2,6
Si60D.DP.01 8,5 14,0 16,8 20,5 53 3,8

Tabelle 8: Charakterisierung der mit DAPI modifizierten Silika-Nanopartikel.

Zetapotential (mV)
N
o
|

Abbildung 8: Zetapotential-Titration der DAPI modifizierten Partikel (Si26.DP.02).

Die Stabilitdét der adsorptiven Bindung von DAPI an die Partikel wurde anhand von

Zentrifugationsexperimenten

untersucht.

Dazu

wurden

Ultra-Zentrifugationseinheiten

(Centriprep YM10, Millipore) mit einer Ausschlussgréfle von 10 000 Da verwendet.

Eingesetzt wurden Partikel mit einer Gesamtmenge von 128 ug DAPI.

Nach finf

Zentrifugationsschritten blieben davon 7 ug DAPI an den Partikeln, die Differenz wurde im

Uberstand detektiert. DAPI liegt demnach nur lose an die Partikel assoziiert vor.
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6.4.2.2 Kopplung von Fluorescein und Rhodamin B Uber eine Thioharnstoff-
Bindung

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) und Rhodamin B-lsothiocyanat (RITC) sind aminreaktive
Derivate der beiden Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein (Abbildung 9) und Rhodamin B
(Abbildung 9) die vielfach zur kovalenten Fluoreszenzmarkierung von Biomolekilen

eingesetzt werden.

S,
C\
S=C=N N
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N 0 SN O O
) K HO 0 OH
Rhodamin-B-isothiocyanat Fluoresceinisothiocyanat

Abbildung 9: Strukturformeln der eingesetzten Farbstoffderivate

Die Ankopplung der Farbstoffe erfolgt Gber die Reaktion der Isothiocyanate mit primaren
Aminen, das heif’t, mit den Aminogruppen der Aminosilane (Abbildung 10). Eine optimale
Kopplungsreaktion erfolgt in Anwesenheit der unprotonierten Form der Amine, also bei
erhohtem pH-Wert (> pH 8). Aus diesem Grund wurden zwei Wege zur Kopplung der

Isothiocyanate verfolgt:

a) Kopplung des Farbstoffs an das Aminosilan und nachfolgende Oberflachenmodifikation
der Silika-Nanopartikel.
b) Kopplung des Farbstoffs an die zuvor Aminosilan modifizierten Partikel (pH-Wert 10,5

wahrend der Kopplungsreaktion).
S

X

Isothiocyanat Amin Thioharnstoff-Derivat

Abbildung 10: Reaktion eines Isothiocyanates mit einem primdren Amin zu einem

Thioharnstoff- Derivat

a) Kopplung des Farbstoffs an das Aminosilan
Mit dieser Methode wurden sowohl FITC als auch RITC modifizierte Partikel hergestellt.
Zunachst wurde dazu das entsprechende Aminosilan (DIAMO, APTES, TRIAMO) unter
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starkem Ruhren im Eisbad mit dem Farbstoff vermischt. Als Lésungsmittel wurde wahrend
der Reaktion Ethanol verwendet, so dass der pH-Wert dieser Mischung nicht gemessen
werden konnte. Der Ansatz wurde fir 16 h bei Raumtemperatur gerthrt und danach wie
unter 6.3.1 beschrieben zur Modifikation der Silikapartikel eingesetzt. Urspriinglich wurden
Farbstoff und Aminosilan in einem molaren Verhaltnis von 2,39 mmol FITC pro mol SiO,
eingesetzt. Nach Absprache mit den Projektpartnern wurde dieses Verhaltnis bei spateren
Synthesen uUber Zwischenstufen auf 4,791 mmol FITC pro mol SiO, erhéht. Die erhaltenen
Partikelsuspensionen wiesen eine gelbe bis orangefarbene (Fluorescein), bzw. eine rote

Farbung (Rhodamin) auf.

Die kolloidchemische Stabilitat der Partikel wurde weder durch die Erhéhung der
eingesetzten Farbstoffmenge noch durch den Einsatz unterschiedlicher Aminosilane
signifikant beeinflusst (Tabelle 9), der hydrodynamische Durchmesser der Farbstoff

modifizierten Partikel lag in derselben Gré3enordnung wie der der unmodifizierten Partikel.

Partikel Verhaltnis pH- Partikeldurchmesser | Feststoffgehalt IEP
Farbstoff: SiO, | Wert [nm] [Gew.-%] [pH-
(mmol : mol) Wert]
d10 d50 doo
Si11D.F.01 24:1 6,2 9,7 12,8 | 19,2 4,2 9,5
Si21D.F.03 48 :1 4,6 3,5 16,3 | 23,4 24 9,0
Si29T.F.01 4,8:1 3,6 10,6 | 14,3 | 23,2 3,7 8,9
Si30A.F.01 4,8 :1 6,1 13,2 | 17,8 | 27,5 3,1 9,2
Si13D.RB.01 25:1 5,0 3,6 9,8 21,8 2,8 10

Tabelle 9: Charakterisierung der mit FITC und RITC modifizierten Partikel (Synthese a).

Die Zetapotential-Titrationskurven der RITC-markierten und der unmodifizierten Partikel
zeigen einen identischen Verlauf. Die FITC-markierten Partikel weisen bei Werten unterhalb
von pH 7 ein deutlich positiveres Zetapotential auf (Abbildung 11). Die Zetapotentiale der mit
verschiedenen Farbstoffen modifizierten Partikel ndhern sich bei pH-Werten groRRer 7, also in
dem fir die Zellkultur relevanten pH-Bereich, einander zunehmend an, so dass die

isoelektrischen Punkte der Partikel bei einem vergleichbaren pH-Wert liegen (Tabelle 9).
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Abbildung 11: Zetapotential-Titration der Partikel Si12.D.01, Si11D.F.01 und Sil13D.RB.01
(Synthese a).

b) Kopplung des Farbstoffs an die zuvor Aminosilan modifizierten Partikel

Zunachst wurde der pH-Wert der Aminosilan modifizierten Partikel mit NaOH schnell auf
einen pH-Wert von 10,5 eingestellt, dabei wurde die Suspension mit Ultraschall behandelt.
Die Probe wurde nach dem Zusatz von FITC geruhrt, danach angesauert, dabei wieder mit
Ultraschall behandelt und schlief3lich dialysiert.

Der hydrodynamische Durchmesser der so erhaltenen Partikel war etwas grofRer als
derjenige der nach Methode a) hergestellten Partikel. Der IEP der Suspension lag im
Vergleich zu den nach der parallelen Synthese a) hergestellten Partikeln bei einem etwas
niedrigeren pH-Wert (Tabelle 10). Die Ergebnisse deuten auf eine geringere Stabilitat der
nach der Methode b) hergestellten Partikel hin.

