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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Bildgebende Verfahren in der Medizin

1.1.1 Computertomographie

Die Computertomographie ist ein medizinisch diagnostisches Verfahren und beruht
auf der konventionellen Réntgentechnik. Die Entdeckung der Rontgenstrahlung 1895
durch Wilhelm Conrad Réntgen gilt als Meilenstein der medizinischen Diagnostik.’
Die Durchleuchtung mit Rontgenstrahlen ermoglichte es erstmals Teile des inneren
menschlichen Korpers nicht invasiv abzubilden um schnelle, zuverlassige Diagnosen
zu stellen. Das Prinzip beruht auf der Absorption von Rontgenstrahlung durch das
Koérpergewebe, wobei verschiedene Gewebearten (z.B. Knochen, Muskeln, Haut,
etc.) die Rontgenstrahlung unterschiedlich stark absorbieren, und auf dem Bild
unterschiedlich hell dargestellt werden. Konventionelle Rdntgenbilder auf
Rontgenfilmen sind 2-Dimensionale Schattenbilder, welche in ihrer Tiefe nicht zu
unterscheiden sind, wodurch Teile des Bildes wiederum andere Teile verdecken
konnen.

Mit Hilfe einer mehrfachen Durchleuchtung des Objekts unter verschiedenen
Einfallswinkeln und einer aufwendigen Rekonstruktion der Bilddaten am Computer
gelang es Godfrey Hounfield 1972 mittels Computertomographie (CT) erstmals
diskrete Schnittbilder menschlicher Korperteile zu erstellen.?? Weitere Fortschritte in
der Computertechnik ermoglichten 1989 die Einfihrung der Spiral-CT durch Willi
Kalender, nach welchem Prinzip Computertomographen bis heute arbeiten.4® Der
Patient wird hier mit einer konstanten Geschwindigkeit durch eine rotierende
Rontgenrdhre geschoben. Durch die Rotation der Rohre werden kontinuierlich aus
verschiedenen Richtungen spiralformig Rontgenaufnahmen des Patienten erstellt,
welche im Computer nach der Bildrekonstruktion zu Schnittbildern zusammen geflugt
werden.

Die Messzeit bis zum rekonstruierten Schnittbild betragt bei modernen CT Geraten
meistens weniger als eine Minute, je nach Korperregion und Auflésung oftmals nur
wenige Sekunden. Durch eine dreidimensionale Abtastung der Korperregionen ist
eine lickenlose Darstellung feiner Strukturen méglich. So lassen sich zum Beispiel
Tumoren gut von gesundem Gewebe abgrenzen und Metastasen genau aufspuren.
Die CT eignet sich insbesondere flir Lungen- und Thorax Untersuchungen und fir
eine detaillierte Darstellung von Knochen und Frakturen.! Im Vergleich zu anderen
Rontgentechniken ist der Patient bei der Computertomographie jedoch einer bis zu
300-fach hoéheren Strahlenbelastung ausgesetzt.” Ein aktuelles Forschungsgebiet ist
die Optimierung der Bildrekonstruktion und des Gerateaufbaus um die Strahlendosis
zu verringern 812

Die Helligkeit eines Bildes in der CT ist abhangig von der Schwachung der
Rontgenstrahlung durch das abzubildende Material. Eine Schwachung der
Primarstrahlung wird hauptsachlich hervorgerufen durch Absorption (Photoeffekt)
und Streuung der Strahlung. Die gestreute Strahlung wird als mdglicher Stérfaktor fir
den Kontrast des Bildes vor der Detektion durch ein Streustrahlenraster minimiert.
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Die durch Absorption verursachte Verminderung der auftreffenden Rontgenquanten
pro Sekunde Np ist nach dem Lambert-Beerschen Gesetz abhangig von der Dicke d
des Materials und dessen Schwachungskoeffizienten y. Die Anzahl der Quanten N
der Primarstrahlung nimmt bei der Durchstrahlung des Materials exponentiell ab.’

N=N,e" (Gl 1)

Fir den Schwachungskoeffizienten y und die Ordnungszahl Z der absorbierenden
Atome im Material gilt y o Z%4' Materialien bzw. Elemente mit hohen
Schwachungskoeffizienten werden zum Beispiel fur Rontgenabschirmung (Blei; Zpb =
82) oder in Kontrastmitteln (lod; Zi = 53) fur CT Untersuchungen verwendet.

1.1.2 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist wie die Computertomographie ein
bildgebendes Verfahren der nicht invasiven medizinischen Diagnostik. Bei MRT
Untersuchungen werden Schnittbilder ausgewahlter Korperregionen erstellt um
Aussagen Uber die vorliegende Krankheit treffen zu kbnnen.'#-'8 Die Untersuchungen
liegen dem Prinzip der Kernspinresonanz von Atomen (NMR, nuclear magnetic
resonance) zugrunde. Die NMR in Flussigkeiten und Festkérpern wurde erstmals
1946 von Felix Bloch und Edward Mills Purcell unabhangig voneinander
nachgewiesen.'®2' Durch digitale Datenverarbeitung und raumlicher Detektion im
Magnetfeld wurde NMR 1973 von Paul Lauterbur erstmals als bildgebendes
Verfahren verwendet.?

Atomkerne bestehen aus Protonen und Neutronen, welche einen Eigendrehimpuls
(Spin) besitzen. Diese Spins ordnen sich im Atomkern paarweise parallel und
antiparallel. Bei Atomkernen mit gerader Anzahl an Protonen und Neutronen heben
sich die Spins somit gegenseitig auf. Ist die Anzahl ungerade, resultiert bei Addition
der Spins im Kern ein magnetisches Moment, welches in einem externen Magnetfeld
ausgerichtet und gemessen werden kann.?® Die ausgerichteten Atomkerne lassen
sich durch magnetische Impulse stdren und die Anderung im Magnetfeld detektieren.
Das einfachste Atom mit magnetischem Moment ist der Wasserstoff, dessen Kern
lediglich aus einem Proton besteht. Wasserstoff ist im menschlichen Koérper mit
Abstand das haufigste Element und hauptsachlich fur den Kontrast im MRT
verantwortlich. In einem externen Magnetfeld By richten sich die Spins der Protonen
aus und rotieren mit einer Frequenz, der Larmor-Frequenz wo, um die Achse von Bo
(Prazession). Das gyromagnetische Verhaltnis y beschriebt den elementspezifischen
Zusammenhang zwischen dem Spin des Atomkerns und dessen magnetischen
Moments und betragt fur Wasserstoff yy = 42,568 MHz/T.

w,=y[B, (Gl 2)

Die Larmor-Frequenz wo ist direkt proportional zu Bo.?* Die Ausrichtung der
Protonenspins zum externen Magnetfeld Bo wird durch eine Boltzmannverteilung
beschrieben (vgl. Gl. 3) und erfolgt sowohl parallel (N+) als auch antiparallel (N-)."16



Einleitung

Eine parallele Ausrichtung ist energetisch giinstiger und leicht im Uberschuss woraus
eine sehr kleine, jedoch messbare longitudinale Magnetisierung entlang des
externen Magnetfeldes Bp resultiert. Fur die Spins lasst sich folgende
Verteilungsfunktion erstellen. In dieser Beziehung ist k die Boltzmannkonstante und
h das Planck’sche Wirkungsquantum.

vhB,
% —eT (Gl 3)

Die resultierende Magnetisierung lasst sich im Raum als Vektor M:[MX,M},,MZ]

formulieren und die Magnetisierungskomponenten fir jede Richtung mit Hilfe der
Bloch Gleichung bestimmen. Die Vektoren i, j und k sind die Einheitsvektoren in x,y
und z Richtung.®

Y . . (M +jM) k-(M.-M
%=Y'MXBO—( X J y)_ (z 0,2)

ot T, T,

(Gl. 4)

Zur Aufnahme eines Bildes in der klinischen MRT werden die Protonen im externen
Magnetfeld Bo durch kurzzeitiges Zuschalten einer Hochfrequenzspule angeregt und
die Anderungen der Magnetisierung detektiert. Durch Kippen der Spins der Protonen
um 90° mit magnetischen Hochfrequenzimpulsen nahe der Larmor-Frequenz nimmt
lokal die Longitudinalmagnetisierung ab. Die Spins prazedieren direkt nach dem
Impuls transversal in Phase um Bo unter Aufbau einer Transversalmagnetisierung.
Durch Wechselwirkung mit ihrer Umgebung dephasieren die Spins und die
Transversalmagnetisierung nimmt ab.

a) BOI ui@ b) Bo] c) Buy

P

r T t —

z z z

Abb. 1: Schematische Darstellung der transversalen Relaxation (a) Anregung der
Spins mit der Larmor Frequenz wo (b) gekippte Spins prazedieren in Phase um Bo (c)
Dephasierung mehrerer Spins nach der Zeit t

Die transversale Magnetisierung in x,y-Richtung lasst sich mit dem x,y-Term aus
Gleichung 4 beschreiben. Aus einer Losung der Bloch Gleichung ergibt sich eine
exponentielle Abnahme der transversalen Magnetisierungskomponenten My und My
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(Gl. 5). Die Zeit, nach welcher die Transversalmagnetisierung auf 37% ihres
Ausgangswerts abgesunken ist, wird als Spin-Spin-Relaxationszeit T2 bezeichnet.

M, (=M, &' (Gl.5)

Im selben Moment zur T2 Relaxation streben die gekippten Spins nach dem 90°
Impuls ihren Grundzustand entlang des externen Magnetfeldes Bo an und richten
sich wieder nach Bo aus. Wahrend die Transversalmagnetisierung abnimmt, baut
sich die Longitudinalmagnetisierung des Grundzustandes wieder auf.

a) BOI ul@ b) BOI c) BOT
| X X <<> X
Ve e — |

Abb. 2: Schematische Darstellung der longitudinalen Relaxation (a) Anregung der
Spins mit der Larmor Frequenz wo (b) gekippte Spins prazedieren in Phase um By (c)
Spins richten sich wieder nach By aus

Die Zeit nach dem Impuls, in welcher die Longitudinalmagnetisierung 67% ihres
Maximums erreicht hat, ist die Spin-Gitter Relaxationszeit T1. Der Zusammenhang
wird mit dem letzten Term aus Gleichung 4 beschrieben. Die Losung der Bloch
Gleichung ergibt fur die longitudinale Magnetisierungskomponente M:

M,(t)=M,[(1-e"") (GL. 6)

Allgemein gilt T2 < T1. Beide Relaxationsvorgange laufen gleichzeitig ab und kénnen
durch verschiedene Messsequenzen unabhangig voneinander detektiert und digital
zu einem Bild verarbeitet werden. Die Detektion der abnehmenden Transversal-
magnetisierung erlaubt bei T2 gewichteten Bildern eine Anhebung des
Schwarzkontrasts im Bild. Flissigkeitsreiche Koérperstrukturen wie Odeme oder
Liquor cerebrospinalis (Hirnflissigkeit) werden aufgrund der langen T2 von Wasser
hell dargestellt, wahrend angrenzende Strukturen dunkler erscheinen.

T1 Messungen heben aufgrund der Zunahme der Longitudinalmagnetisierung den
Weillkontrast im Bild an. Fettreiches Gewebe wird z.B. aufgrund der schnellen
Relaxation (kurzes T1) heller dargestellt als umgebendes Gewebe. Fur
aussagekraftige Bilder muss das Relaxationsverhalten der zu untersuchenden
Korperregion bekannt sein, die richtige Bildgewichtung gewahlt und die
Messsequenz angepasst werden. Die Relaxationszeiten und die resultierende
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Signalstarke variiert mit der Anzahl der Protonen im Messbereich, der Art des
Gewebes und der Feldstarke des MR Tomographen.'14

Tab. 1: T1 und T2 Relaxationszeiten verschiedener Gewebearten bei einer Feldstarke
von 15T 1

Gewebe rel. Prot(c:)z)endlchte T4 (ms) T2 (ms)
Liquor 100 > 4000 > 2000
Hirnsubstanz Weil} 70 780 90
Hirnsubstanz Grau 85 920 100
Meningeom 90 400 80
Meningeom Metastase 85 1800 85
Fett 100 260 80

Der Patient ist bei der Messung im MRT keiner Strahlenbelastung ausgesetzt und es
sind keine Nebenwirkungen oder Spatfolgen bekannt.?526 MRT Untersuchungen
liefern auf Bildern einen sehr guten Weichteilkontrast und werden oft bei Gelenk-,
Organverletzungen und zur Untersuchung des Gehirns auf Hirntumore ange-
ordnet.?’-30 Fiir die Berechnung und den Aufbau eines Bildes sind meist Sequenzen
mit hoher Messzeit nétig. Je nach Auflésung, GroRe des Messbereichs und
verwendeter Sequenz kann eine Aufnahme mehrere Minuten dauern. Die
Sequenzenoptimierung zur Verklirzung der Messzeit und zur Verbesserung der
Bildqualitat zahlt zu den aktuellen Forschungsgebieten der MRT.3'-35 Durch die
starken Magnetfelder ist es zudem nicht mdglich wahrend der Messung metallische
Gegenstande wie z.B. Herzschrittmacher zu tragen.

1.2 Kontrastmittel

Beide bildgebende Verfahren verlangen oftmals die Verabreichung von
Kontrastmitteln um zwischen unterschiedlichen Gewebearten besser unterscheiden
zu kdnnen.

1.2.1 CT Kontrastmittel

Oftmals liegen bei Rontgenaufnahmen die Schwachungskoeffizienten von
Weichteilgewebearten so dicht beieinander, dass sie aufgrund eines &ahnlichen
Absorptionsverhaltens von Roéntgenstrahlung -und des daraus resultierenden
geringen Kontrasts- nicht zu unterscheiden sind.

lodhaltige chemische Verbindungen sind aufgrund der hohen Ordnungszahl von lod
(21 = 53) in der Lage Rontgenstrahlung gut zu absorbieren und sind daher als
Kontrastmittel fir CT Untersuchungen geeignet.'53¢ Speziell fir CT Untersuchungen
im Darm kommt auch Barium (Zsa = 56) in Form von Bariumsulfat (BaSO4) zum
Einsatz, welches vor der Untersuchung oral oder rektal verabreicht wird. Als negative
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Kontrastmittel werden Gase wie Luft oder CO2 (z.B. bei der CO2 Angiographie)
verwendet, da diese Rontgenstrahlen nicht absorbieren und deshalb auf dem Bild
schwarz erscheinen.

Gebrauchliche, intravends verabreichte Kontrastmittel in der klinischen Anwendung
bestehen aus wasserloslichen, iodhaltigen Derivaten der Benzoesaure (vgl. Tab. 2).
Ein weit verbreitetes Kontrastmittel fiur CT Untersuchungen auf dieser Basis ist
lomeprol.