Partikel Verhaltnis pH- Hydrodynamischer Feststoff- IEP
Farbstoff: SiO, | Wert | Partikeldurchmesser gehalt [pH-Wert]
(mMol : Mol) [nm] [Gew.-%]

d10 d50 d9oo

Si63D.FITC.02 58:1 4.1 259 | 392 43 1.1 8,6

Tabelle 10: Charakterisierung der mit FITC modifizierten Partikel (Synthese b).
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6.4.2.3 Kopplung von Fluorescein Gber eine Amidbindung

Zur Modifikation von Aminen, z.B. der Aminogruppen von Proteinen, werden neben
Isothiocyanaten haufig auch N-Hydroxyl-Succinimidylester (NHS-Ester) verwendet. Bei

deren Reaktion mit Aminen entstehen Amide (Abbildung 12).

o 9 0
R17 DO-N + HN-R2 R1)J\H/R2
O - HO—Nb
(o]
NHS- Ester Amin Amid

Abbildung 12: Reaktion eines N-Succinimidylesters einer Carbonsdure mit einem priméren

Amin zu deren Amid.

Eine optimale Konjugation kann im Vergleich zur Kopplung von Isothiocyanaten bei einem
etwas geringeren pH-Wert und vor allem in wassrigem Medium durchgefuhrt werden. Die
entstehenden Konjugate zeichnen sich durch eine héhere Hydrolysebestandigkeit aus als
entsprechende Thioharnstoff-Derivate [17]. Auf der anderen Seite sind die entstehenden
Amidbindungen prinzipiell enzymatisch spaltbar, womit unter geeigneten Bedingungen eine
Freisetzung der Farbstoffe von den Partikeln erfolgen kann. Zur Partikelmodifikation wurde
ein Isomerengemisch aus 5 und 6- Carboxyfluorescein-Succinimidylester (NHS-Fluorescein)
eingesetzt (Abbildung 13).

ﬁf
N
\
(0]

) (0]

12y
HOOOH

Abbildung 13: 5 (6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimidylester (NHS-Fluorescein)

NHS-Fluorescein wurde in DMSO gelést und unter Kihlen im Eisbad mit der
Partikelsuspension gemischt. Zur Herstellung der Charge Si46D.NHSF.01 wurde NHS-
Fluorescein mit aminmodifzierten Silikapartikeln im Verhaltnis 0,98 mmol Farbstoff zu 1 mol

SiO, eingesetzt. Zur Herstellung der Charge Si63D.NHSF.01 wurde dieses Verhaltnis auf
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2,04 mmol Farbstoff zu 1 mol SiO,erhdht. Die Ansatze wurde 16 Stunden lang gerthrt und

dann mittels Dialyse aufgereinigt.

Der Einsatz der groleren Farbstoffmenge fihrte zu einer deutlichen Erhdhung des
Partikeldurchmessers, gleichzeitig kam es, im Vergleich zu den unmodifizierten Partikeln, zu

einer geringfligigen Verschiebung des IEP in den niedrigeren pH-Bereich (Tabelle 11).

Partikel pH-Wert Partikeldurchmesser Feststoff- IEP
[nm] gehalt [pH-Wert]
d10 d50 doo [Gew.%]
Si46D.NHSF.01 5.06 8.9 12.9 19.6 1.26
Si63D 4.6 12.2 15.1 20.2 1.53 9.0
Si63D.NHSF.01 4.67 25.3 37.9 61.0 1.76 8.5

Tabelle 11: Charakterisierung der mit NHS-Fluorescein modifizierten Partikel.

6.4.2.4 Kopplung von Fluorescein als sekundéares Amin

Amine reagieren mit Aldehyden unter Bildung Schiffscher Basen. Zwar erhdht ein
alkalisches Milieu die Reaktionsausbeute, dennoch hydrolysieren die Schiffschen Basen in
wassriger Losung sehr leicht. Zur Stabilisierung der Kopplung kann diese mit einem milden
Reduktionsmittel wie Natriumcyanoborhydrid, zu einem stabilen sekundaren Amin reduziert
werden (Abbildung 14). Dabei werden nur C=N-, nicht aber C=0 Doppelbindungen reduziert.
5-Aminofluorescein wurde Uber einen kurzen ,Spacer”, namlich Gber Glutardialdehyd an die

Aminogruppen der Aminosilane gekoppelt (Abbildung 15).

a)
R1 -H,0 R1
/Eo + HN-R3 ——=— >:N—R3
R2 R2
b)
OH-
R1 Na(CN)BH, R1
H
>—N R3 %H 3
R2 R2

Abbildung 14: a) Bildung einer Schiff'schen Base und b) Reduktion zu einem sekundaren Amin.
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Abbildung 15: Strukturformeln von 5-Aminofluorescein und Glutardialdehyd.

Die Kopplung erfolgte Uber zwei Reaktionsschritte: Zunachst wurde eine basische Ldsung
von 5-Aminofluorescein mit einem Uberschuss an Glutardialdehyd (molares Verhaltnis AF:
GA 1: 10) umgesetzt und durch Zugabe von Natriumcyanoborhydrid reduziert. In einem
zweiten Schritt wurde diese Losung zu einer basisch gestellten Suspension modifizierter
Partikel (pH 10,5) gegeben. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt.
Uberschiissiges Glutardialdehyd wurde durch Zugabe von Triethanolamin inaktiviert. Die
nach Dialyse erhaltene Suspension wurde mit Phosphorsaure auf einen pH-Wert von ca. 4
eingestellt und mit Ultraschall behandelt. 5-Aminofluorescein wurde im Verhaltnis 0,85 mmol
zu 1 mol SiO; in die Reaktion eingesetzt. Die erhaltene Partikelsuspension wurde, wie in
Tabelle 12 aufgeflihrt, charakterisiert. Auch hier deuten die Werte darauf hin, dass die

Partikel durch die Farbstoffkopplung eine verminderte Stabilitat aufweisen.

Partikel pH-Wert Partikeldurchmesser [nm] Feststoffgehalt IEP
d10 d50 doo0 [Gew.-%] [pH-Wert]

Si63D.01 4.6 12.2 15.1 20.2 1.53 9.0

Si63D.AF.01 4.6 23.3 32.4 50.9 1.39 8.3

Tabelle 12: Charakterisierung der mit 5-Aminofluorescein modifizierten Nanopartikel.

6.4.2.5 Kopplung von Fluorescein Uber eine Disulfidbricke

Disulfidbriacken sind empfindlich gegenuber Reduktion und kénnen unter reduzierenden
Bedingungen, wie sie im Zellinneren, dem Zytoplasma vorliegen, aufgespalten werden. Die
Ankopplung des Fluoresceins Uber eine Disulfidbriicke sollte dementsprechend die intra-

zellulare Freisetzung des Farbstoffs beglinstigen.

Zur Modifikation der Partikel wird zunachst N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat
(SPDP), ein heterobifunktioneller Quervernetzer tUber eine Amidbindung an die Aminosilan
belegten Partikel gekoppelt. Die damit auf der Partikeloberflache eingefiihrten 2-Pyridylthiol-
gruppen sind reaktiv gegenlber freien Thiolgruppen, was spater zur Ausbildung der
Disulfidbriicken genutzt wird [18] (Abbildung 16 a).
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Parallel zur Partikelmodifikation wird N-Succinimidyl-S-acetylthioacetat (SATA) zur
Einflhrung einer Thiolgruppe in 5-Aminofluorescein eingesetzt. Die Kopplung erfolgt Gber
den aminreaktiven Succinimidylester der Verbindung, wobei ebenfalls eine Amidbindung
ausgebildet wird (Abbildung 16 b). Nachfolgend kann die Thiolgruppe durch Behandlung mit
Hydroxylamin freigelegt werden. Bei der Abspaltung der Schutzgruppe entsteht als
Nebenprodukt acetyliertes Hydroxylamin [19].

Die eigentliche Kopplung unter Ausbildung von Disulfidbriicken erfolgt schliellich durch die
Reaktion der Sulfhydryl reaktiven 2-Pyridylthiolgruppen mit der in situ von der Acetylgruppe
befreiten Thiolgruppe des Fluoresceinderivates. Bei dieser Reaktion wird 2-Pyridylthion
freigesetzt (Abbildung 16 c).

0]

k O
Fluorescein—HfS + NH,OH + @S\ /\)k
N
o) N S N

O
FIuoresceinN~(\ss/\)LN
I H

o
- HAom
N
N=—
- =

Abbildung 16: Kopplung von 5-Aminofluorescein an Aminosilan modifizierte Silikapartikel Gber
eine Disulfidbricke. a) Modifikation der Aminosilan belegten Partikeloberflache mit SPDP, b)
Kopplung von SATA an 5-Aminofluorescein, c) Ausbildung der Disulfidbriicke. Weitere Erlduterungen:

siehe Text.
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Zunachst wurden die Reaktionsbedingungen zur Kopplung des SPDP an die Silikapartikel
optimiert. SPDP wurde in DMSO gelést. Nach dem Mischen mit der Partikelsuspension
wurde der Ansatz flir 16 h gerthrt. Eine stabile SPDP-modifizierte Suspension konnte
schliellich unter Einsatz einer basischen (pH-Wert 10,6), niedrig konzentrierten Partikel-
Suspension (0,5 Gew.-%) hergestellt werden. Als Hinweis auf die kovalente Anbindung des
SPDP wurde der erhdhte Schwefelgehalt angesehen, der in einer zuvor dialysierten
Suspension sowie in der zusatzlich durch Ultrazentrifugation vom Uberstand abgetrennten
Partikelfraktion bestimmt wurde (ICP-OES).

Zur Anbindung von SATA wurde dieses zu einer Losung von Aminofluorescein in 10 mM
EDTA (pH-Wert 7,5) gegeben und ebenfalls fir 16 h gerthrt. Die Anwesenheit des EDTA

sollte einer durch Metallionen katalysierten Spaltung der Schwefelverbindung vorbeugen.

Unmittelbar vor der Zugabe des derivatisierten Fluoresceins wurde das die modifzierten
Partikel enthaltende Gemisch mit EDTA versetzt und fur 15 Min. im Ultraschallbad mit Argon
begast. Auch die Fluoresceinlésung wurde vor dem Mischen fir 15 Min. im Ultraschallbad
mit Argon begast. Das Einleiten von Argon wahrend der Ultraschallbehandlung sollte

enthaltenen Sauerstoff aus der Suspension austreiben.

Zur Abspaltung der Schutzgruppe des SATA, die nach dem Mischen beider Komponenten
erfolgen sollte, wurde eine basische Hydroxylamin-Lésung zu den modifizierten Partikeln
gegeben. Zur Durchfihrung der eigentlichen Kopplungsreaktion wurden beide Ansatze
gemischt und fur 16 h gerihrt. Der Ansatz enthielt SPDP: SATA: AF5 in einem molaren
Verhaltnis von 1: 3: 3. Die erhaltene klare gelbe Suspension wurde fiir 16 h dialysiert. Der

pH-Wert des Dialysats wurde auf einen Wert von 5,0 eingestellt.

Partikel pH-Wert Partikeldurchmesser [nm] Feststoffgehalt IEP
d10 d50 doo [Gew.-%] [pH-Wert]

Si63D.01 4,6 12,2 15,1 20,2 1,53 9,0

Si63D.SP.01 5,0 34,3 45,0 62,0 1,01 8,3

Tabelle 13: Charakterisierung der Partikelsuspension Si63D.SP.01 nach Kopplung von
Fluorescein Uber eine Disulfid-Brucke.

Vergleichbar mit den anderen modifizierten Partikelsuspensionen fuhrt die Kopplung des

Fluoresceins Uber eine Disulfidbricke zu einer Erhdéhung des Partikeldurchmessers und

TAN-Abschlussbericht-INM -29 -



gleichzeitig zu einer geringflugigen Verschiebung des IEP auf einen pH-Wert von 8,3. Die

kolloidale Stabilitédt scheint durch die Partikelbelegung nur geringfugig beeinflusst zu werden.

6.4.2.6 Untersuchungen zur Farbstoff-Freisetzung

Die nachfolgend beschriebene Methode eignet sich sowohl flr Untersuchungen zur Stabilitat
der Farbstoffkopplung als auch fir den Nachweis der thermisch aktivierbaren Freisetzung
kovalent gebundener Fluoreszenzfarbstoffe. Um an die Partikel gebundene und freie
Fluoreszenzfarbstoffe experimentell unterscheiden zu kénnen, bedarf es einer quantitativen
Abtrennung der Partikel von den abgeldsten Farbstoffmolekilen. Dies kann prinzipiell durch
Zentrifugation oder unter Verwendung einer semipermeablen Membran erfolgen. Aufgrund
ihrer geringen Masse sind die Silikapartikel nur durch Ultrazentrifugation, also durch
Zentrifugation mit sehr hoher Beschleunigung, sedimentierbar. Dieses Trennungsverfahren
ist sehr zeitaufwandig und fir eine Anwendung bei verschiedenen Temperaturen nicht
geeignet. Mittels Dialyse kann zwar eine temperaturabhangige Abtrennung durchgefiihrt
werden, die Methode ist aber abhangig von Diffusionsprozessen, daher in seiner
Gleichgewichtseinstellung langsam und deshalb nur bedingt quantitativ. Aus diesen Griinden
wurden zur Abtrennung des freigesetzten Farbstoffs Membranzentrifugations-Einheiten
(Nanosep, Fa. Pall) verwendet. Diese Einheiten enthalten eine Membran geringer
Porengrofle (modifizierte Polyethersulfon-Membran, Ausschlussgroe: 30 000 Dalton,
Porengrofle < 5 nm), die wahrend des Zentrifugationsvorgangs nur von entsprechend
kleinen Molekilen (Fluoreszenzfarbstoffe), nicht aber von den Partikeln passiert wird. Um
Temperaturanderungen wahrend des Zentrifugationsvorgangs zu minimieren, wurden die
Einheiten bereits vorher mit den Proben beladen, dann bei den entsprechenden

Temperaturen inkubiert und nachfolgend zentrifugiert.