OH
H
HO\/J\/N 0 o
1 |
0 OH
NH
N
OH | | o

Abb. 3: Strukturformel des kommerziell erhaltlichen klinischen Standard CT
Kontrastmittels lomeprol

Neben lomeprol liefern eine grof3e Bandbreite an kleinen Molekllen, Dimeren und
Oligomeren in CT Untersuchungen den gewlinschten Kontrast. Diese kleineren
chemischen Verbindungen auf molekularer Ebene besitzen durch ihre
Nierengangigikeit nur eine kurze Zirkulationszeit im Blut.363” Zu dem sind bei den
kommerziell erhaltlichen CT  Kontrastmitteln Nebenwirkungen wie z.B.
Ubelkeit/Erbrechen, Kopfschmerzen, Atemprobleme, Krampfe, Blutdruckschwan-
kung, Herzrhythmusstérung und allergische Reaktionen wie Juckreiz, Hautausschlag
und Schwellungen bekannt. In selteneren, schwerwiegenderen Fallen kann es zur
Schwellung des Halses, einem starkem Druckgefihl im Kopf oder zu einer
Nephropathie kommen.36.38-41

Tab. 2: Auflistung einiger gangiger CT Kontrastmittel in klinischer Anwendung

Handelsname DCI Wirkstoff Bemerkung
Imeron lomeprol lod nicht ionisch, Monomer
Ultravist lopromid lod nicht ionisch, Monomer
Xenetix lobitridol lod nicht ionisch, Monomer

Visipaque lodixanol lod nicht ionisch, Dimer
Hexabrix loxaglinsaure lod ionisch, Dimer
Barilux Bariumsulfat Barium fUrLI\J/Inatg«reSnu—([:)haurrrPg—;:akt

Die Entwicklung neuartiger CT Kontrastmittel soll bei diesen nicht unerheblichen
Nachteilen Abhilfe schaffen. Die Verwendung von polymeren Nanopartikeln anstelle
von molekularen Verbindungen hat sich Uber die letzte Dekade als mogliche
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Alternative durchgesetzt. Oberflachenmodifizierte Nanopartikel im GroRenbereich
von 30 - 150 nm haben nach intravendser Verabreichung eine relativ hohe
Zirkulationszeit im Blut.36:374243 Ein bedeutendes Beispiel fiir neuartige CT
Kontrastmittel ist das Polymer der Verbindung 2-methacryloyloxyethyl(2,3,5-
triodobenzoat), genannt MAOETIB. PolyMAOETIB besteht aus wasserunloslichen,
iodhaltigen Nanopartikeln, welche nach intravendser Verabreichung im Blut
zirkulieren.

Eine groRe Zahl an Forschungsgruppen hat mit unterschiedlichen Herangehens-
weisen polyMAOETIB in zwei verschiedenen GroRRenbereichen hergestellt.
Mikropartikel von 0,2 - 200 yum wurden mit Dispersionspolymerisation3644 und Sus-
pensionspolymerisation*®46 hergestellt. Galperin et al. synthetisierten polyMAOETIB
Partikel mit Dispersionspolymerisation und einer GréRe von 0,2 - 1,4 um.** Diese
Partikel wurden hauptsachlich zur Embolisation von Blutgefallen verwendet und
erfolgreich in den Nieren von Kaninchen getestet.*> Der Embolisationsprozess
konnte im CT bildlich dargestellt werden.

Im Gegensatz zu "grolten" Mikropartikeln haben Forschungsgruppen polyMAOETIB
Nanopartikel mit Emulsionspolymerisation hergestellt. Diese Polymerisationstechnik
wurde flr polymere Nanopartikel oft verwendet und die polyMAOETIB Partikel
konnten in verschiedenen bildgebenden Versuchen Anwendung finden. Galperin et
al. stellten z.B. 30 - 350 nm groRe Nanopartikel her und visualisierten damit
verschiedene Organe mit CT in einem Hund.#” Aviv et al. synthetisierte 30 - 50 nm
Partikel um damit Lebertumoren in Mausen und Ratten im CT zu untersuchen.*8

1.2.2 MRT Kontrastmittel

Paramagnetische und Superparamagnetische Verbindungen sind als MRT
Kontrastmittel in Verwendung, da sie im Patienten die lokalen Magnetfeld-
eigenschaften andern und mit der Magnetisierung der lokalen Protonen wechsel-
wirken.'>184% Durch diese Wechselwirkung werden sowohl die T4 als auch T2
Relaxation beschleunigt und die jeweiligen Relaxationszeiten verkurzt. Intravenos
verabreichte Kontrastmittel fur klinische MRT Untersuchungen sind hauptsachlich
Gadolinium (Gd3®*)-Komplexe.*® Gadolinium selbst ist jedoch durch seine hohe
Toxizitat bekannt und steht laut neuesten Studien mit Nephrogener Systemischer
Fibrose in Verbindung.5®5' Da Gadolinium mit 1,08 A einen &hnlichen
lonendurchmesser wie Calcium (1,14 A) hat, ist das freie Gadoliniumion (Gd®*) ein
sehr wirksamer Calciumantagonist. Es blockiert in freier Form von Calcium
abhangige Prozesse im Korper wie z.B. die Muskelfunktion, die Zellatmung, die
Blutgerinnung oder die Transmission von Nervenimpulsen. Vor einer medizinischen
Anwendung ist daher eine Komplexierung des Gadoliniums notwendig. Durch die
Bildung eines Metallkomplexes wird das Gd3*-lon stark und spezifisch gebunden und
eine Wechselwirkung mit diesen Prozessen verhindert.'* Eine Vielzahl an Liganden
erlaubt neben einer unspezifischen Anwendung von Gadolinium (z.B. DOTA, DTPA)
auch eine spezifische Anwendung fur zum Beispiel Untersuchungen der Leber (z.B.
BOPTA, EOB-DTPA) oder Bloodpool Untersuchungen (MS-325).

Aufgrund der Toxizitat von Gadolinium und aufgrund eines gewissen Restrisikos trotz
der Komplexierung arbeiten viele Forschungsgruppen an alternativen Kontrastmitteln
ohne die genannten Nebeneffekte. Ein Beispiel fur solche neuartigen Kontrastmittel
sind superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel (SPIONs), welche sich in geringer
Anzahl schon in der klinischen Anwendung durchgesetzt haben.
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Tab. 3: Liste einiger gangiger MRT Kontrastmittel in klinischer Anwendung

Handelsname DCI Wirkstoff Komplex/ Kontrast  Bemerkung
Coating
Ablavar Gad_ofosyeset— Gd* MS-325 0. To BIoonooI
trinatrium Komplex spezifisch
Gadovist Gadobutrol Gdd®* BT-DO3A T4, T2 unspezifisch
Komplex
Dotarem Gadotersdure  Gd3®* DOTA T1, T2 unspezifisch
Komplex
Magnevist | Gadopentetrat  Gd3* KDTPA T4, T2 unspezifisch
omplex
MultiHance Gadobenat Gd3* II(B OPTA T4, T2 Leberspezifisch
omplex
Primovist | Gadoxetsdure  Gd3®* EOB-DTPA T4, T2 Leberspezifisch
Komplex
Resovist Ferucarbotran  SPIO Carboxydextran T4, T2 Leberspezifisch
Coating
Endorem Ferumoxid SPIO Detha” T2 Leberspezifisch
Coating
Teslascan | Mangafodipir Mn?* KDPDP T4 Leberspezifisch
omplex

Superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel wie Fe3Os4 werden als alternatives
Kontrastmittel fir T2 Untersuchungen verwendet.%? Die magnetischen Eigenschaften
des zweiwertigen Eisens Fe?* fiihren lokal zu Feldinhomogenitaten, welche die
Dephasierung der Spins und somit die Abnahme der transversalen Magnetisierung
bei T2 Untersuchungen beschleunigt.’-18.4°

SPIONs besitzen im Gegensatz zu ferromagnetischen und ferrimagnetischen
Eisenverbindungen nur einen Weiss'schen Bezirk. Weiss'sche Bezirke sind Nano-
bis Mikrometergrof3e Bereiche, in denen die magnetischen Momente der Verbindung
parallel ausgerichtet sind. Selbst bei groRer Partikelzahl besitzen SPIONs keine
ferromagnetischen Eigenschaften und es kommt zu keiner Verstarkung eines
externen Magnetfelds. Durch geringste thermische Einwirkung kann eine Ausrichtung
der magnetischen Momente gestort werden, wodurch das Abschalten eines externen
Magnetfeldes zu einer Entmagnetisierung flihrt.52-54

FesOs Nanopartikel sollten nicht groRer als 25 nm sein um superparamagnetische
Eigenschaften zu erhalten. Es gibt eine Vielzahl an Herangehensweisen solche
Nanopartikel zu synthetisieren. Sol-Gel Prozesse, Aerosol-, Hydrothermische- und
Elektrochemische Prozesse haben Uuber die letzten Jahrzehnte an Interesse
gewonnen.%?55% Die klassische Herangehensweise ist eine Fallungsreaktion von
Eisenoxid aus zweiwertigen (Fe?*) und dreiwertigen (Fe3*) Eisensalzen in alkalischer
Losung.52.55-62
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Fe2* + 2Fe® + 80H > FesOsl + 4H20  (Gl. 7)

Um die generierten Nanopartikel vor Agglomeration zu schitzen werden
Stabilisatoren verwendet. Der Vorteil einer Fallungsreaktion ist eine relativ kurze
Reaktionszeit mit hoher Produktivitdt. Die Partikelgroe kann durch Anderung der
chemischen Parameter und der Reaktionsbedingungen gesteuert werden.

Dieser Herstellprozess ist in der Literatur weit verbreitet. Jiang et al. generierte
Nanopartikel mit einem mittleren Durchmesser von 25 nm durch Erhitzen einer
Eisen(ll)sulfat/Eisen(lll)chlorid in Anwesenheit von Harnstoff und Ammonium-
hydroxid. Als Stabilisator wurde Dextran verwendet.>’

Sun et al. synthetisierte 8 - 20 nm Fe304 Partikel unter tropfchenweiser Zugabe von
Eisen(ll)chlorid/Eisen(lll)chlorid in Ammoniak bei stetiger Durchmischung. Die
Stabilisatoren waren Natriumoleat und Polyethylenglycol.%®

Banert et al. stellte Magnetit Nanopartikel durch die Fallung von Eisen(ll)sulfat und
Eisen(lll)chlorid in Ammoniak her. Wahrend der Fallungsreaktion wurde kein
Stabilisator verwendet. Die Stabilisierung der generierten FesOs4 Agglomerate (d =
100 - 500 nm) erfolgte durch die Zugabe einer organischen Ldsung aus
Dichlormethan und Olsiure. Die Agglomerate wurden durch die Olséure
deaggregiert und stabilisiert. Die finale PartikelgroRe betrug 10 nm.5°

Fir die kontinuierliche Synthese von Fes3Os Nanopartikeln mit definierter Grofie
werden Mikroreaktoren verwendet. Mit Hilfe eines koaxialen Mischapparates gewann
Hassan et al. Fe304 Partikel mit einer GroRe von 7 nm.®° Tetramethylammonium-
hydroxid (TMAOH) wurde als alkalisches Fallungsmittel flr die Reaktion verwendet.
Der Vorteil von TMAOH ist das TMAO™* Kation, welches nach der Reaktion direkt an
die Partikeloberflache anlagert und als Stabilisator dient, wodurch kein zusatzlicher
Stabilisator notwendig ist. Jedoch ist TMAOH hochgiftig fur lebende Organismen.
Salazar-Alvatez et al. synthetisierte Partikel mit einer Grofe von 2 - 7 nm durch eine
Fallungsreaktion mit Hilfe eines Mikroreaktors mit verschiedenen Injektions- und
Flussmdglichkeiten. Die Abhangigkeit der Partikelgrole von verschiedenen
Reaktionsparametern ist hier sehr gut beschrieben. b’

1.2.3 Duale Kontrastmittel

Die Kombination von CT- und MRT-Kontrastmitteln zu einem dualen Kontrastmittel
konnte erhebliche Vorteile mit sich bringen. Im CT kann die Untersuchungsdauer bei
Bedarf wesentlich verkirzt werden, welche im MRT relativ lang ist. Die MRT liefert
hochauflésende Bilder ohne den Patienten den gesundheitsschadlichen Rontgen-
strahlen bei einer CT Untersuchung auszusetzen.'72526 Auch die Starken bei der
bildlichen Darstellung des menschlichen Korpers liegen fir beide Verfahren in
verschiedenen Bereichen (CT - Lunge/Thorax, Knochen, Tumordiagnose; MRT -
Weichteile, Hirntumore).'27-30 Eine unmittelbare Uberlagerung der Bilddaten kann
zum Beispiel die Diagnose komplexer Gelenkfrakturen oder die Metastasensuche
vereinfachen. Die Herstellung dualer CT/MRT Kontrastmittel wurde daher von
einigen Arbeitsgruppen untersucht.

40 - 200 um Core/Shell Mikropartikel bestehend aus einem Kern aus MAOETIB und
einer y-Fe2Os Hullle wurden von Aviv et al. mit Suspensionspolymerisation
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hergestellt. Wie polyMAOETIB Mikropartikel wurden diese Partikel fir Embolisations-
prozesse verwendet und erfolgreich in der Niere einer Ratte getestet.*®

Galperin et al. synthetisierte Core/Shell Nanopartikel mit y-Fe203 als magnetischen
Kern und einer rontgendichten MAOETIB Hulle. Eisenoxid mit d = 15 nm wurde hier
in wassriger Umgebung durch Emulsionspolymerisation von MAOETIB umschlossen.
Die finale PartikelgroRe betrug 50 - 60 nm.%3

Eine weitere Moglichkeit Eisenoxidnanopartikel mit Polymeren zu umschlieen ist
eine Losung aus PMMA mit fein dispergiertem Fe3Os4 und anschlieRender
Spruhtrocknung. Banert et al. generierte mit PMMA umschlossene Fe3Os
Nanopartikel mit einer GréRe von 15 nm.5°

Durch die Funktionalisierung von Nanopartikeln fir eine gezielte Anreicherung in
bestimmtem Korpergewebe ist in den letzten Jahrzehnten ein neues Forschungs-
gebiet entstanden. Funktionalisierte Nanopartikel konnen nach intravendser
Verabreichung als Drug Carrier im menschlichen Korper eingesetzt werden. Die
Partikel gelingen Uber Blutbahn an den gewlinschten Ort und werden dort gezielt
aufgenommen. Mehrere  Forschungsgruppen arbeiten an  Mikro- und
Nanopartikelfunktionalisierung flir eine gezielte Verabreichung von Medikamenten,
wodurch akkuratere Diagnosen und Therapien mit geringerer Medikamentendosis
durchgefiihrt werden kénnen52.56.:64-73

1.3 Ziel der Arbeit

Medizinische Bildgebungsverfahren bieten eine Vielzahl an Optimierungs-
madglichkeiten, wie z.B. die Reduktion der Strahlendosis (CT) und die Verkirzung der
Messzeiten (MRT).81231-35 Durch eine Kombination der Apparatetechnik kann unter
Schonung des Patienten das Leistungsvermoégen beider Verfahren gesteigert und die
Diagnose komplexer Frakturen in Gelenken, Tumorlokalisationen und die
Metastasensuche vereinfacht werden.-25-30

So hat sich Uber die letzte Dekade auch die Forschung nach neuen Kontrastmitteln
fur kombinierte CT und MRT Untersuchungen in Form von Nanopartikeln etabliert.
Diese Nanopartikel sind fur Organismen toxikologisch unbedenklicher als
konventionelle Kontrastmittel, zirkulieren Uber einen langeren Zeitraum im Blut und
die Gesundheit des Patienten wird durch Minimierung von Nebenwirkungen und
Dosis geschont.36-41.50.51 Die Herstellung solcher Kontrastmittel auf Nanopartikelbasis
ist mit polyMAOETIB (CT) und Eisenoxid (MRT) sowohl als eigenstandige
Kontrastmittel als auch in kombinierter Form prinzipiell moglich. Die Wahl eines
geeigneten Herstellprozesses und dessen Optimierung soll in dieser Arbeit das
Potential dieser neuartigen Kontrastmittel starken. Die Nanopartikel sollen in ihrer
Effizienz mindestens gleichwertig mit dem klinischen Standard sein.

Ziel der Arbeit ist die Herstellung eines dualen CT/MRT Kontrastmittels in Form von
Core/Shell Nanopartikeln. Als T2 Kontrastmittel fir MRT Untersuchungen sollen mit
einem alkalischen Fallungsprozess superparamagnetische FezOs4 Nanopartikel mit
einer einheitlichen GréRe von 7 - 10 nm hergestellt werden. Als CT Kontrastmittel
sollen quervernetzte polyMAOETIB Nanopartikel mit Mikroemulsionspolymerisation
synthetisiert werden. Die Polymernanopartikel sollen in ihrer Gro3e einheitlich sein.

11
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines polyMAOETIB Partikels; die Polymerketten
(Schwarz) sind mit Ethylenglycoldimethacrylat (rot) quervernetzt und bilden einen
spharischen Nanopartikel

Die Fes3Os4 Partikel sollen mit Mikroemulsionspolymerisation von polyMAOETIB
umschlossen werden um ein duales Kontrastmittel in Form von Core/Shell
Nanopartikeln (FesOs@MAOETIB) zu erhalten. Der Prozess soll eine prazise
Steuerung der finalen PartikelgroRe im Bereich von 50 - 250 nm erlauben um das
Kontrastmittel individuellen Anforderungen anpassen zu kénnen und eine hohe
Zirkulationszeit des Kontrastmittels im Blut zu gewahrleisten. Die Zusammensetzung
der dualen Partikel soll mit Hilfe des FesO4/MAOETIB Verhaltnisses variiert und der
Kontrast in CT und MRT bildlich dargestellt werden.
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Abb. 5: Schematische Darstellung eines FezsO4@MAOETIB Nanopartikels; die Fe3O4
Partikel (schwarze Kugeln; d < 10 nm) sind von den mit Ethylenglycoldimethacrylat
(rot) quervernetzten polyMAOETIB Polymerketten (schwarz) umschlossen

Der Gesamtprozess soll mit Hilfe der Reaktionsparameter optimiert werden um eine
Weiterverarbeitung zu einem medizinisch anwendbaren dualen Kontrastmittel zu
ermoglichen. Die Aufarbeitung der dualen Partikel zu einer stabilen wassrigen
Dispersion soll untersucht, optimiert und exemplarisch an Zellen auf Biokompatibilitat
getestet werden. Eine Funktionalisierung der Partikeloberflache soll die Modifikation
der Partikel fur eine gezielte spezifische Aufnahme durch die Zellen, und somit eine
Tumorakkumulation der Partikel ermdglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Herstellverfahren

In diesem Kapitel werden die einzelnen Prozesse der Nanopartikelherstellung
ausfuhrlich beschrieben.

2.1.1 Entgasung von Wasser

Das fur alle die Experimente verwendete VE Wasser wurde vor jedem Prozessschritt
mit Argon begast (flr 15 Minuten und einem Druck von 1 bar durch eine Kapillare mit
einem Innendurchmesser von di = 1 mm) um den geldosten Sauerstoff zu
desorbieren.

Das Arbeiten in sauerstofffreier Umgebung ist essentiell wichtig fur die Stabilitat des
gesamten Prozesses. Fe3O4 neigt in Anwesenheit von Sauerstoff zur Oxidation.”
Sauerstoff ist zudem in der Lage Radikale abzufangen, wodurch es zu einem
Abbruch der Polymerisationsreaktion kommt.”> Zur Sicherstellung einer
sauerstofffreien Umgebung im Reaktionssystem wurde experimentell der
Sauerstoffgehalt von 100 ml Wasser unter Begasung mit Argon uber einen Zeitraum
von 15 Minuten ermittelt. Der Sauerstoffgehalt im VE Wasser konnte von 8 mg/l auf
0,1 mg/l reduziert werden. Die Ergebnisse befinden sich im Anhang A1.

2.1.2 Fe304 Nanopartikel Synthese

Salzsaure (HCI) 0,1 mol/l wurde fur 15 Minuten mit Argon begast. Eisen(ll)chlorid
(16,6 mg; 33,3 mmol) und Eisen(lll)chlorid (45,1 mg; 66,7 mmol) wurden mit einem
molaren Fe3*/Fe?* Verhdltnis von 2:1 in 25 ml HCI gelést. Die
Gesamteisenkonzentration betrug 0,01 mol/l. 10 ml dieser Stammlésung wurden mit
einer Spritze Uber eine PTFE-Leitung (di = 0,17 mm) bei einer konstanten Flussrate
von 2 ml/min unter standigem RuUhren und unter Argonatmosphare in 10 ml
Ammoniaklésung 25 % mit 3 mg/ml Natriumoleat Uberfuhrt.

Nachdem die Fe?*/Fe3* Stammldsung in die Ammoniak-/Natriumoleatldsung injiziert
war, wurden die Partikel durch Zentrifugieren (10 Minuten, 14000 min-'; 15500 G)
abgetrennt, mit 300 pl Olséure versetzt und fir 10 Minuten unter Argonatmosphare
auf 100°C erhitzt, um das Uberschissige Wasser zu entfernen und den
Phasentransfer in die organische Phase durchzufiihren. Das Volumen der Olsaure
war mit 300 pl fur alle durchgefihrten Versuche unabhéngig von der darin
enthaltenen Eisenoxidmenge konstant, um eine konstante organische Phase bei der
Mikroemulsionspolymerisation zu gewahrleisten.

13
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2.1.3 polyMAOETIB Nanopartikel Synthese

VE Wasser wurde fur 15 Minuten mit Argon begast. Das Tensid wurde in neun
Gramm Wasser (500 mmol) gelost, die Tensidmenge kann je nach gewulnschter
PartikelgréfRe variieren. Durch kurzes Erhitzen des Gemischs Uber ca. 60°C wird der
Krafft-Punkt erreicht und das Tensid I6st sich unter Bildung von Mizellen vollstandig
auf. Beim Kuihlen auf Raumtemperatur bleiben alle Tensidmolekile vollstandig
gelost.

Zur Herstellung von 1 g hydrophober MAOETIB Monomer Lésung wurden 0,18 g (0,3
mmol) MAOETIB in 0,8 g (8,68 mmol) Toluol geldst. Zusatzlich wurden 0,02 g (0,1
mmol) EGdIMA als Quervernetzer fur das MAOETIB Polymer zugegeben, dies
entspricht einer Menge von 10 % w/w bezogen auf MAOETIB. Azobisisobutyronitril
(AIBN) wurde im molaren Verhaltnis von 1:500 zugegeben; das Verhaltnis bezieht
sich auf die Einsatzmenge MAOETIB. AIBN 0,0048 g (5,9x10* mmol) wurde hierzu
in 1 ml Toluol gelést und 20 ul der Lésung zu 1g hydrophober MAOETIB Monomer
Lésung pipettiert. Ein Gramm der organischen Toluol/Monomer Lésung wurde zu
den 9 g Wasser/Tensid zugegeben.

Anschlieend wurde die wassrig/organische Komponentenmischung unter
Argonatmosphare fiir 5 Minuten mit einem Ultraturrax bei 25000 min' dispergiert,
sodass sich (Toluol/MAOETIB)/Tensid Mizellen in Wasser bildeten. Die Dispersion
wurde dann luftdicht unter Argonatmosphare verschlossen und fuir 5 Stunden auf
70°C erhitzt.

2.1.4 Fe304@MAOETIB Nanopartikel Synthese

VE Wasser wurde fur 15 Minuten mit Argon begast. Das Tensid wurde in neun
Gramm Wasser (500 mmol) geldst, die Tensidmenge kann je nach gewilnschter
PartikelgréfRe variieren. Durch kurzes Erhitzen des Gemischs Uber ca. 60°C wird der
Krafft-Punkt erreicht und das Tensid I6st sich unter Bildung von Mizellen vollstandig
auf. Beim Kuhlen auf Raumtemperatur bleiben alle Tensidmolekile vollstandig
gelost.

Zur Herstellung von 1 g hydrophober MAOETIB Monomer Losung wurden 0,18 g (0,3
mmol) MAOETIB in 0,8 g (8,68 mmol) Toluol geldst. Zusatzlich wurden 0,02 g (0,1
mmol) EGdIMA als Quervernetzer fur das MAOETIB Polymer zugegeben, dies
entspricht einer Menge von 10 % w/w bezogen auf MAOETIB. AIBN wurde im
molaren Verhaltnis von 1:500 zugegeben; das Verhaltnis bezieht sich auf die
Einsatzmenge MAOETIB. AIBN 0,0048 g (5,9%10 mmol) wurde hierzu in 1 ml Toluol
gelést und 20 pl der Lésung zu 1g hydrophober MAOETIB Monomer Losung
pipettiert. Der organischen Phase wurden 300 pl Olsdure + FesOs Nanopartikel
zugesetzt. 1,3 g der organischen Toluol/Monomer/Fe304 Losung wurde zu den 9 g
Wasser/Tensid zugegeben.

AnschlieRend wurde die wassrig/organische Komponentenmischung unter
Argonatmosphare fur 5 Minuten mit einem Ultraturrax bei 25000/min dispergiert,
sodass sich (Toluol/MAOETIB/Fe304)/Tensid Mizellen in Wasser bildeten. Die
Dispersion wurde dann luftdicht unter Argonatmosphare verschlossen und fir 5
Stunden auf 70°C erhitzt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Gesamtprozesses (Fe3Os Partikelsynthese
und FesO4@MAOETIB Synthese)

2.1.5 Aufbereitung der Polymerpartikel

Nach der Polymerisation gab es zwei Moglichkeiten die Partikel aufzubereiten um
das Tensid und Losungsmittel zu entfernen. Die Partikel konnten einerseits mehrfach
zentrifugiert (10 Minuten; 14000 min-'; 15500 G) und in Wasser redispergiert werden.
Alternativ wurden die 0,2 g polyMAOETIB bzw. FesO4@MAOETIB in 50-100 ml THF
geldst/gequollen, bis keine zweite Phase mehr zu erkennen war. Durch die Zugabe
von 200 ml MeOH fallen die gelésten Nanopartikel als grof3e 2 - 5 um Aggregate aus.
Die Aggregate der Polymernanopartikel sedimentierten und das in THF/MeOH
geloste Tensid wurde dekantiert. Die sedimentierten Partikel wurden erneut in 50 ml
THF geldst/gequollen und mit einer Vollpipette in 200 ml H20 gefallt. Nachdem das
THF thermisch entfernt wurde, wurden die Partikel mit einem 0,8 um Filter Gber eine
Drucknutsche filtriert. Die gewulnschte Partikelkonzentration konnte durch
thermisches Entfernen von H20 erreicht werden. Durch die Zugabe von Salzen wie
Natriumchlorid (9 g/l NaCl) oder die Zugabe von Phosphatpuffer (PBS 8 g/l
Natriumchlorid, 0,2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat, 1,15 g/l Dinatriumphosphat, 0,2
g/l Kaliumchlorid; pH 7,1 - 7,5) konnte eine isotone Dispersion hergestellt werden.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Partikelaufbereitung

2.2 Funktionalisierung der FesO4@MAOETIB Partikel

Zur Funktionalisierung der Partikeloberflache wurden der organischen Phase 0,1 %
w/w (bezogen auf die Monomerkonzentration) des Co-Monomers 2-[(3,4,7)-1,3-
dioxo-1,3,3,4,7,7-hexahydro-2H-4,7-epoxyisoindol-2-yl]ethyl-2-methylprop-2-enoate
zugegeben. Das Maleimid der Verbindung ist durch eine Furangruppe geschutzt. Die
Furangruppe konnte nach der Reaktion bzw. nach dem Aufbereitungsprozess aus
Kapitel 2.2.2 durch Erhitzen auf 95°C fir 60 Minuten abgespalten werden.

Die Partikel wurden nach der Entschutzung des Maleimids durch Zugabe des
synthetischen Somatostatin Analogon H-Cys-D-Phe-c(Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys)-
Thr-OH (Cystein-Tyr3-Octreotate bzw. Cys-TATE) ({ber eine Thiolgruppe
funktionalisiert. Cys-TATE wurde den Partikeln im molaren Verhaltnis 1:1 bezogen
auf das Co-Monomer zugegeben.

Cys-TATE (0,1 mmol) wurde nach einem Standard Fmoc-basierten
Peptidfestphasensyntheseweg mit Hilfe eines fur 60 Minuten in DCM
(Dichlormethan) gequollenen Fmoc-Thr(fBu)-Wang Harz hergestellt.”®7® 4 eq. der zu
koppelnden Aminosaure wurden mit 3.9 eq. HBTU (N,N,N’,N'-tetramethyl-O-(1H-
benzotriazol-1-yl)uroniumhexafluoro-phosphat) und 4 eq. DIPEA (N,N-
diisopropylethylamin) in 2 ml DMF (Dimethylformamid) gelést und flir 2 Minuten
aktiviert und danach fur 30-40 Minuten dem Harz zur Kopplung der Aminosaure
zugesetzt. Nach der Kopplungsreaktion wurde das Harz dreimal mit DMF gewaschen
um die Uberschissige Aminosaure zu entfernen.

Zur Fmoc Abspaltung wurde das Harz fir 7 Minuten mit 2 ml Piperidin:DMF im
Verhaltnis 1:1 versetzt (1x2 Minuten und 1x5 Minuten).