Fir die Untersuchungen wurden Fluoreszenz markierte Partikel (Si65D.F.01,
Si65D.NHSF.01) sowie als Kontrolle freies FITC (10 uM) eingesetzt. Die
Partikelsuspensionen wurden in demineralisiertem Wasser auf einen Feststoff-Gehalt von
1 Gew.-% verdunnt. Jeweils 200 pl der Suspension oder Ldsung wurde in eine
Zentrifugationseinheit pipettiert. Die Proben wurden bis zu 120 Min. bei 23, 37, 50 und 60°C
inkubiert und dann zentrifugiert. Die Konzentration des freien Fluoresceins wurde mittels
Fluoreszenzmessung (Fluoreszenzspektrometer) an verdiinnten Proben (pH-Wert 7,4)
bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte durch Vergleich mit einer Standardreihe
(0-1 umol FITC I", pH-Wert 7,4).
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Abbildung 17: Temperaturabhangige Freisetzung von Fluorescein aus modifizierten
Silikapartikeln. Die modifizierten Partikel (Si65D.F.01, Si65D.NHSF.01) sowie freies FITC wurden,
wie in der Legende angegeben, fir 0, 30, 60 und 120 Min. bei den entsprechenden Temperaturen
inkubiert.

Beide Partikelsorten zeigten eine temperaturabhangige Farbstoff-Freisetzung (Abbildung
17). Obwohl der Feststoffgehalt (1 Gew.-%) und die Ausgangsfluoreszenz der eingesetzten
Partikel- Suspensionen (300 umol F I'") einander entsprachen, wurde aus der Suspension
Si65D.F.01, mit Uber eine Thioharnstoff- Briicke gekoppeltem Fluorescein, deutlich mehr
Farbstoff freigesetzt (bis 57 pmol I" nach 120 Min. bei 60°C) als aus der Suspension
Si65D.NHSF.01, mit Uber eine Amidbindung gekoppeltem Fluorescein. Die Thioharnstoff-
Bindung scheint also deutlich labiler zu sein als die Amidbindung. Die Kontrolle (freies FITC)
zeigt, dass freier Farbstoff Temperatur unabhangig durch die Membran zentrifugiert werden
kann. Eine Temperatur abhangige Freisetzung von Fluorescein, das Uber eine Amidbindung
gekoppelt war, wurde auch vom Projektpartner Magforce Nanotechnologies AG beobachtet,
der die Farbstoff-Freisetzung unter anderen Reaktionsbedingungen, unter anderem in

Anwesenheit von Serum, untersucht hat.
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6.4.3 Modifikation mit Folsaure

Folsaure ist fur den Stoffwechsel tierischer Zellen essentiell, weil es in seiner biologisch
aktiven Form als C;-Gruppen-Ubertrager an einer Vielzahl biochemischer Reaktionen
beteiligt ist. Die durch Endozytose vermittelte Aufnahme von Folsdure wird durch
Folsaurerezeptoren vermittelt. Diese werden an der Oberflache bestimmter Tumorzellen
besonders stark exprimiert und stellen deshalb das Ziel des durch Folsaure vermittelten
Wirkstofftransportes dar [17]. Im Rahmen dieses Projektes wurden mit Folsaure modifizierte
Silikapartikel hergestellt, um festzustellen, ob diese Belegung in einer erhohten

Partikelaufnahme resultiert.

OH
(0] HO
Oy
\
@] N\_<hi4§tN>_NH2
0 =N
OH

Abbildung 18: Strukturformel der Folséure

Folsaure wurde analog zum NHS-Fluorescein Uber eine Amidbindung an die mit
Aminosilanen belegten Partikeln gekoppelt. Zur Aktivierung der Folsdure wurde sie in
Anwesenheit von 1,3-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und Triethylamin mit N-Hydroxy-
succinimid umgesetzt. Als Lésungsmittel diente dabei wasserfreies DMSO. Nach Abtrennung
des als Nebenprodukt bei der Synthese entstandenen festen Dicyclohexylharnstoffs durch

Filtration, wurde eine gelblich braune Lésung von NHS-Folat erhalten.

Zur Anbindung an die Aminosilan modifizierten Partikel wurden diese mit dem erhaltenen
NHS-Folat versetzt und fiir 24 h bei 22°C gerihrt. Die erhaltene Partikelsuspension wurde
durch Dialyse (24h; kontinuierlicher Wasserwechsel; Dialyseschlauch Fa. Kalle; Typ NALO
DSO) von Nebenprodukten befreit, anschliefend wurde die Suspension auf einen

Feststoffgehalt von ca. 3 Gew.-% eingeengt.

Um festzustellen, in welchem Ausmal die Partikel mit Folsaure belegt werden konnten, ohne
ihre kolloidale Stabilitat zu verlieren, wurden Folsdure und Aminosilane in verschiedenen
molaren Verhaltnissen in die Modifikationsreaktion eingesetzt. Nach dem Einsatz von

Folsdure: Silikapartikel im Verhaltnis 3,84 mmol Folsdure pro mol SiO, entstanden
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Partikelaggregate, die einen festen Niederschlag bildeten. Stabile Partikelsuspensionen
wurden beim Einsatz Folsaure: Partikel im Verhéaltnis 1,65 mmol Folsaure zu 1 mol SiO,
(resultiert in der héchstmdglichen Partikelbeladung, Si32A.FS.01) und 1,06 mmol Folsaure
zu 1 mol SiO, (Si25D.FS.01) hergestellt.

1,04

0,8

S 064 RO
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2 04\ —Fs
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0,2

0,0+
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Abbildung 19: UV-Vis-Spektren der Folsaure modifizierten Silikapartikel (Si25D.FS.01),
unmodifizierter Silikapartikel (Si12D.01) sowie von freier Folsaure. Die Partikelsuspensionen
wurden zum Messen 1: 10 in demineralisiertem Wasser verdinnt, die Lésung der freien Folsdure

hatte eine Konzentration von 23 umol .

Zum Nachweis der an die Partikel gebundenen Folsadure wurden UV-Vis Spektren der
modifizierten Partikel (Si25D.FS.01) aufgenommen. Im Gegensatz zu einer nicht
modifizierten Partikelsuspension wies Si25D.FS.01 zwei Absorptionsmaxima auf, ein
deutliches bei 283 und ein weniger stark ausgepragtes bei 360 nm. Diese entsprechen den
in einer Folsaurelésung detektierbaren Absorptionsmaxima bei 282 nm und 364 nm, welche
beide durch die Absorption der Methylpteridin-Einheit der Folsdure hervorgerufen werden
(Abbildung 19).