Die Cyclisierung der fertigen Cys-TATE Peptidsequenz erfolgt durch Zugabe von
TI(I)-trifluoroacetat (4 eq.) geldst in 2 ml DMF fur 45 min. Nach der Cyclisierung
wurde die endstandige Fmoc-Gruppe abgespalten und Fmoc-Cys(Trt)-OH gekoppelt
(Kopplungsbedingungen s.o.). Das Harz mit dem Peptid wurde nun dreimal mit DCM
gewaschen und unter Vakuum getrocknet.
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Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgte mit 1 ml TFA (Trifluoressigsaure):EDT
(1,2-ethandithiol):Anisol im Verhaltnis 9:8:2 fur eine Stunde. Das Peptid wurde dann
in Diethylether gefallt, getrocknet und mit semipraparativer HPLC (Gradient: 15 - 20
% MeCN + 0.1% TFA in 2,2 min) aufgereinigt und nach einer Gefriertrocknung als
weiler Feststoff isoliert.

2.3 In Vitro Zellversuche

AR42J Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (ohne HEPES) bei 37°C und 95 %
Luftfeuchtigkeit in einer 5 %-igen CO2 Atmosphare gezichtet. Das Medium wurde mit
20 % Fetal Calf Serum (FCS) und 5 % L-Glutamin versetzt. Die gezichteten Zellen
wurden auf vier Wells mit einer Zellzahl von 1,5 x 10° Zellen/Well ausgesat.

Vier FesOs@MAOETIB Stammlésungen mit 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml und
800 pg/ml wurden vorbereitet. Ein Milliliter jeder Stammlosung wurde zum
zugehdrigen Well zugegeben und die Zellen wurden fir 20 Stunden bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Stammldsungen mit einer Pipette
abgezogen und die Zellen dreimal mit einem Milliliter Phosphatpuffer (PBS 8 gl
Natriumchlorid, 0,2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat, 1,15 g/l Dinatriumphosphat, 0,2
g/l Kaliumchlorid; pH 7,1 - 7,5) gewaschen. Die Zellen wurden dann mit einem
Milliliter Trypsin/EDTA 0,25 %/0,02 % (w/v) vom Well gelést, nochmals mit 0,5 ml
Trypsin/EDTA nachgespult und in ein 1,5 ml Testréhrchen gegeben (ein
Testrohrchen pro Well). Die vier Testrohrchen wurden bei 1500/min zentrifugiert und
die Zellen dreimal mit 4 % Formaldehyd gewaschen.

Die Versuche wurden sowohl mit Cys-TATE funktionalisierten, als auch mit
unbehandelten FesO4@MAOETIB Partikeln durchgefuhrt. Die Experimente wurden
insgesamt dreimal wiederholt und die Zellen anschlieBend fir jede
FesO4@MAOETIB Konzentration in einem 1,5 ml Testrohrchen gesammelt um eine
angemessene Zellzahl (4,5 x 10° Zellen pro Testréhrchen) fiir die bildliche
Darstellung im CT und MRT zu haben.

2.4 Messgerate zur Charakterisierung der Partikel

Nach der Herstellung wurden die Partikel mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) mit
einem Malvern Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments Ltd.; WR14 1XZ Malvern,
Vereinigtes Konigreich) untersucht. Das Gerat war mit einem 633 nm Laser
ausgestattet und der Detektionswinkel des gestreuten Lichts betrug 90°. Fir alle
Messungen wurde eine rechteckige 10 x 10 mm Glaskulvette aus Quarzglas mit vier
klaren Seiten verwendet.

Fir die Aufreinigung der Partikel wurde eine MPW-251 Zentrifuge (MPW Med.
Instruments; 04-373 Warschau, Polen) mit 14000 min-! und dem zugehérigen Rotor
MPW 11715 (15500 G) verwendet. Der Rotor fasst 10 x 10 ml Zentrifugenréhrchen
mit einem Winkel von 30°.

17



Material und Methoden

Die XRD Messungen wurden mit einem Bruker D8 Advance Diffraktometer (Bruker
AXS GmbH; 76187 Karlsruhe, Deutschland) von der Firma hte GmbH in Heidelberg
durchgefuhrt. Das Gerat war ausgestattet mit einem Lynxeye XE 1D-Detektor
(Parameter - Voltage: 40kV, Current: 40mA; Step size: 0.02°, scan speed 0.2s/step;
Soller slits [primary side]: 2.5°; Soller slits [secondary side]: 2.5°; Divergence slit:
0.17°). Die Anode der Rontgenrdhre bestand aus Kupfer. Ein Nickel-Filter wurde
verwendet um die Kg Strahlung zu dampfen.

Zur bildlichen Darstellung der Core/Shell Partikel wurde das Transmissions-
elektronenmikroskop (TEM) Zeiss LIBRA 120 (Carl Zeiss Microscopy GmbH; 07745
Jena, Deutschland) verwendet. Die Messungen wurden am Fraunhofer ICT-IMM in
Mainz durchgeflhrt. Die Elektronenenergie betragt 120 kV. Zusatzlich wurden die
Partikel mit einem Atomic Force Microscope (AFM) MFP-3D Origin (Asylum
Research/Oxford Instruments; OX13 5QX Abingdon, Vereinigtes Konigreich)
abgebildet. Die Resonanzfrequenz der Cantilever betrug 70 kHz mit der
Programmeinstellung Intermediate Contact Mode.

CT Bilder wurden mit einem SOMATOM Force Computertomographen (Siemens
Healthineers; 91052 Erlangen, Deutschland) im Universitatsklinikum Mannheim
aufgenommen. Die Rotationszeit der Rontgenapparatur betrug 1 s und die
Vorschubgeschwindigkeit des Tisches war auf 0,2 m/s eingestellt. Die MRT
Aufnahmen wurden mit einem Magnetom Skyra (Siemens Healthineers; 91052
Erlangen, Deutschland) mit einer Feldstarke von 3 T im Universitatsklinikum
Mannheim durchgeflhrt. Die T2 Bilder wurden mit einer 2D Spin Echo Sequenz
aufgenommen und die Echozeit variiert (Parameter: TR/FA = 5000ms/90°; matrix-
size = 128 x 180; FoV = 143 mm x 230 mm); 20 slices, slice thickness 2 mm).

Fur die Aufreinigung des Peptids mit HPLC wurde eine Dionex UltiMate 3000
(Thermo Scientific; 64293 Darmstadt, Germany) verwendet. Die HPLC war mit einer
Chromolith Performance Saule (RP;18e, 100 - 4.6 mm, Merck; 64293 Darmstadt,
Deutschland) und einer semipraperativen Chromolith Saule (RP;18e, 100 - 10 mm,
Merck; 64293 Darmstadt, Deutschland) ausgestattet und wurde mit einer
Flussgeschwindigkeit von 4 ml/min betrieben. Zur Detektion wurde der Multiple
Wavelength Detektor MWD-3000 mit einer Datenerfassungsrate von 100 Hz
verwendet.

18



Material und Methoden

2.5 Verwendete Chemikalien

Die folgenden Chemikalien sind kommerziell erhaltlich und wurden ohne weitere

Aufbereitung verwendet.

Tab. 4: Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Abkiirzung Reinheit Hersteller
1,2-Ethandithiol EDTA 298 % Sigma Aldrich
2-Methacryloyloxyethyl(2,3,5-triiodobenzoat) MAOETIB - Petersen Worms
Acetonitril MeCN 299,9 % J.T. Baker
Ammoniak NH; 25 % AppliChem
Anisol - 299 % Carl Roth
Azobisisobutyronitril AIBN 98 % Sigma-Aldrich
Brij 35 - H,0 <4 % Carl Roth
Cetylpyridiniumchlorid CPC 298 % Carl Roth
Cetyltrimethylammoniumbromid CTAB 298 % Sigma-Aldrich
Cetyltrimethylammoniumchlorid CTACI 96 % Alfa Aesar
Chlorbenzol - >99 % Merck
Dichlormethan DCM >99,5 % Carl Roth
Diethylether - 99,50% Acros
Dublecco’s Phosphatpuffer PBS - Sigma Aldrich
Eisen-(ll)-chlorid Tetrahydrat Fe?* 299 % Sigma-Aldrich
Eisen-(Ill)-chlorid Hexahydrat Fe® 98,0 - 102 % Sigma-Aldrich
Ethylenglykoldimethacrylat EGdiMA 98 % ABCR
Fmoc-Cys(Acm)-OH - 299 % Novabiochem
Fmoc-Cys(Trt)-OH - 299 % Novabiochem
Fmoc-D-Phe-OH - 299 % Novabiochem
Fmoc-D-Trp(Boc)-OH - 299 % Novabiochem
Fmoc-Lys(Boc)-OH - 299 % Novabiochem
Fmoc-Thr(tBU)-OH - 299 % Novabiochem
Fmoc-Thr(tBu)-Wang - 299 % Novabiochem
Fmoc-Tyr(tBu)-OH - 299 % Novabiochem
Formaldehyd - 37 % Carl Roth
N,N-Diisopropylethylamin DIPEA 99,5 % Sigma-Aldrich
N,N-Dimethylformamid DMF 299,8 % Carl Roth
Natriumdodecylsulfat SDS >99 % Bernd Kraft
Natriumoleat SO 299 % Sigma-Aldrich
tetram(z-tﬁlleljlrz%tiﬂ?nzﬁgémjrlﬁ;)’:;;r,:la’]; HBTU >89 % Carl Roth
Olsaure - 299 % Carl Roth
Piperidin - 299.5 % Carl Roth
Salzsaure HCI 0,1 mol/l Carl Roth
Thallium(Ill)trifluoracetat - techn. Sigma Aldrich
Toluol - 299,5 % Carl Roth
Trifluoressigsaure TFA 299,9 % Carl Roth
Trypsin/EDTA - ?Vﬁf) %/0,02 % Biochrom
Tween 20 - H,0 <3 % Carl Roth
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3 ERGEBNISSE

3.1 Fes304 Nanopartikelsynthese

Die Eisenoxid Nanopartikel wurden Uber eine Fallungsreaktion synthetisiert. Eine
Fe?*/Fe3*-Stammlésung wurde (iber eine Spritzenpumpe bei konstanter Flussrate in
ein basisches Fallungsmittel (Ammoniak) unter Bildung von Fe3Os4 Nanopartikeln
injiziert. AnschlieBend wurden die Partikel dreimal zentrifugiert und in Wasser
redispergiert um das Ammoniak und das Tensid zu entfernen. Die gewaschenen
Partikel wurden unter Zugabe von Olsdure in einem Becherglas auf 100°C erhitzt um
das Restwasser zu entfernen und die Partikel in die organische Phase zu
Uberfahren.

3 x Zentrifugieren
(entfernen von
Ammoniak + Ammoniak + Tensid)
Tensid

Abb. 8: Schematische Darstellung der Fe3sO4 Synthese

Nach der Herstellung und vor der Uberfiihrung in die organische Phase wurden die
Partikeldurchmesser mit dynamischer Lichtstreuung bestimmt. Der Prozess wurde
durch Variation der Reaktionsparameter evaluiert und optimiert.

3.1.1 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit wurden sechs identische Experimente
durchgefuhrt und die PartikelgroRen mit dynamischer Lichtstreuung gemessen. Die
Fe?*/Fe3* Konzentration (0,01 mol/l), die Ammoniak Konzentration (25 % w/w) und
die Ruhrergeschwindigkeit (1400/min) waren konstant. Die Einsatzmenge
Natriumoleat (SO) wurde fur insgesamt zwei Versuchsreihen konstant gehalten bei
zwei typischen Konzentrationen von entweder yso = 5 mg/ml oder yso = 3 mg/ml.

Tab. 5: Liste der Versuchsreihen mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen zur
Evaluierung der Reproduzierbarkeit der FesO4 Nanopartikelsynthese.

. yso CFe2+/Fe3+ N WNH3 Anzahl
Versuchsreihe| il [molf] [min]  [%ww] Versuche
3 0,01 1400 25 6
2 5 0,01 1400 25 6
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Die Grofle der Partikel wurde mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt. Die in
Abbildung 9 dargestellten Partikelgrof3en sind Mittelwerte aus drei DLS Messungen
mit der Standardabweichung der drei ermittelten PartikelgroRen als Fehlerbalken.

140

T 120 = ©
£ T 0] 1
5 100 ) = ¢
é 80 03 mg/ml SO
S
_§ 60 ©5 mg/ml SO
g 40
5
& 20

0 ? i . i . .

1 2 3 4 5 6

Versuch

Abb. 9: PartikelgroRe von Fe3Os Nanopartikeln aus sechs gleichen Experimenten.
Reproduzierbarkeit der Fe3Os Synthese mit yso = 5 mg/ml und yso = 3 mg/ml und
sonst gleichen Reaktionsbedingungen (nre2+Fez+ = 0,01 mol/l; xnuz = 25 %;
1400/min); die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich auf eine
gemittelte PartikelgroRe aus drei DLS Messungen derselben Probe

Fur beide Versuchsreihen sind in Abbildung 9 von Versuch 1 - 6 nur geringe
Abweichungen der Datenpunkte zu erkennen. Auch die Fehlerbalken sind sehr
schmal, aus drei DLS Messungen ergab sich nur eine geringe Abweichung der
PartikelgrolRe. Die gemittelte PartikelgroRe aus den sechs Datenpunkten mit yso = 5
mg/ml betrug 7,4 nm mit einer Standardabweichung von 1 nm. Fir yso = 3 mg/ml
betrug die mittlere PartikelgroRe 110 £ 7 nm. Durch Réntgenbeugungsmessungen
(XRD-Messungen) konnte die Synthese von FesOs bestatigt und die Bildung von
Fe203 als oxidiertes Nebenprodukt ausgeschlossen werden. Im XRD Spektrum war
die kristalline Struktur von Fe3zO4 mit amorphem Anteil zu erkennen. Das Spektrum
befindet sich im Anhang A2.

3.1.2 Variation der Stabilisatormenge

Als Stabilisator wurde im Reaktionssystem Natriumoleat (SO) verwendet. Zur
Untersuchung des Einflusses der Stabilisatormenge auf die PartikelgroRe wurden
funf Experimente mit funf verschiedenen Natriumoleat Konzentrationen bei sonst
gleichen Reaktionsbedingungen durchgefihrt.
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Tab. 6: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Stabilisatorvariation bei der Fe3Oa4
Synthese mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen.

Versuch [mf/%u CESO’T/E ' [m[i\:ﬁ] % wi]
1 1 0,01 1400 25
2 2 0,01 1400 25
3 3 0,01 1400 25
4 4 0,01 1400 25
5 5 0,01 1400 25

Die PartikelgréRen wurden nach der Reaktion mit DLS bestimmt und die Ergebnisse
der Versuche sind im Diagramm in Abbildung 10 dargestellt.
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Abb. 10: Partikelgrole von Fes3Os4 unter Variation der Natriumoleat (SO)
Konzentration und sonst gleichen Reaktionsbedingungen (nre2+/Fe3+ = 0,01 mol/l; XNH3
= 25 %; 1400/min); die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich
auf eine gemittelte PartikelgroRe aus drei DLS Messungen derselben Probe

Die Versuche zeigten eine Abhangigkeit der Partikelgrofde von der Natriumoleat (SO)
Konzentration. Durch das Anheben der Konzentration nahm die PartikelgroRe ab.
Die PartikelgroRe war in den Experimenten von 7 nm bis 246 nm sehr gut variierbar.
Zwischen yso = 3 mg/ml und yso = 4 mg/ml war ein Sprung in der Partikelgrof3e zu
sehen, hier nimmt die PartikelgroRe von 126 nm auf 12 nm ab.

3.1.3 Variation der FeZ*/Fe3* Gesamteisenkonzentration

Der Einfluss der Fe?*/Fe3* Konzentration auf die PartikelgroRe wurde mit Hilfe von
funf Experimenten untersucht. Das molare Verhaltnis wurde fir alle Experimente
konstant gehalten bei 2:1 (Fe®'/Fe?*) und die Gesamteisenkonzentration wurde bei
sonst gleichen Reaktionsbedingungen mit finf verschiedenen Konzentrationen
variiert. Die PartikelgroRe wurde mit DLS nach der Reaktion bestimmt.
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Tab. 7: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der Fe?*/Fe3*
Gesamteisenkonzentration bei der FesOs Synthese mit Einsatzmengen und
Reaktionsbedingungen.

Yso CFe2+/Fe3+ N WNH3
versuch | roimi]  [moll] minl [% wiw]
1 5 0,005 1400 25
2 5 0,01 1400 25
3 5 0,02 1400 25
4 5 0,03 1400 25
5 5 0,04 1400 25
400
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Abb. 11: Partikelgrofte von Fe3O4 unter Variation der Fe?*/Fe3* Stammkonzentration
mit sonst gleichen Reaktionsbedingungen (yso = 5 mg/ml; xnH3 = 25 %; 1400/min);
die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich auf eine gemittelte
PartikelgrofRe aus drei DLS Messungen derselben Probe

In Abbildung 11 ist die mit DLS gemessene PartikelgroRe der FesOs Partikel in
Abhangigkeit der Fe?*/Fe3* Stammkonzentration dargestellt. Die PartikelgroRe nahm
mit zunehmender Stammkonzentration zu. Bei niedrigen Fe?*/Fe3* Konzentrationen <
0,01 mol/l bildeten sich Nanopartikel mit d = 7 nm. Von 0,01 mol/l auf 0,02 mol/l stieg
die gemessene Partikelgrofle sprunghaft von 7 nm auf 89 nm an. Eine stetige
Erhéhung der Konzentration auf maximal 0,04 mol/l hatte einen Anstieg der
Partikelgrofe bis zu 330 nm zur Folge.

3.1.4 Variation der Ruhrergeschwindigkeit

Ein weiterer Parameter zur Optimierung des Prozesses der FesO4
Nanopartikelsynthese war die Ruhrergeschwindigkeit. Die Fallungsreaktion wurde in
funf Versuchen bei verschiedenen RuUhrerdrehzahlen und sonst gleichen
Reaktionsbedingungen durchgefuhrt. Die Partikel wurden nach der Herstellung mit
DLS untersucht.
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Tab. 8: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der Ruhrergeschwindig-
keit bei der FesO4 Synthese mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen.

yso CFe2+/Fe3+ N WNH3
versuch | rogimll  [moll]  [min']  [% wiw]
1 5 0,01 600 25
2 5 0,01 800 25
3 5 0,01 1000 25
4 5 0,01 1200 25
5 5 0,01 1400 25
200
Ewo 2 & ?
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é 80
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Abb. 12: PartikelgréRe von FesOs unter Variation der Ruhrergeschwindigkeit bei
sonst gleichen Reaktionsbedingungen (yso = 5 mg/ml; nrez2+/Fe3+ = 0,01 mol/l; xnHz =
25 %); die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich auf eine
gemittelte PartikelgroRe aus drei DLS Messungen derselben Probe

Abbildung 12 zeigt die Abhangigkeit der PartikelgroBe von der
Ruhrergeschwindigkeit. Die Partikelgrofie erstreckte sich insgesamt von 6 nm bis
171 nm. Eine Reduktion der maximalen Rihrerdrehzahl (1400 min-') auf 1200 min-!
hatte durch die verminderte Durchmischung einen signifikanten Anstieg der
PartikelgroRe von 6 nm auf 139 nm zur Folge. Bei weiterer Reduktion der
Ruhrergeschwindigkeit anderte sich die PartikelgréRe nur unwesentlich und es ist
kein eindeutiger Trend zu erkennen.
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3.2 polyMAOETIB Nanopartikelsynthese

In Kapitel 3.2 sind die Ergebnisse fir die Herstellung von polyMAOETIB
Nanopartikeln mit Mikroemulsionspolymerisation und ohne die Zugabe von FesO4
beschrieben. Das MAOETIB Monomer, der Quervernetzer
Ethylenglycoldimethacrylat (EGdiIMA) und der Radikalstarter Azobisisobutyronitril
(AIBN) wurden zusammen mit dem organischen Lésungsmittel Toluol mit Hilfe eines
Tensids in Wasser unter Bildung von Mizellen fein dispergiert und in den Mizellen bei
einer Temperatur von 70°C die radikalische Polymerisationsreaktion durchgefuhrt.
Nach der Reaktion wurden die Partikel aufbereitet und die PartikelgroRe mit
dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt. Die Partikelaufbereitung ist in einem
separaten Kapitel beschrieben (vgl. Abb. 21, Kapitel 3.2.5).

Toluol EGdiMA

MAOETIB \ ‘/ AIBN

\ /
Energieintrag
=

(Ultraturrax) +
H,0 + Mizellenbildung
Tensid

Partikelaufbreitung, & Heizen auf 70°C <i|
Tensid entfernen -> 5 h Reaktion

| Zentrifugieren ‘ | THF/MeOH |

Abb. 13: Schematische Darstellung der polyMAOETIB Synthese ohne Fe304

Die Partikel wurden nach dem Aufbereitungsprozess mit THF/MeOH (siehe Kapitel
2.1.4) mit dynamischer Lichtstreuung vermessen. Es wurde die Tauglichkeit
verschiedener Tenside fur die Reaktion Uberpriuft. Die Reaktionsparameter wurden
systematisch variiert und der Prozess optimiert.

3.2.1 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Die Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war essentiell flr einen
stabilen Polymerisationsprozess. Es wurden hierzu die Partikelgro3en von funf
identischen Versuchen nach der Partikelaufbereitung mit DLS analysiert und
verglichen. Als Tensid wurde Natriumoleat (SO) verwendet, die Konzentration war in
zwei Versuchsreihen bei entweder Xso = 0,06 oder Xso = 0,11 konstant (X =
MTensid/MH20).
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Tab. 9: Liste der Versuchsreihen mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen zur
Evaluierung der Reproduzierbarkeit der polyMAOETIB Synthese.

Xso AIBN/ T1°C] N toisp Anzahl
[9/g] Monomer [min']  [min]  Versuche

1 0,06 1:500 70 25000 5 5
2 0,11 1:500 70 25000 5 )

Versuchsreihe

Die Grofe der Partikel wurde mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt. Die in
Abbildung 14 dargestellten Partikelgro3en sind Mittelwerte aus drei DLS Messungen
mit der Standardabweichung der drei ermittelten PartikelgroRen als Fehlerbalken.
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Abb. 14: Partikelgrofie von polyMAOETIB Nanopartikeln aus funf gleichen
Experimenten mit Natriumoleat als Tensid. Reproduzierbarkeit der polyMAOETIB
Synthese mit Xso = 0,06 und Xso = 0,11; AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500,
Reaktionstemperatur 70°C; die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken
beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgro3e aus drei DLS Messungen derselben
Probe

Die Datenpunkte in Abbildung 14 weichen von Versuch 1 - 5 flr beide
Tensidbeladungen nur geringflgig voneinander ab. Die Fehlerbalken sind fur jeden
der Datenpunkte sehr schmal, da sich die gemessenen PartikelgroRen aus drei DLS
Messungen nur geringfugig unterschieden. Bei einer Beladung von Xso = 0,06 waren
die kleinsten Partikel 175 nm und die groten Partikel 216 nm grofl3. Die mittlere
PartikelgrofRe aus den funf Datenpunkten mit Xso = 0,06 betrug 199 + 5 nm. Fur eine
Tensidbeladung von Xso = 0,11 lag die kleinste Partikelgrofe bei 116 nm und die
groten Partikel waren 133 nm grof3. Die mittlere PartikelgroRe lag fir Xso = 0,11
bei 124 + 6 nm.
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3.2.2 Variation der Tensidmenge und der Tensidart

Es wurden funf verschiedene Tenside auf Tauglichkeit fur den
Mikroemulsionspolymerisationsprozess gepruft und die Tensidbeladung X (X =
Mrensis/MH20) Variiert, um den Einfluss auf die PartikelgrolRe zu untersuchen. Als
kationische Tenside wurden Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), Cetyltrimethyl-
ammoniumchlorid (CTACI) und Cetylpyridiniumchlorid (CPC) verwendet. Die
anionischen Tenside waren Natriumdodecylsulfat (SDS) und Natriumoleat (SO). Die
Reaktionen wurden mit einem molaren Initiator:Monomer Verhaltnis von 1:500 und
1:1000 (bezogen auf das MAOETIB Monomer) durchgefuhrt.

Tab. 10: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der Tensidmenge bei
der Herstellung von polyMAOETIB mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen.

Versuch E?Zﬁd Mﬁrlw%l\r:{er [°TC] [m[i\rl1'1] [.tr?wiisr:]
1 0,06 1:500 70 25000 5
2 0,083 1:500 70 25000 5
3 0,11 1:500 70 25000 5
4 0,16 1:500 70 25000 5
5 0,22 1:500 70 25000 5
6 0,06 1:1000 70 25000 5
7 0,083 1:1000 70 25000 5
8 0,11 1:1000 70 25000 5
9 0,16 1:1000 70 25000 5

10 0,22 1:1000 70 25000 5

Die fertigen Polymerpartikel wurden mit THF/MeOH aufbereitet (vgl. Kapitel 2.1.4)
und anschlieBend die PartikelgroRen mit DLS bestimmt. Die Ergebnisse der
Versuche sind in den Diagrammen in Abbildung 15 (a) und (b) dargestellt.
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Abb. 15: (a) PartikelgroRen (DLS) von polyMAOETIB unter Variation der Tensidart
und -menge mit Trendlinien (polynomisch); molares AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500
(b) PartikelgroRen (DLS) von polyMAOETIB unter Variation der Tensidart und -
menge mit Trendlinien (polynomisch); molares AIBN/Monomer Verhaltnis 1:1000;
Reaktionstemperatur 70 °C; die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken
beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgrof3e aus drei DLS Messungen derselben
Probe

Durch die Versuche konnten Partikel im GroéfRenbereich zwischen 30 - 930 nm
hergestellt werden (Abb. 15 a). Die Grdlenbereiche der einzelnen Tenside
erstreckten sich von 56 - 230 nm fur SO, von 69 - 550 nm fur SDS und von 30 - 930
nm fur CTAB. Die kleinsten Partikel (d = 30 nm) wurden mit Xctas = 0.11 gewonnen.
Bei Verringerung des AIBN/Monomer Verhaltnisses von 1:500 auf 1:1000 in
Abbildung 15 (b) erstreckten sich die erhaltenen PartikelgréfRen insgesamt von 80 -
720 nm. Die PartikelgroRen lagen in den Bereichen von 80 - 340 nm fur SO, von 104
- 720 nm fir SDS und von 90 - 310 nm far CTAB. Die kleinsten Partikel mit 79 nm
entstanden bei Xso = 0,16.

Beim Vergleich beider Diagramme (a) und (b) resultierte unabhangig von der
Tensidart und des AIBN/Monomer Verhaltnisses aus einer hoheren Tensidmenge
eine kleinere PartikelgroRe. Die Tensidart beeinflusste eher den Trend der Kurven,
gerade bei geringen Tensidmengen im Reaktionssystem (X = 0,06) ist ein deutlicher
GréRenunterschied der Partikel zu erkennen. Bei einem AIBN/Monomer Verhaltnis
von 1:1000 waren die Partikel tendenziell kleiner.

Fur sehr kleine Tensidmengen (X = 0,06) ergaben sich die grof3ten absoluten
Fehlerbalken. Bei Tensidmengen < 0,06 entstanden bei der Synthese keine
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Nanopartikel sondern polydisperse Partikel im Mikrometerbereich. Zu grol3e
Tensidmengen > 0,22 flhrten dazu, dass die Mikroemulsion durch die hohe
Viskositat nichtmehr ruhrbar war. Daher ist der Prozess auf Tensidmengen von
maximal X = 0,22 limitiert.

Ebenso war es mit den kationischen Tensiden CTACI und CPC nicht mdglich
Nanopartikel zu synthetisieren. Die Partikelgrof3en befanden sich hier im unteren pm
Bereich. GroRere Mengen an CTAB (Xctas > 0.11) resultierte in gel-ahnlichen
Produkten, welche mit DLS nicht mehr analysiert und in weiteren Prozessschritten
nicht mehr verwendet werden konnten.

Abbildung 16 zeigt zwei typische von der DLS Software berechnete
PartikelgréoRenverteilungen von polyMAOETIB synthetisiert mit einer Tensidbeladung
von Xso = 0,11 und Xso = 0,16.
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Abb. 16: Partikelgrofienverteilungen von polyMAOETIB synthetisiert mit Xso = 0,11

(doLs = 131 nm) und Xso = 0,16 (doLs = 81 nm)

Bei einer Tensidbeladung von Xso = 0,11 ergab sich durch die DLS Messungen eine
PartikelgrofRe von 131 nm mit einer Halbwertsbreite des Peaks von 108 nm. Bei einer
Tensidbeladung von Xso = 0,16 wurde die PartikelgroRe zu 81 nm bestimmt, die
Halbwertsbreite des Peaks betragt 57 nm. In beiden Fallen handelt es sich in
Abbildung 16 um monomodale Verteilungen. Die PartikelgroRenverteilungen sind
reprasentativ  fur polyMAOETIB Nanopartikel, welche mit Mikroemulsions-
polymerisation hergestellt wurden.

3.2.3 Untersuchung weiterer Prozessparameter

Als Prozessparameter zusatzlich zu den Tensiden wurden die Reaktionstemperatur,
die Dispersionsintensitat und die Dispersionszeit untersucht.