Untersuchungen des Projektpartners MagForce Nanotechnologies AG zur Aufnahme der mit
Folsaure modifizierten Partikel lielken nicht darauf schlieRen, dass die Aufnahmerate durch
die Belegung mit Folsdure erhdht wurde. Nach Ricksprache mit dem Projektpartner wurde

daraufhin die Partikelmodifikation mit Folsaure nicht weiter verfolgt.
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6.4.4 Umhullung mit hydrophilen Polymeren

Suspensionen der Aminosilan modifizierten Silika-Partikel werden durch die elektrostatische
Abstoflung zwischen den einzelnen Partikeln stabilisiert. In Anwesenheit elektrolythaltiger
Medien kann die Kompensation der Oberflachenladung eine Agglomeration der Teilchen zur
Folge haben. Im Gegensatz dazu wird eine sterische Stabilisierung, z.B. Gber Polymere,
durch einen Zusatz von Elektrolyten wenig beeinflusst. Eine solche Stabilisierung sollte eine
hohere Beladung mit Wirkstoffen ermdglichen. Um die Auswirkung der Polymerkopplung auf
die Partikelstabilitat und -aufnahme untersuchen zu kénnen, wurden mit Polyethylenglykolen

bzw. 3,6,9-Trioxadecansaure (TODS) modifizierte Partikel hergestellt.

6.4.4.1 Modifikation mit Polyethylenglykolen (PEG)

Polyethylenglykole sind  Polyether des Ethandiols (Glykols) unterschiedlichen
Molekulargewichts. Sie werden in der Pharmazie zur Umhillung von Wirkstoffen oder
anderen Pharmazeutika eingesetzt, wodurch deren Verweildauer im Blut oder der
interstitiellen Flissigkeit erhdht werden kann. Diese Wirkung beruht auf dem Effekt, dass
Aminosauren oder Proteine nicht auf Polyethylenglykolen absorbieren und somit spezifische

Interaktionen, etwa mit Enzymen oder Zellen, reduziert sind.

et O"Tron

Abbildung 20: Strukturformel des PEG, zur Partikelmodifikation wurde PEG mit n=7, n=17 sowie

n=45 verwendet.

Die Silika-Nanopartikel wurden mit Polyethylenglykol-Monomethylethern unterschiedlichen
Molekulargewichts (PEG350, PEG750, PEG2000) modifiziert. PEG wurde (ber eine
Urethanbindung an ein Isocyanatosilan gekoppelt. Das Produkt wurde PICS genannt und

dann direkt zur Modifizierung des Kieselsols eingesetzt.

Dazu wurden die entsprechenden Monomethylether der Polyethylenglykole in Anwesenheit
von Dibutylzinnlaurat mit einer equimolaren Menge 3 -lIsocyanatopropyltrimethoxysilan
versetzt, der Ansatz wurde 2 h bei 110°C gerlhrt. Fur die PEG- Monomethylether wurde im

IR-Spektrum nach dieser Zeit keine Isocanat-Bande bei 220 cm™ mehr beobachtet.
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Fur die karzerkettigen Polyethylenglykole wurden klare Flissigkeiten erhalten, flr das
langere Analogon PICS2000 eine weille, pastése Masse. Zur Herstellung zweischaliger

Partikel kamen zwei Verfahren zum Einsatz:

a) Parallele Anbindung von PICS zu DIAMO an unbehandelte SiO,-Partikel
Zur Belegung der IPA-ST-Partikel wurden diese zunachst mit dem PICS versetzt. Erst im
zweiten Schritt wurde das Aminosilan zugegeben. Der Ansatz wurde nach dann bei 70°C fiir

16 h gerlhrt. Die Synthese wurde dann, wie unter 6.3.1 angegeben, fortgesetzt.

b) Anbindung an Partikel mit Primarhiille
Eine Mischung aus PICS und Aminosilan modifizierten Partikeln wurde fir 16 bei 70°C
gerthrt. Nach dieser Methode war eine Belegung von bis zu 1: 10 mdglich, bei héheren

Belegungsgraden agglomerierten die Partikel.

Partikel pH-Wert Hydrodynamischer Feststoffgehalt | Belegungsver
Partikeldurchmesser [nm] [Gew.-%] haltnis
d10 d50 doo [mmol/mol Si]
MNCO07 5,7 35,3 58,7 101,7 7,95 -
MNCQ7.P2000 4,8 40,8 62,1 96,3 0,97 9,4
Si12D.01 6,1 11,7 14,6 18,9 2,76 --
Si37D.P2000.01 4,9 14,9 18,7 25,3 3,18 5,8

Tabelle 14: Eigenschaften mit PEG umhdllter Partikel (MNCO07.P2000, Si37D.P2000.01).

Man sieht eine leichte Vergrofierung der Partikel durch die Umhillung mit PEG. Auch bei der
CHN-Analyse macht sich die Umhullung bemerkbar. Partikel mit einer einfachen Hulle aus
Aminosilanen haben einen Kohlenstoffgehalt von ca.4,6 % im Feststoffanteil (Si12D.01) die
Probe Si37D.PICS2000 kommt auf 9.4 % Kohlenstoff.

Die so erhaltenen Suspensionen mit einer zusatzlichen Hille aus Polyethylenglykolen
zeigten eine erhohte Stabilitdt gegen Zusatz von physiologischer Phosphat gepufferter
Kochsalzlésung (PBS) und von Kulturmedium DMEM verglichen mit den Partikeln, die nur
Uber eine Hulle aus Aminosilanen verfiigten.

Zur Uberpriifung, ob liber den verfolgten Syntheseweg eine kovalente Ankopplung des PICS
erreicht worden war, wurde der CHN-Gehalt der Partikel vor und nach Waschen mittels
Ultrazentrifugation bestimmt. Das Ergebnis deutete darauf hin, dass PICS adsorptiv, aber

nicht kovalent an die Partikel gebunden vorlag.

TAN-Abschlussbericht-INM -35-



6.4.4.2 Modifikation mit 3,6,9-Trioxadecanséaure (TODS)

Oxasauren werden wie Polyethylenglykole zur Maskierung von Wirkstoffen oder
Biomolekiilen eingesetzt. 3,6,9-Trioxadecansaure (TODS) ist eine Oxasdure mit einer
endstandigen Carboxylfunktion, welche eine kovalente Kopplung an Aminogruppen als Amid

erlaubt.

(0]
/O\/\O/\/O\)kOH

Abbildung 21: Strukturformel der TODS.