Die Polymerisation wurde bei Temperaturen von 50 - 70 °C durchgefihrt. Die Partikel
wurden nach der Partikelaufbereitung mit DLS gemessen.
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Tab. 11: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der Temperatur bei der
Polymerisation von polyMAOETIB mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen.

Versuch [375] Mﬁrlm%rr\ln/er [°I:] [m’i\:ﬁ] [ter1ifrF;]
0,11 1:500 50 25000 5
0,11 1:500 60 25000 5
3 0,11 1:500 70 25000 5
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0 6

3000 -

2000 -
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Partikeldurchmesser [nm]
I AN [T 1
[6)]

5 6
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45 5

Abb. 17: PartikelgroRen von polyMAOETIB mit Trendlinien (polynomisch) bei
verschiedenen Reaktionstemperaturen mit Xso = 0,11 und molarem AIBN/Monomer
Verhaltnis 1:500; die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich auf
eine gemittelte Partikelgrof3e aus drei DLS Messungen derselben Probe

Die Partikelgrofle stieg bei Herabsenken der Reaktionstemperatur von 70°C auf
50°C insgesamt von 35 nm auf 4261 nm an. Die PartikelgrolRe bei einer
Reaktionstemperatur von 50 °C variierte je nach Tensid zwischen 2279 - 4261 nm.
Bei einer Reaktionstemperatur von 60°C erstreckte sich die PartikelgroRe insgesamt
von 397 - 2713 nm und es lieRen sich lediglich mit Natriumoleat Partikel im
Nanometerbereich herstellen (d = 397 nm). Bei einer Reaktionstemperatur von 70°C
entstanden mit allen Tensiden Nanopartikel im gewtinschten GroRenbereich von 35 -
119 nm.

Zusatzlich zur Temperatur wurde der Einfluss der Dispersionsintensitat und der
Dispersionszeit auf das Reaktionssystem untersucht. Die Partikelgréen wurden
nach der Aufbereitung mit DLS gemessen. Als Tensid fur die Versuche wurde
Natriumoleat mit einer Tensidbeladung von Xso = 0,11 verwendet. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Tab. 12: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der
Dispersionsintensitat/-zeit bei der Herstellung von polyMAOETIB mit Einsatzmengen
und Reaktionsbedingungen.

Versuch [gfg] Mﬁrl\%wer [°TC] [m[i\:ﬂ] tI[3:]p
1 0,11 1:500 70 5000 600
2 0,11 1:500 70 10000 600
3 0,11 1:500 70 15000 600
4 0,11 1:500 70 20000 600
5 0,11 1:500 70 25000 600
6 0,11 1:500 70 25000 10
7 0,11 1:500 70 25000 30
8 0,11 1:500 70 25000 60
9 0,11 1:500 70 25000 300
10 0,11 1:500 70 25000 600
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Abb. 18: (a) PartikelgroRen von polyMAOETIB mit Trendlinie (polynomisch) unter
Variation der Ultraturrax Drehzahl; Synthesebedingungen: Xso = 0,11 und
AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500, Reaktionstemperatur 70°C (b) Partikelgrof3e von
polyMAOETIB unter Variation der Dispergierzeit bei einer Drehzahl von 25000 min-';
Synthesebedingungen: Xso = 0,11 und AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500,
Reaktionstemperatur 70°C; die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken
beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgrof3e aus drei DLS Messungen derselben
Probe

Die Partikelgréofle konnte in den Experimenten mit Hilfe der Dispersionsintensitat
variiert werden (vgl. Abb. 18 a). Der Trend der Datenpunkte zeigt, dass mit groReren
Dispersionsintensitaten kleinere Partikel mit engeren Fehlerbalken entstanden. Bei
Dispersionsintensitaten zwischen 5000 - 25000 min-! variierte die PartikelgroRe von
106 - 151 nm.

Die Ergebnisse in Abbildung 18 (b) zeigen die Abhangigkeit der PartikelgrofRe von
der Dispersionszeit. Wurde die Dispersionszeit bei einer konstanten Drehzahl von
25000 min-' mit 10 Sekunden sehr gering gehalten nahm die PartikelgroRe von ca.
100 nm auf 1450 nm mit sehr breiten Fehlerbalken zu. Bei Dispersionszeiten = 30
Sekunden anderte sich die Partikelgrof3e nicht mehr und es ist kein zeitlicher Trend
zu erkennen.
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3.2.4 Alternative Einsatzstoffe

Zusatzlich zu den bereits verwendeten Edukten wurden weitere Tenside (Tween 20,
Brij 35) und ein alternatives Losungsmittel (Chlorbenzol) auf Tauglichkeit fur den
Polymerisationsprozess untersucht.

Fur einen biokompatiblen Herstellprozess wurden neben Natriumoleat die Tenside
Tween 20 und Brij 35 zur Polymerisation von polyMAOETIB verwendet
(Lésungsmittel: Toluol, wie in Kapitel 3.2.2). Beide Tenside sind nicht ionisch. Die
Versuchsbedingungen waren hier dieselben wie in Kapitel 3.2.2, die PartikelgroRRe
wurde nach der Partikelaufbereitung mit DLS bestimmt.

Tab. 13: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der Tensidmenge bei
der Herstellung von polyMAOETIB mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen.

Xso AIBN/ T N tisp
Versuch | 1001 Monomer °C] [min-1] [min]
1 0,06 1:500 70 25000 5
2 0,083 1:500 70 25000 5
3 0,11 1:500 70 25000 5
4 0,16 1:500 70 25000 5
5 0,22 1:500 70 25000 5
700
E 600 %
& 500 0
é a00 LT \@\ OBrij 35
£ 300
5 1 - o Tween 20
g 20 .
i = ——- ——
g 100 -1k L S
0

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

X (Mrensia/Mpz0)

Abb. 19: PartikelgréRen (DLS) von polyMAOETIB unter Variation der Tensidart und -
menge mit Trendlinien (polynomisch); Versuche mit biokompatiblen Tensiden Tween
20 und Brij 35 mit Toluol als Ldsungsmittel; molares AIBN/Monomer Verhaltnis
1:500; Reaktionstemperatur 70°C; die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken
beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgrof3e aus drei DLS Messungen derselben
Probe

Die Versuche zeigten analog zu den Experimenten aus Kapitel 3.2.2, dass aus einer

hdheren Tensidmenge kleinere Polymernanopartikel resultierten. Die Partikelgrofie
erstreckt sich in Abbildung 19 insgesamt von 92 - 589 nm. Mit Tween 20 liel3 sich die
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PartikelgroRe von 131 - 589 nm und fur Brij 35 von 92 - 266 nm steuern. Der Trend
der Datenpunkte in Abbildung 19 ist ahnlich wie in Abbildung 15 (b) eher linear,
wobei das GroRenspektrum von Brij 35 kleiner ist als das von Tween 20. Die
Fehlerbalken flr X = 0,06 sind im Vergleich zu den anderen Versuchen relativ grof3.
Unterhalb dieser Tensidmenge war es nicht moglich Nanopartikel zu synthetisieren.
Aus vergleichbaren Grinden wie in Kapitel 3.2.2 konnte der Prozess mit
Tensidmengen > 0,22 nicht durchgefuhrt werden, da die Mikroemulsion aufgrund der
hohen Viskositat nicht mehr ruhrbar war.

Als alternatives Losungsmittel zu Toluol wurde bei der Mikroemulsionspolymerisation
Chlorbenzol verwendet, um polyMAOETIB Nanopartikel herzustellen. Der Einfluss
des Losungsmittels auf den Prozess wurde unter Variation der Tensidart und -menge
untersucht. Die verwendeten Tenside waren bei den Versuchen dieselben wie in
Kapitel 3.2.2, die Partikel wurden nach der Herstellung aufbereitet und die
PartikelgroRe mit DLS gemessen.
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Abb. 20: Partikelgréfien (DLS) von polyMAOETIB unter Variation der Tensidart und -
menge mit dem alternativen Ldsungsmittel Chlorbenzol mit Trendlinien
(polynomisch); molares AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500; Reaktionstemperatur 70°C;
die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich auf eine gemittelte
PartikelgréfRe aus drei DLS Messungen derselben Probe

Die PartikelgroRe erstreckte sich bei den Versuchen insgesamt von 93 nm bis 509
nm. FUr die einzelnen Tenside erstreckte sich die Grolle von 93 - 325 nm fur SO,
215 - 395 nm fur SDS und 114 - 509 nm fir CTAB. Die kleinsten Partikel entstanden
mit Natriumoleat bei Xso = 0,22 mit einer GroRe von 93 nm. Insgesamt war das
GrolRenfenster etwas kleiner als bei den Experimenten mit Toluol als Lésungsmittel
(vgl. Abb. 15 a, Kapitel 3.2.2).

Wie in Kapitel 3.2.2 war es mit den Tensiden CTACI und CPC nicht mdglich
Nanopartikel zu synthetisieren und gro3ere Mengen an CTAB (Xctas > 0.11)
resultierten in Gel-Ahnlichen Produkten und der Prozess konnte bei diesen
Tensidmengen nicht durchgefuhrt werden.
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3.2.5 Partikelaufbereitung

Die Partikelaufbereitung ist ein wichtiger Prozessschritt zur Entfernung der grofen
Mengen an Tensid und organischem Losungsmittel und dient dem Einstellen
physiologischer Bedingungen fir die weitere Anwendung der Partikel als
Kontrastmittel. Die Partikel wurden hierzu in Tetrahydrofuran (THF) gel6st bzw.
gequollen und danach in Methanol (MeOH) gefallt. Das Tensid und das
Losungsmittel blieben nach dem Fallen der Partikel in THF/MeOH gelost und beide
Stoffe konnten nach der Sedimentation der Partikel zusammen mit THF/MeOH
dekantiert werden. Im letzten Prozessschritt wurden die Partikel nicht mehr in MeOH
sondern in H20 gefallt und das Uberschussige THF wurde thermisch entfernt.
Wahrend des Aufbereitungsvorganges anderte sich die PartikelgroRe bei jedem
Prozessschritt.  Abbildung 21 zeigt die schematische Darstellung der
Partikelaufbereitung mit zugehorigen PartikelgroRen (DLS) wahrend der einzelnen
Prozessschritte.

(Fe,0,@)MAOETIB +
Toluol + Tensid + H,0

\ | THF
| ) Fillen von \ Sedimentation,
S MeOH Fe,0,@ MAOETIB Dekantieren

d=100nnm d=1-5um P
Losen in
d =100 nm 50-100 ml

Tensid + Toluol +
W MeOH + THF

THF

THE THF + geloste
200 ml H,0 Partikel

(Fe;0,@)MAOETIB +NaCl Thermische
Partikel stabil in — Entfernung | Eillen
H,0 (isotone von THF

Kochsalz-
l6sung)

d =300 nm
d=100nm

Abb. 21: Schematische Darstellung der Partikelaufbereitung mit zugehdrigen
PartikelgréfRen (DLS) flr jeden Prozessschritt

Die PartikelgroRen in Abbildung 21 wahrend der einzelnen Prozessschritte sind
exemplarisch und variierten mit der Tensidmenge im Reaktionssystem. Zur
Verdeutlichung der GroRenanderungen wurde ein Ansatz mit Xso = 0,11 genauer
untersucht. Die Partikel wurden zwischen den einzelnen Prozessschritten der
Aufbereitung mit DLS analysiert. Die gemessenen PartikelgréRen sind in Abbildung
22 dargestellt.
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Abb. 22: PartikelgroRe von polyMAOETIB wahrend des Aufbereitungsverfahrens mit
Xso = 0,11 und einem AIBN/Monomer Verhaltnis von 1:500, Reaktionstemperatur
70°C

Die PartikelgroRe nach der Reaktion betrug 94 nm. Die quervernetzten Nanopartikel
quollen beim Lésen in THF leicht und die Partikelgréfie stieg auf 132 nm an. Durch
Fallen der Partikel in Wasser stieg die Partikelgrof3e weiter auf 306 nm an und nach
thermischer Abtrennung von THF betrug die finale Partikelgrofle 113 nm. Beim
Vergleich der DLS Messungen vor und nach der Partikelaufbereitung ergab sich eine
PartikelgréRendifferenz von 19 nm. Die Partikel waren nun einige Wochen stabil in
H20 ohne zu agglomerieren oder zu sedimentieren. Die Zugabe von NaCl (0,154
mmol/ml) zu der aufbereiteten wassrigen Nanopartikeldispersion zum Herstellen
einer isotonen Kochsalzlésung, oder die Zugabe von Phosphatpuffer (PBS 8 gl
Natriumchlorid, 0,2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat, 1,15 g/l Dinatriumphosphat, 0,2
g/l Kaliumchlorid; pH 7,1 - 7,5) hatte keinen weiteren Einfluss auf die Grolie der
Partikel oder deren Stabilitat.

3.2.6 Scale-Up Versuche mit polyMAOETIB

Zur Uberprifung der Scale-Up Fahigkeit des Prozesses wurden Versuche mit
Natriumoleat und einer Tensidmenge von Xso = 0,11 durchgefuhrt. Die Ansatzgrolie
betrug Ublicherweise 1 g organische Phase mit 9 g H20 + Tensid, bei den Scale-Up
versuchen wurden 5 g organische Phase und 45 g H20 (Scale-Up Verhaltnis 1:5)
und 10 g organische Phase mit 90 g H20 (Scale-Up 1:10) verwendet.

Tab. 14: Tabellarische Auflistung der Scale-Up Versuche zur Herstellung von
polyMAOETIB mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen.

Versuch [)575] Mf)‘:m%’r\:{er [%] [m’i\rl1'1] [:ﬁii?] Ansa[trﬁ%rbge
1 011  1:500 70 25000 5 10
011  1:500 70 25000 5 50
3 011  1:500 70 25000 5 100
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Die PartikelgroRen wurden mit DLS bestimmt. Zur Veranschaulichung des
Grollenunterschieds der Partikel direkt nach der Herstellung und nach dem
Aufbereitungsverfahren wurde die y-Achse in Abbildung 23 auf 120 - 138 nm skaliert.
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Abb. 23: PartikelgroRe von polyMAOETIB nach der Herstellung und nach der
Partikelaufbereitung gefallt in H20; Scale-Up AnsatzgrofRen 1:1, 1:5 und 1:10;
Synthesebedingungen: Xso = 0,11 und AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500,
Reaktionstemperatur 70°C; die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken
beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgro3e aus drei DLS Messungen derselben
Probe

Die Ergebnisse zeigten, dass die Partikel bei den Scale-Up Versuchen flr alle drei
Experimente in derselben GroRenordnung lagen. Insgesamt erstreckte sich die
Partikelgréle von 125 nm bis 134 nm. Es ist in Abbildung 23 kein Trend der
PartikelgroRe in eine bestimmte Richtung zu erkennen. Die direkt nach der
Herstellung mit DLS gemessenen Partikel hatten eine GroRe von 129 nm bis 134 nm
(maximaler GroRenunterschied: 5 nm), wobei die grofdten Partikel bei einer
AnsatzgrofRe von 100 g (Scale-Up 1:10) entstanden. Nach der Partikelaufbereitung
hatten die Partikel insgesamt eine GroRe von 125 nm bis 133 nm mit einem
maximalen Groflenunterschied von 8 nm. Die grof3ten Partikel waren hier bei einer
AnsatzgrofRe von 50 g (Scale-Up 1:5) zu finden.