TODS wurde zunachst unter wasserfreien Bedingungen mit Thionylchlorid zum Saurechlorid
umgesetzt. Dieses wurde dann verwendet, um TODS als Saureamid an die primare
Aminofunktion von TRIAMO anzubinden. Das Konjugat wurde dann der nicht modifizierten
Partikelsuspension zugesetzt und der Ansatz 16 h bei 85°C geriihrt. Nach der Dialyse wurde
eine farblose Suspension erhalten. Die Elementaranalyse des Feststoffanteils ergab einen
Kohlenstoffanteil von ca 4% und einen Stickstoffanteil von 0.9%. Der erste Wert ist deutlich
erhoht gegenuber den durchschnittlich 2% Kohlenstoffanteil fur die Partikel mit der
Aminosilanhille. Der Wert erklart sich auch nicht durch den gréfReren Modifikator TRIAMO
statt DIAMO in der Primarhille, es kann also von einer erfolgreichen Anbindung

ausgegangen werden.

Partikel pH-Wert h. Partikeldurchmesser [nm] Feststoffgehalt | Zetapotential
d10 d50 doo0 [Gew.-%] [mV]
Si27T.T.01 6,0 8,6 10,7 18 2,76 +70 (pH6)

Tabelle 15: Charakterisierung der mit TODS modifizierten Silika-Nanopartikel.

6.4.6 Zusammenfassung: Modifikation der Silika-Nanopartikel

Die wie im Abschnitt 6.3.1.1 beschrieben hergestellten Silika-Nanopartikel wurden mit drei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (DAPI, Rhodamin B und Fluorescein) sowie mit
Karminsdure modifiziert. Dabei wurde Fluorescein Uber vier verschiedenartige
Bindungstypen kovalent an die Partikel gekoppelt. Die Belegung der Partikel mit
Karminsaure erfolgte Uber elektrostatische Wechselwirkungen; DAPI wurde adsorptiv auf die
Partikeloberflache aufgebracht.

Daneben wurde auch Folsaure kovalent Gber eine Amid-Bindung an die Partikel gebunden,

um untersuchen zu kénnen, ob so eine verbesserte Aufnahme der Partikel in Krebszellen
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erfolgt. Allerdings scheint die Folsduremodifikation einen negativen Einfluss auf die
Partikelaufnahme zu haben.

Im Hinblick auf die bessere Verteilung im Gewebe wurden hydrophile Gruppen an die
Partikel gebunden. Das relativ kleine Molekll TODS wurde als Amid und die sehr viel
groflieren Polyethylenglykole wurden als Urethane an die Partikel gekoppelt.

Einen Uberblick Uber die den Projektpartnern bereitgestellten Farbstoff modifizierten

Nanopartikel- Suspensionen gibt Tabelle 16.
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Partikel- Modifikator Art der IEP doo-Wert* pH- /Séure Beladungsdichte**
bezeichnung Anbindung [pH-Wert] |[nm] [mmol Mod./mol Si]
Si12D.KS.01 Karminsaure elektrostatisch 8,7 37 3,82 (HAc) 5,31
Si12D.DP.01 DAPI adsorptiv 8,9 21,7 4,37 (HAc) 0,06
Si26D.DP.01 DAPI adsorptiv 21,4 5,98 (HAC) 0,08
Si26D.DP.02 DAPI adsorptiv 8,9 22,7 4,96 (HAc) 0,06
Si31D.DP.01 DAPI adsorptiv 21,6 n.b. (HAc) 0,06
Si45D.DP.01 DAPI adsorptiv 23,8 4,85 (H;PO,) [0,06
Si60D.DP.01 DAPI adsorptiv 8,4 20,5 5,32 (HsPO4) 10,05
Si13D.RB.01 RITC Thioharnstoff 9,5 21,8 5,00 (HAc) 2,49
Si11D.F.01 FITC Thioharnstoff 9,5 19,2 6,20 (HAc) 2,39
Si21D.F.03 FITC Thioharnstoff 9 23,4 4,60 (HAc) 4,79
Si29T.F.01 FITC Thioharnstoff 9 23,2 3,62 (HAc) 4,79
Si30A.F.01 FITC Thioharnstoff 9,2 27,5 6 12 (HAc) 4,79
Si46D.NHSF.01 | NHS-Fluorescein Amidbindung 19,6 b. (HsPO,) 10,98
Si63D.NHSF.01 | NHS-Fluorescein Amidbindung 7,5 61 4 67 (HsPO4) (2,04
Si63D.AF.01 5-Aminofluorescein sekundares Amin |8,4 50,9 4,58 (H;PO,) [0,85
Si63D.SP.01 5-Aminofluorescein | Disulfidbriicke 8,4 62 5 01 (HsPO4) 10,96
Si32A.FS.01 NHS-Folat Amidbindung b. (HAc) 1,65
Si25D.FS.01 NHS-Folat Amidbindung b. (HAc) 1,06
Si33T.FS.01 NHS-Folat Amidbindung 7 10 (HAC) 1,24

Tabelle 16: Eigenschaften der verschiedenen, an die Projektpartner weitergegebenen markierten SiO, Partikel.

* hydrodynamischer Partikeldurchmesser (UPA)
** der theoretische Belegungsgrad gibt an, in welchem Verhaltnis Modifikator und Aminosilan zu Beginn der Synthese eingesetzt wurden.
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6.5 Belegung der Eisenoxid- Nanopartikel mit Wirkstoffen

Bei der kombinierten Thermochemotherapie sollen Eisenoxid- Nanopartikel, wie sie flr die
Magnetflussigkeits- Hyperthermie entwickelt wurden, auch als Wirkstofftrager eingesetzt
werden. Dazu wurden sie in diesem Projekt mit verschiedenen Chemotherapeutika
ausgestattet. Die Kopplung der Wirkstoffe erfolgte analog zur Anbindung der Farbstoffe an
die Silika-Nanopartikel. Die zur Modifizierung verwendeten Zytostatika Mitoxantron,
Doxorubicin und Methotrexat wurden auf drei verschiedene Weisen (adsorptiv, als Amid und
als sekundares Amin) an die Partikel gekoppelt.

Arbeiten mit den zur Modifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel verwendeten Zytostatika
wurden ausschliefdlich in einem speziell dafiir eingerichteten Labor durchgefiihrt. Da in
diesem kein Gerat zur Bestimmung des hydrodynamischen Partikeldurchmessers zur
Verfigung stand, war mit dem Projektpartner Magforce Nanotechnologies AG vereinbart
worden, dass dieser entsprechende Messungen durchfiihrt. Zur Charakterisierung der mit
Zytostatika belegten Partikelsuspensionen wurde deshalb deren Zetapotential in

Abhangigkeit vom pH-Wert bestimmt.

6.5.1 Modifikation mit Mitoxantron

Mitoxantron ist ein synthetisches Anthrachinon-Derivat. Seine zytostatische Wirkung beruht
unter anderem auf der Interkalation in Nukleinsduren und der daraus resultierenden
Hemmung der DNS- und RNS-Synthese. Aufgrund seiner Struktur (Abbildung 22) wurde es

analog zu DAPI adsorptiv an die Eisenoxid-Nanopartikel gebunden.