3.2.7 polyMAOETIB Anwendung im Computertomographen

FiUr die exemplarische Anwendung von polyMAOETIB als Kontrastmittel wurden die
Partikel in den Schenkel eines toten Huhns intramuskular injiziert und im CT bildlich
dargestellt. Die Partikel wurden mit Xso = 0,11 und einem AIBN/Monomer Verhaltnis
von 1:500 mit einer Gré3e von 112 nm (DLS) synthetisiert.

Die Partikel wurden mit dem kommerziell erwerblichen Kklinischen
Standardkontrastmittel lomeprol (Imeron) verglichen. Typische Mengen von Imeron
400 (400 mg/ml lod) fur CT Untersuchungen im menschlichen Korper sind 100 ml
intravends. Da diese Konzentration und somit die Rdntgenabsorption fir
intramuskulare Untersuchungen zu hoch war, wurde die lodkonzentration bei den
Versuchen fur beide Kontrastmittel auf 10 mg/ml eingestellt. Die Bilder wurden mit
einer fur menschliche Patienten Ublichen Ro&hrenspannung von 120 keV
aufgenommen.
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Abb. 24: CT Aufnahmen eines Huhnerschenkels. Links: nativ. Mitte: lomeprol (10
mg/ml lod), 1 ml direkt injiziert (unterer Schenkel, musculus gastrocnemius), 2 ml
gefachert injiziert (Oberschenkel, musculus iliofibularis). Rechts: polyMAOETIB (10
mg/ml lod), 1 ml direkt injiziert (unterer Schenkel, musculus fibularis longus), 2 ml
gefachert injiziert (Oberschenkel, musculus iliofibularis); Synthesebedingungen: Xso
= 0,11 und AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500 (d = 112 nm), Reaktionstemperatur 70°C

In den CT Aufnahmen in Abbildung 24 ist der Kontrast der intramuskular
verabreichten polyMAOETIB Nanopartikel und von lomeprol deutlich zu erkennen.
Laut der Hounsfieldskala’ wurde die Rontgenstrahlung durch das Knochengewebe
um 137 - 156 HU geschwacht. PolyMAOETIB schwachte die Rontgenstrahlung um
93 HU und lomeprol um 104 HU, woraus sich eine Differenz der beiden
Kontrastmittel von 11 HU errechnet.
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3.3 Fe304@MAOETIB Nanopartikelsynthese

Anhand der Ergebnisse aus Kapitel 3.2.2 ist ersichtlich, dass die PartikelgroRe flr
polyMAOETIB Nanopartikel in einem breiten Grollenfenster variiert werden konnte
(vgl. Abb. 15). Um ein duales Kontrastmittel fir CT und MRT Untersuchungen
herzustellen wurden dem Polymerisationsprozess zusatzlich superparamagnetische
Fes3O4 Nanopartikel (d < 20 nm) zugegeben. Bei der Fe3O4 Partikelsynthese wurde 3
mg/ml Natriumoleat als Stabilisator im Reaktionssystem verwendet um Agglomerate
mit einer GréRe von 100 - 120 nm zu erhalten (vgl. Abb. 10). Diese Aggregate sind
im Vergleich zu Partikeln mit d < 20 nm leichter zu zentrifugieren. Die Aggregate
wurden durch die Zugabe von Olsdure im nachsten Prozessschritt voneinander
gelést und dann der organischen Phase zugegeben (vgl. Abb. 6).5° Die Fe3Oa
Partikel sollten wahrend der Polymerisation in den Mizellen von den polyMAOETIB
Nanopartikeln umschlossen werden.

Toluol EGdiMA Fe;0, Nanopartikel

AIBN
MAOETIB\ &
N /
i Energieintrag

= (Ultraturrax) +
H,0 + Mizellenbildung

Tensid

Partikelaufbreitung, = Heizen auf 70°C <i|
Tensid entfernen - 5 h Reaktion

| Zentrifugieren ‘ | THF/MeOH |

Abb. 25: Schematische Darstellung der Herstellung von FesOs@MAOETIB

Die PartikelgroRe und die Zusammensetzung der FesO4s@MAOETIB Nanopartikel
wurden durch Variation der Reaktionsparameter (Tensidbeladung und Eisenoxid-
menge im Reaktionssystem) verandert und untersucht. Die Reaktionstemperatur, die
Dispersionsintensitat/-zeit und das AIBN/Monomer Verhaltnis waren bei der
Herstellung von FesO4@MAOETIB fur alle Versuche konstant. Aufgrund der guten
Prozessstabilitat und Reproduzierbarkeit bei der polyMAOETIB Synthese aus Kapitel
3.2 wurden fir alle Experimente die Optimalwerte verwendet (Reaktionstemperatur:
70 °C; Ultraturrax Drehzahl: 25000 min'; Dispersionszeit: 5 min;
AIBN/Monomerverhaltnis: 1:500).

Zusatzlich zur Optimierung des Herstellprozesses von FesO4@MAOETIB anhand der
Reaktionsparameter wurden die Partikel mit Hilfe eines Co-Monomers
funktionalisiert, um eine Target-spezifische Anreicherung des dualen Kontrastmittels
in Zielgewebe zu erreichen.
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3.3.1 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit wurden die PartikelgroRen (DLS) aus
sechs Chargen und vier verschiedenen Zusammensetzungen nach der
Partikelaufbereitung verglichen. Die Einsatzmenge FesO4 war flr die Experimente
konstant bei entweder 3,44 % w/w oder 22,2 % w/w (bezogen auf die organische
Phase, Wre304 = mre3os/Morg). Die Einsatzmenge Natriumoleat war fur die
Experimente konstant bei entweder Xso = 0,11 oder Xso = 0,19 (X = mTensid/MH20).
Hieraus ergab sich eine Anzahl von 4 x 6 Experimenten.

Tab. 15: Liste der Versuchsreihen mit Einsatzmengen und Reaktionsbedingungen
zur Evaluierung der Reproduzierbarkeit der polyMAOETIB Synthese.

Versuchsreihe [);/SS] W(F[oe/:]04) V':Ps,zfchr:e
1 0,11 3,44 6
2 0,19 3,44 6
3 0,11 22,2 6
4 0,19 22,2 6

Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestellt. Die zugehdrigen Diagramme befinden
sich im Anhang A3.

Tab. 16: Reproduzierbarkeit der Fe3sO4@MAOETIB Partikelgrole bei
unterschiedlichen  Reaktionsbedingungen, die PartikelgroRe mit absoluter
Standardabweichung ist aus sechs Chargen gemittelt.

Xso =0.11 Xso=0.19
3.44 % Fe3z04 | 127 £ 4 nm 48 + 4 nm

22.2 % Fe3z04 | 160 £ 5 nm 57 + 6 nm

3.3.2 Variation der Tensidmenge

Der Einfluss der Tensidmenge auf die PartikelgroRe wurde untersucht, indem zwei
Versuchsreihen mit zwei unterschiedlichen, jedoch fur die jeweilige Versuchsreihe
konstanten Eisenoxidmengen durchgeflhrt wurden. Fir jede Versuchsreihe wurden
dem Reaktionssystem sechs verschiedene Tensidmengen zugegeben. Die
Partikelgréke wurde nach dem Aufbereitungsprozess mit DLS bestimmt. Als Tensid
wurde Natriumoleat (SO) verwendet.
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Tab. 17: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der Tensidmenge bei
der Herstellung von FesOs@MAOETIB mit Einsatzmengen und
Reaktionsbedingungen.

Versuch [)é /Sg] W(|:[$§>]O4)
1 0,06 3,44
2 0,083 3,44
3 0,11 3,44
4 0,14 3,44
5 0,16 3,44
6 0,19 3,44
7 0,06 22,2
8 0,083 22,2
9 0,11 22,2
10 0,14 22,2
11 0,16 22,2
12 0,19 22,2
300
E, 250
g 200 \i\ ©3,4 % Fe
'?E.’ 150 4’\\@\ ® 0222 % Fe
g 100 \e\\@\
E 50 %
o005 o 015 02

X (Mrensia/Mp20)

Abb. 26: Partikelgrofien von FesO4@MAOETIB unter Variation der Tensidmenge
(Natriumoleat) wahrend der Mikroemulsionspolymerisation mit konstanter Fes3Oas
Menge bei entweder 3,44 % w/w oder 22,2 % w/w und zugehérige Trendlinien
(linear); die Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich auf eine
gemittelte PartikelgroRe aus drei DLS Messungen derselben Probe

In Abbildung 26 ist firr beide Versuchsreihen ein eindeutiger Trend der PartikelgroRe
zu erkennen. Aus einer grofleren Tensidmenge resultierten kleinere Partikel. Die
Experimente ermdglichten eine Steuerung der Partikelgréfie von 48 nm (Xso = 0,19)
bis 245 nm (Xso = 0,06). Bei einem Eisenoxidgehalt von 3,44 % Fe3Os4 wiw

41



Ergebnisse

entstanden Partikel von 48 - 192 nm und mit 22,2 % Fe304 w/w Partikel von 59 - 245
nm. Die PartikelgroRe nahm mit zunehmender FesOs Menge von 3,44 % w/w auf
22,2 % wlw leicht zu. Der GrolRenunterschied betrug in etwa 40 - 50 nm.

Abbildung 27 zeigt zwei typische von der DLS Software berechnete
PartikelgroRenverteilungen  von  Fe3sO4@MAOETIB  synthetisiert mit zwei
unterschiedlichen Tensidmengen.
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Abb. 27: PartikelgroRenverteilungen von FesO4@MAOETIB synthetisiert mit Xso =
0,11 (doLs = 121 nm) und Xso = 0,19 (dboLs = 61 nm)

Bei einer Tensidbeladung von X = 0,11 wurde die Partikelgro3e mit DLS zu 121 nm
bestimmt. Die Halbwertsbreite des Peaks betragt 94,5 nm. Fur die Tensidbeladung X
= 0,19 wurde eine Partikelgrofie von 61 nm gemessen mit einer Halbwertsbreite von
49,2 nm. Die beiden GroRenverteilungen aus DLS Messungen sind reprasentativ fur
FesOs@MAOETIB  Nanopartikel, welche mit Mikroemulsionspolymerisation
hergestellt wurden. Es handelt sich um zwei unabhangige, monomodale Partikel-
groRenverteilungen.

3.3.3 Variation der Eisenoxidmenge

Die Einsatzmenge von FesO4 hatte, wie in Abbildung 26 (Kapitel 3.3.2) zu erkennen,
einen Einfluss auf die PartikelgroRe. Daher wurde dieser Einfluss durch die Variation
der Eisenoxidmenge im System bei konstanter Tensidmenge untersucht. Es wurden
zwei Versuchsreihen mit zwei unterschiedlichen, jedoch fir die jeweilige
Versuchsreihe konstanten Tensidmengen durchgefuhrt. Natriumoleat (SO) wurde als
Tensid verwendet. Fur jede Versuchsreihe wurden dem Reaktionssystem acht
verschiedene Mengen an Fe3Os4 Nanopartikeln (Wresos = 0,22 - 22,2 % w/w)
zugegeben. Die PartikelgroRe wurde nach dem Aufbereitungsprozess mit DLS
bestimmit.
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Tab. 18: Tabellarische Auflistung der Versuche zur Variation der Eisenoxidmenge bei
der Herstellung von FesO4s@MAOETIB mit Einsatzmengen und Reaktions-
bedingungen.

X w(FesO
Versuch [g/Sg(])] ( [%3] 2

1 0,11 0,22
2 0,11 0,44
3 0,11 0,88
4 0,11 1,75
5 0,11 3,44
6 0,11 6,65
7 0,11 12,5
8 0,11 22,2
9 0,14 0,22
10 0,14 0,44
11 0,14 0,88
12 0,14 1,75
13 0,14 3,44
14 0,14 6,65
15 0,14 12,5
16 0,14 22,2

Da bei Eisenoxidmengen von wresos = 0,22 - 1,75 % w/w (Versuche 1 -4 und 9 - 12)
in den Ergebnissen der DLS Messungen kein sichtbarer Einfluss auf die
PartikelgroRe zu erkennen war (vgl. Abb. 55, Kapitel 4.3.3) werden die Ergebnisse
dieser Versuche in diesem Kapitel nicht dargestellt (in Tabelle 18 grau), sondern nur
in Kapitel 4.3.3 diskutiert. Die gemessenen PartikelgroRen von FesOs@MAOETIB mit
Wre304 = 3,44 - 22,2 % wiw (in Tabelle 18 schwarz) sind in Abbildung 28 dargestellt.
Die y-Achse ist in Abbildung 28 auf eine Partikelgrof3e von 75 - 195 nm skaliert.
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Abb. 28: Partikelgrofien von FesO4s@MAOETIB unter Variation der FesO4 Menge von
3,44 - 22,2 % w/w wahrend der Mikroemulsionspolymerisation mit konstanter
Tensidmenge (Natriumoleat) bei entweder Xso = 0,11 oder Xso = 0,14 mit
zugehorigen Trendlinien (polynomisch); die Datenpunkte und die absoluten
Fehlerbalken beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgrolle aus drei DLS
Messungen derselben Probe

Bei einer Erhdhung der Fe3zO4 Menge ist in beiden Versuchsreihen aus Abbildung 28
ein Anstieg der Partikelgrole mit eindeutigem Trend zu erkennen. Durch die
Experimente konnte die Partikelgrofie insgesamt von 83 nm (wresos = 3,44 %) bis
177 nm  (Wresoa = 22,2 %) variiert werden. Die Toluolmenge und
Monomerkonzentration (morg) waren fur alle Experimente konstant und die
PartikelgréoRe anderte sich lediglich durch die zusatzliche Zugabe von Eisenoxid
(mre3os). FUr Xso = 0,11 erstreckte sich die Partikelgrofde von 127 - 177 nm, die
Partikelgréfie der nativen polyMAOETIB Partikel ohne Zugabe von Eisenoxid lag bei
105 nm, woraus sich eine maximale Differenz von 72 nm ergibt. Fur Xso = 0,14
erstreckte sich die PartikelgroRe von 112 - 148 nm, die PartikelgroRe der nativen
polyMAOETIB Partikel lag bei 83 nm und die maximale GroRendifferenz errechnet
sich zu 65 nm.