H
N
OH O HN~ """ oH

OH O HN\/\N/\/OH
H

Abbildung 22: Strukturformel des Mitoxantron.

Die Modifikation erfolgte durch Zugabe von Mitoxantron zu den Partikelsuspensionen,
danach wurden die Ansatze fur 22 h bei Raumtemperatur geruhrt.

In Ergénzung zu den Modifikationen der im Projektzeitraum hergestellten Eisenoxid-
Nanopartikel, wurde auf Anfrage des Partners Magforce Nanotechnologies AG eine
Vergleichsprobe (MNCO08.Mito) mit Material aus dem Vorgangerprojekt (MNCO08) und mit
Mitoxantron beladene Silika-Nanopartikel (Si63D.01 und NCSi004D.01) hergestellt. Die
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kolloidale Stabilitdt wurde durch die Belegung der Partikel mit dem Zytostatikum nicht
beeinflusst (Tabelle 17).

Partikel Feststoff- ¢ Mito Beladungsdichte | IEP
gehalt [mmol '] [mmol/mol [PH]
[Gew.-%] Fe bzw Si]

MNCO08.Mito 7.9 0.22 0,21 9.4
Fe52D.01Mito 1.1 0.22 0,18
Fe58D.02Mito 3.6 0.21 0,23
Si63D.Mito 1.5 0.02 0,06
NC004D.Mito 4.2 0.04 0,07

Tabelle 17: Eigenschaften der mit Mitoxantron beladenen Suspensionen.

6.5.2 Bindung von Doxorubicin

Doxorubicin gehért zur Gruppe der Anthracycline. Wie Mitoxanthron interkaliert es in

Nukleinsauren.

OH

Abbildung 23: Strukturformel des Doxorubicin-Hydrochlorids.

Doxorubicin wurde analog zur Kopplung von 5-Aminofluorescein (Abschnitt 6.4.2.4) an die
Silikapartikel als sekundares Amin an die Eisenpartikel gebunden. Jedoch wurde nur der
erste Schritt der zweistufigen Synthese, die Kopplung des Wirkstoffes an den Glutaraldehyd
direkt Ubernommen. Die zweite Stufe, die Ankopplung dieses Konjugates an die Partikel
wurde im Gegensatz zu der Modifikation der Silika- Partikel im Neutralen durchgefuhrt, da
sich die Eisoxid- Partikel nach durchlaufen des IEP nicht wieder vollstandig resuspendieren
lieken. So wurde die Suspension verdinnt und neutralisiert (pH 7), dann wurde das
Doxorubicin-Glutaraldehyd-Derivat zugegeben und der Ansatz fir 2 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Reaktion wurde mit Tris abgestoppt.

Zum Einengen wurde der Reaktionsansatz dialysiert. Um die Entstehung grofter Mengen mit
Doxorubicin kontaminierten Dialysewassers zu vermeiden, wurde gegen eine PEG- Ldsung
(1gew.%) dialysiert. Das Molekulargewicht des verwendeten PEG wurde so gewahit

(35 000 g mol™), dass es die Poren des Dialyseschlauches nicht passieren konnte. Dadurch
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wurden wahrend der Dialyse im Reaktionsansatz eine Volumenverminderung und so ein
Aufkonzentrieren erreicht.
Tabelle 18 gibt einen Uberblick Uber die Eigenschaften der mit Doxorubicin modifizierten

Eisenoxid- Nanopartikel, die an den Projektpartner weiter gereicht wurden.

Name Feststoffgehalt | Beladungsdichte IEP
[gew%] [mmol/mol Fe]
Fe70D.Dox01 0,96 0,11 6.1
Fe70D.Dox02 0,99 0,06 7.5
Fe70D.Dox03 1,00 0,03

Tabelle 18: Eigenschaften der mit Doxorubicin modifizierten Eisenoxid-Nanopartikel.

6.5.3 Kopplung von Methotrexat

Methotrexat ist ein Strukturanalogon der Folsaure. Bei der kompetitiven Bindung des
Zytostatikums an das Enzym Dihydrofolat- Reduktase kann Folsaure nicht mehr in seine
biologisch aktive Form, die Tetrahydrofolsaure Uberfliihrt werden, woraus Stérungen des

zellularen Purin- und Aminosaurestoffwechsels resultieren.

OH
o= NH,
/ N
}‘—@N N{ H—NH,
O \—<; =N
0 =N
OH

Abbildung 24: Struktur des Antibiotikums Methotrexat

Methotrexat wurde Uber eine Amidbindung an die Eisenoxid-Partikel gekoppelt, analog der
Bindung von Folsdure und 5(6)-Carboxyfluorescein an die Silika-Nanopartikel (Abschnitt
6.4.4). Dabei wurde zunédchst ein Methotrexat-NHS-Ester hergestellt, dieser wurde
nachfolgend zur eigentlichen Kopplung an die Partikel eingesetzt. Die Bindung des N-
Hydroxy-Succinimids (NHS) kann dabei entweder ber die a- oder die B-Carboxylgruppe der
Glutaminsaureeinheit erfolgen (Abbildung 24). Die Aktivierung des Methotrexat zum NHS-
Ester wurde, im Unterschied zur Aktivierung der Folsaure (Abschnitt 6.4.4), in wassrigem
Medium durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde bei dieser Reaktion das wasserldsliche 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, als Hydrochlorid) verwendet. Da NHS-
Ester in leicht saurem Milieu eine hohere Stabilitat aufweisen als im Alkalischen, wurde die

Reaktion bei einem pH-Wert von 6 durchgeflihrt. Nach dem Mischen der drei
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Reaktionspartner in einem molaren Verhaltnis von 1: 2: 2 (MTX: NHS: EDC) wurde das
Gemisch fur 15 Min. gerthrt. Dabei entstand eine klare gelbe Lésung. Diese wurde der
Eisenoxidpartikel-Suspension (1 Gew.-%, pH 7) im Verhaltnis von 3,2 mmol MTX / mol Fe
zugegeben. Nach 18 Stunden Rihren, wurde die Probe gegen Polyethylenglykol (1 Gew.-%)
dialysiert und eingeengt. Fir Fe70D.MTX.02 ist ein noch deutlich héherer Belegungsgrad
von 22 mmol MTX / mol Fe anvisiert worden, allerdings ist die Suspension nach Zugabe der
Kopplungslésung agglomeriert. Dabei entstand ein farbloser Uberstand Uber einem

rotbraunen Niederschlag, ein Hinweis auf die erfolgte Kopplung.

Name Feststoffgehalt Beladungsdichte IEP
[Gew.-%] [mmol MTX/mol Fe] [pH]
Fe58D.MTX.03 1% 3,2
Fe70D.MTX.01 1% 1,1 9.3
Fe70D.MTX.02 0,2% 22,0 *

Tabelle 19: Eigenschaften der mit Methotrexat belegten Eisenoxid-Nanopartikel. * der IEP dieser

Suspension konnte nicht bestimmt werden, da sich Agglomerate gebildet hatten.
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Abbildung 25: Zetapotential-Titration der Methotrexat modifizierten Eisenoxid-Partikel
(Fe70D.MTX.01).

TAN-Abschlussbericht-INM -42 -



6.5.4 Zusammenfassung

Als Modellpartikel wurden Partikel aus SiO, eingesetzt, die in ihrer Grélke den
Primarpartikeln der fir die Krebstherapie eingesetzten Eisenoxid- Partikeln entsprechen.
Allerdings erwies sich der der hydrodynamische Durchmesser der fertig modifizierten
Modellpartikel als deutlich kleiner als der ihrer Vorbilder aus Eisenoxid. Die primare Hiille liefl3
sich aber bei beiden Partikelsorten (SiO, und Fe,03) auf gleiche Weise aufbauen. Prinzipiell
konnten an den Eisenoxidpartikeln die gleichen Kopplungsreaktionen an Aminofunktionen
durchgefiihrt werden, wie an den modifizierten Silika-Partikeln. Wegen der geringeren
kolloidalen Stabilitat der Eisenoxid-Suspensionen war jedoch keine eins zu eins —
Ubertragung der Herstellungsvorschriften auf die Magnetpartikel mdglich, sehr wohl aber
eine analoge Vorgehensweise. In diesem Sinne konnten drei verschiedene Zytostatika mit
Kopplungsmethoden, die zundchst an den Silika- Partikeln evaluiert worden waren,

erfolgreich an die Magnetpartikel gebunden werden.

7 Erfolgskontrollbericht

7.1 Verwertung der Projektergebnisse

Eine direkte Anwendung der Ergebnisse dieses Projektes auf die Magnetpartikel fur die
Tumorbekampfung wird bei der Fa. Magforce Nanotechnologies erfolgen.

Das INM wird die erarbeiteten Erkenntnisse insbesondere die Methodik zur Anbindung von
Wirkstoffen an unterschiedliche Nanopartikel und die dazu entwickelten analytischen
Methoden zur Untersuchung des Freisetzungsverhaltens in laufende und zuklnftige
Forschungs- und Entwicklungsarbeiten einflieRen lassen. Da die Anbindung von Farb- und
Wirkstoffen Uber Spacer mit unter milden Bedingungen spaltbaren Bindungen die definierte
Freisetzung von Stoffen unter unterschiedlichen Bedingungen ermdglicht, wird sich das INM
mit diesem Gebiet auch weiterhin beschaftigen.

Die Tatsache, dass die Aminosilan- umhullten Partikel auch nach Modifikation mit Farb- und
Wirkstoffen gut in Zellen aufgenommen wurden birgt ein groRes Potential.

Die Ergebnisse werden dazu genutzt werden, neuartige nanopartikulare Wirkstoff-
Formulierungen fir die Pharmazie und Medizin zu entwickeln und neue Wege in der

Nanobiotechnologie zu gehen.
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Eine Publikation von Projektergebnissen ist fur das Frahjahr 2008 geplant.

7.2 Die Einhaltung der Kosten- und Zeitplanung
Die Kosten- und Zeitplanung wurde eingehalten.

8 Fortschritt auf dem Gebiet bei anderen Stellen

Die Verwendung nanopartikularer Wirkstofftrager fur den Transport von Chemotherapeutika
in Tumorgewebe oder Tumorzellen erlangt in letzter Zeit ein immer starkeres Interesse, weil
damit eine erhohte Wirksamkeit bei verringerter Toxizitat erreicht werden kann.
Entwicklungen, die in letzter Zeit zum Fortschritt auf diesem Gebiet beigetragen haben,
dienen einer verbesserten Zielsteuerung sowie einer genauer kontrollierbaren Wirkstoff-
Freisetzung. Magnetische Nanopartikel spielen in diesem Zusammenhang eine bedeutende
Rolle; ihre Anwendungen als Wirkstofftrager oder in der Hyperthermie wurden jlingst deutlich

weiter entwickelt.

Zur spezifischen Zielsteuerung Wirkstoff beladener Eisenoxid-Nanopartikel wurden diese mit
Folsaure [20] sowie monoklonalen Antikdrpern [22] funktionalisiert. Das ,magnetische Drug
Targeting®, bei dem Wirkstoff beladene Eisenoxid-Nanopartikel unter Anlegen eines externen
Magnetfeldes an ihrem Zielort angereichert werden, wurde in jlingster Zeit eingehend
charakterisiert [23, 24]. Zur Erhdhung der Beweglichkeit magnetischer Kompositpartikel
innerhalb der extrazellularen Matrix, wurden diese durch Anbindung des Enzyms

Kollagenase Oberflachen modifiziert [25].

Sengupta et al. berichteten von der =zeitlich gesteuerten Freisetzung eines anti-
angiogenetischen Wirkstoff vor Abgabe kovalent gebundenen Doxorubicins aus organischen,
von einer Lipid-Hille umgebenen Nanopartikeln [26]. Eine pH-Wert gesteuerte Freisetzung
von Wirkstoffen konnte durch Verwendung polymerer saurelabiler Core-Shell Nanopartikel

erreicht werden [27].

Kohler et al. stellten fest, dass die Freisetzung von Methotrexat, welches Uber eine
Amidbindung an superparamagnetische Nanopartikel gekoppelt wurde, bei niedrigem pH-
Wert in Anwesenheit einer Protease erfolgte; also unter Bedingungen, die dem lysosomalen
Milieu entsprechen [28]. Eine pH-Wert abhangige intrazellulare Freisetzung von Wirkstoffen
konnte auch durch eine saurelabile Kopplung von Zytostatika an polymere Micellen [29]

erreicht werden.
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Folgender Ansatz einer durch ein Magnetfeld induzierten Freisetzung von Wirkstoffen aus
kombinierten Nano-Bausteinen wurde von Giri et al. [30] verfolgt: Die Gesamteinheit bestand
aus Farbstoff beladenen Silika-Nanoréhrchen, die durch magnetische Nanopartikel
verschlossen wurden. Die Abgabe des Farbstoffs resultierte aus der Reduktion von
Disulfidbriicken, welche die Magnetpartikel und Rdhrchen miteinander verbanden. Die
Autoren vermuteten, dass die Reduktion durch Antioxidantien vermittelt wurde, die in

Reaktion auf das Magnetfeld von den Zellen gebildet wurden.

Neben der durch lokale Erwarmung vermittelten Freisetzung von Chemotherapeutika aus
Liposomen [31] wurde auch eine durch magnetische Nanopartikel vermittelte Form der
Hyperthermie weiterentwickelt. Dabei veranderte die erhdhte Temperatur die Struktur der

polymeren Partikelhille, woraufhin darin eingekapselte Wirkstoffe freigegeben wurden [32].
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