Bei einem Fe304 Gehalt von 0,22 - 1,75 % w/w war kein signifikanter GroRen-
unterschied zu den nativen Partikeln ohne die Zugabe von Fe3O4 zu erkennen (vgl.
Abb. 54, Kapitel 4.3.3). Bei Fe3O4 Einsatzmengen < 0,22 % w/w war es nicht mdglich
Partikel mit einer monomodalen PartikelgroRenverteilung zu synthetisieren. In der
DLS wurde hier bei der Messung eine bimodale Groflienverteilung mit zwei Partikel-
grélken bei 49 nm und 142 nm angezeigt (vgl. Abb. 55, Kapitel 4.4.3).

3.3.4 TEM Aufnahmen der FesO4@MAOETIB Nanopartikel

Die synthetisierten FesO4@MAOETIB Partikel wurden mit einem Transmissions-
elektronenmikroskop bildlich dargestellt. Abbildung 29 zeigt die Aufnahmen von zwei
Chargen synthetisiert mit einer konstanten Tensidmenge von Xso = 0,19 und zwei
unterschiedlichen Fe3O4 Einsatzmengen von 0,44 % w/w und 3,44 % w/w.
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Abb. 29: TEM Aufnahmen von FesOs@MAOETIB mit Xso = 0,19; obere Reihe: (a, b,
c) mit 0,44 % Fe304 w/w; untere Reihe (d, e, f) mit 3,44 % Fe304 w/w; Grollenbalken
100 nm

oD

Abbildung 29 zeigt typische TEM Aufnahmen der FesO4@MAOETIB Nanopartikel.
Durch die Trocknung auf das Substrat bei der Probenpraparation waren die Partikel
aggregiert. Abbildungen 29 (a), (b) und (c) zeigen spharische Partikel mit einem
Eisenoxidanteil von 0,44 % w/w. Die Partikel sind in Abbildung 29 (a) einheitlich in
ihrer Form und Grofie (40 nm). Mit DLS wurde die Partikelgrof3e zu 49 nm bestimmt.
Bei der Betrachtung von Abbildung 29 (b) und (c) sind Fes3O4 Partikel mit einem
Durchmesser < 10 nm in den Polymerpartikeln sichtbar. Die meisten polyMAOETIB
Partikel enthalten 3 - 5 Fe3O4 Partikel.

In Abbildung 29 (d), (e) und (f) sind spharische FesO4@MAOETIB Partikel mit 3,44 %
Fes3O4 w/w zu sehen. Die GroRRe der Partikel betragt 60 nm (doLs = 68 nm). Abbildung
29 (d) zeigt, dass die Partikel in Form und GrofRRe einheitlich sind. Bei Betrachtung
von Abbildung 29 (e) und (f) ist im Vergleich zu Abbildung 29 (b) und (c) eine deutlich
hdhere Anzahl an Fe3O4 Partikeln in den polyMAOETIB Partikeln zu erkennen.
Abbildung 30 zeigt TEM Aufnahmen von Fe3sO4@MAOETIB hergestellt mit 0,11 %
FesOs wiw.
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S

Abb. 30: T Aufnahmen von FesO4@MAOETIB mit Xso = 0,19 und 0,11 % Fe30O4
w/w; GréRenbalken (a - ¢) 100 nm und (d) 20 nm

In Abbildung 30 (a) ist zu erkennen, dass bei der Verwendung von Eisenoxidmengen
< 0,22 % w/w keine monomodal verteilten Nanopartikel entstanden, sondern Partikel
in zwei unterschiedlichen Gro3enklassen. Zum einen mit einer Grofde von ca. 40 nm
(DLS 49 nm) mit 1 - 3 FesOa4 Partikel pro Polymerpartikel, und zum anderen Partikel
mit einer GroRe von 100 - 120 nm (DLS 142 nm) (rot markiert).

Da die Einsatzmenge Fes3Oas relativ gering war, ist in Abbildung 30 (b) und (c) zu
erkennen, dass nicht alle Polymerpartikel dieselbe Menge an Eisenoxidpartikeln
enthalten. Es konnten keine Eisenoxidpartikel in den 100 - 120 nm grof3en
polyMAOETIB Partikeln gefunden werden, welche in Abbildung 30 (a) rot markiert
sind.

Zur Bestatigung der PartikelgroRe und zur weiteren Veranschaulichung wurden die

Partikel aus Abbildung 29 (d), (e) und (f) und Abbildung 30 mit dem AFM untersucht
und die Aufnahmen von TEM und AFM miteinander verglichen.
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Abb. 31: TEM und AFM Aufnahmen von Fe3sO4@MAOETIB; obere Reihe: (a) TEM
Aufnahme von Fe3sO4@MAOETIB mit Xso = 0,19 und 0,11 % Fes3Os4 w/w, MalRstab
100 nm (b) zugehoérige AFM Aufnahme von FesOs@MAOETIB mit Xso = 0,19 und
0,11 % Fe304 w/w; untere Reihe: (c) TEM Aufnahme von FesO4@MAOETIB mit Xso
= 0,19 und 3,44 % Fe304 w/w, Maldstab 100 nm (d) zugehérige AFM Aufnahme von
FesO4s@MAOETIB mit Xso = 0,19 und 3,44 % Fe304 wiw

Die AFM Aufnahme aus Abbildung 31 (b) bestatigt zusatzlich zu den TEM
Aufnahmen aus Abbildung 31 (a) und Abbildung 30, dass bei einem Eisenoxidanteil
< 0,22 % wi/w Partikel in zwei unterschiedlichen GroRenklassen entstanden. In
Abbildung 31 (c) und (d) sind die Partikelgrof3en mit einem Eisenoxidanteil von 3,44
% wi/w einheitlich.

3.4 Evaluierung des dualen Kontrastmittels in CT und MRT

Zur Evaluierung des Kontrasts der Polymernanopartikel in CT und MRT wurde eine
Versuchsreihe von Fe3O4@MAOETIB in 1,5 ml Testrohrchen erstellt. Bei den
Versuchen wurde das FesO4/MAOETIB Verhaltnis und die
Kontrastmittelkonzentration variiert.

Das Fe3O4/MAOETIB Verhaltnis wurde Uber den Eisenoxidanteil in den Polymer-
partikeln eingestellt. Hierzu wurden Partikel mit Eisenoxidanteilen von 0,22 - 22,2 %
FesOs w/w synthetisiert. Zur Variation der Kontrastmittelkonzentration wurde fur jede
Zusammensetzung eine Verdunnungsreihe von 5 - 20 mg/ml Gesamtkontrastmittel-
konzentration erstellt. Die Testreihe wurde in CT und MRT untersucht.
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3.4.1 Evaluierung des CT Kontrasts von FesO4s@MAOETIB

Fur die CT Untersuchungen wurde die Versuchsreihe in einem Siemens SOMATOM
Force Computertomographen bildlich dargestellt. Als Referenz wurde das klinische
Standardkontrastmittel lomeprol (Imeron) verwendet. Die Réhrenspannung wurde
auf einen patiententypischen Wert von 120 keV eingestellt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 32 dargestellt.
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Abb. 32: (a, c) CT Aufnahmen von Fe3O4s@MAOETIB (doLs = 56 nm) mit einer
Gesamtkonzentration von 5 - 20 mg/ml (au3er Imeron) von links nach rechts und mit
Wresos = 0,22 - 22,22 % von oben nach unten, verglichen mit dem Kklinischen
Standard CT Kontrastmittel Imeron (*Imeron lod Konzentrationen 3,25 mg/ml |, 6,5
mg/ml I, 9,75 mg/ml |, 13 mg/ml |); Réhrenspannung 120 keV (b, d) zugehdrige
Diagramme der Signalintensitdt in Abhangigkeit der Gesamtkonzentration
FesO4@MAOETIB

Abbildung 32 zeigt CT Aufnahmen von Fe3O4@MAOETIB mit verschiedenen
Konzentrationen und Zusammensetzungen bei einer R6hrenspannung von 120 keV.
Das klinische Standard CT Kontrastmittel lomeprol wurde als Referenz verwendet
und die lodkonzentration von lomeprol wurde fur jede Konzentration auf denselben
Wert fur polyMAOETIB Partikel ohne Fe3Os eingestellt. Die Gesamtmasse der
FesOs@MAOETIB Partikel war konstant fur jede Fe3Os4 Konzentration, um die
Abnahme des lodgehalts (und somit des CT Kontrasts) mit zunehmender Menge an
FesO4 zu verdeutlichen.
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Bei der Betrachtung von Abbildung 32 (a) und (c) ist ein Anstieg des CT Kontrasts (5
- 20 mg/ml) mit steigender Gesamtkonzentration (von links nach rechts) zu erkennen
und der Kontrast nimmt mit zunehmender Fe3sO4 Menge (von oben nach unten) von
0,22 - 22,2 % Fe304 wiw ab.

Die Diagramme in Abbildung 32 (b) und (d) zeigen die Hounsfield Werte der
zugehorigen CT Bilder (a) und (c). Der Kontrast der FesO4@MAOETIB Partikel in
Abbildung 32 (b) befindet sich fur jede Konzentration und Zusammensetzung in der
selben GrolRenordnung wie der Kontrast von lomeprol. Die Abnahme des CT
Kontrasts war bei niedrigen Eisenoxidkonzentrationen zu vernachlassigen. Bei einer
Gesamtkonzentration von 20 mg/ml lag der Kontrast von lomeprol bei 391 HU und
der Kontrast mit wresos = 1,75 % bei 361 HU, woraus sich eine maximale Differenz
von 30 HU errechnet. In Abbildung 32 (d) nimmt der CT Kontrast bei konstanter
FesO4s@MAOETIB Gesamtkonzentration mit zunehmender FeszOs4 Menge und
abnehmender MAOETIB-/lodmenge linear ab. Bei einer Gesamtkonzentration von 20
mg/ml lag die Intensitdt von lomeprol bei 399 HU und bei den Nanopartikeln mit
WFre304 = 22,2 % bei 181 HU, mit einer Differenz von 218 HU.

Dieselbe Versuchsreihe wurde bei Réhrenspannungen von 150 keV und 70 keV
gemessen. Die Ergebnisse befinden sich im Anhang A4. Der CT Kontrast nahm hier
analog mit steigender Gesamtkonzentration (5 - 20 mg/ml) zu und mit zunehmender
FesOs4 Menge (0,22 - 22,2 % Fe304 w/w) ab. Bei Anheben der Rdhrenspannung
nahmen die absoluten Hounsfieldwerte ab und bei Herabsetzen der
Roéhrenspannung nahmen sie zu.
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3.4.2 Evaluierung des MRT Kontrasts von FesOs@MAOETIB

Dieselbe Versuchsreihe aus Kapitel 3.4 wurden in einem Siemens Magnetom Skyra
MRT bei einer Magnetfeldstarke von 3 Tesla auf Tauglichkeit als T2 Kontrastmittel
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt.

spezifische|
5 10 15 20 [€) 5 10 15 20 |exivieat
H,0 meg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mmisy
0.22%
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Abb. 33: (a, b) Spin-Echo Aufnahmen von Fe3O4@MAOETIB (doLs = 56 nm) mit
einer Gesamtkonzentration von 5 - 20 mg/ml von links nach rechts und mit wrezos =
0,22 - 22,2 % von oben nach unten, Echozeit te = 10 ms (c) zugehdrige Tabelle der
T2 Relaxationszeiten fur jede Zusammensetzung und die spezifische Relaxivitat r2 fur
jede Verdunnungsreihe; *Wert berechnet unter Berlcksichtigung des linearen Trends
von rz und den durchgeflhrten Messungen mit 1 - 4 mg/ml

Abbildung 33 zeigt die Abhangigkeit der T2 Relaxationszeit von der Menge an Fe30O4
in den polyMAOETIB Partikeln. Abbildung 33 (a) und (b) sind Spin-Echo Aufnahmen
mit einer Echozeit von te = 10 ms. In Abbildung 33 (a) nimmt die Spin-Spin-
Relaxation mit zunehmender Kontrastmittel-Gesamtkonzentration (von links nach
rechts) (5 - 20 mg/ml) zu, ebenso mit zunehmender Eisenoxidmenge (von oben nach
unten) (0,22 - 22,2 % Fe304 w/w). Die spezifische Relaxivitdt nahm von 4,21 bis
26,9 mM-'s™ (0,22 - 3,44 % Fe304 w/w) linear zu. Da die Echozeit te geratespezifisch
auf 10 ms limitiert und die Spin-Spin-Relaxation bei wreszos = 3,44 % sehr schnell war,
war es nicht moglich ausreichend Datenpunkte zu sammeln um r2 bei
Gesamtkonzentrationen von 5 - 20 mg/ml und wresos = 3,44 % zu bestimmen. Daher
wurden die Messungen bei niedrigeren Konzentrationen von 1 - 4 mg/ml wiederholt
(vgl. Abb. 34) und r2 flr wresos = 3,44 % in Abbildung 33 (c) linear extrapoliert (vgl.
Abb. 59, Kapitel 4.4.2). Somit erreicht T2 in Abbildung 33 (b) das Minimum bei wre3o4
= 3,44 % mit einer berechneten spezifischen Relaxivitdt von r2 = 26,9 mM-'s™'. T»
nahm mit wresos > 3,44 % wieder zu, analog nahm die spezifische Relaxivitat bis auf
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ein Minimum von 2,97 mM-'s™" (wre304 = 22,2 %) ab. Dieselbe Zunahme von T2 bei
Wre3o4 > 3,44 % konnte auch bei niedrigeren Gesamtkonzentrationen des Kontrast-
mittels von 1 - 4 mg/ml beobachtet werden. Abbildung 34 zeigt dieselben MRT
Aufnahmen des Kontrastmittels mit Gesamtkonzentrationen von 1 - 4 mg/ml.
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Abb. 34: (a, b) Spin-Echo Aufnahmen von Fe3O4@MAOETIB (doLs = 56 nm) mit
einer Gesamtkonzentration von 1 - 4 mg/ml von links nach rechts und mit wresos =
0,22 - 22,2 % von oben nach unten, Echozeit te = 10 ms (c) zugehdrige Tabelle der
T2 Relaxationszeiten fur jede Zusammensetzung und die spezifische Relaxivitat r2 flur
jede Verdunnungsreihe

222% 39ms | 23ms | 17ms | 13ms 5.7

Die Spin-Spin-Relaxation nahm bei den Messungen mit zunehmender
Gesamtkonzentration (von links nach rechts) ab (vgl. Abb. 34 a), ebenso mit
zunehmender Eisenoxidmenge (von oben nach unten) (0,22 - 1,75 % Fe3Os4 w/w).
Die spezifische Relaxivitat nahm, wie in Tabelle (c) zu erkennen, von 2,3 - 33,5 mM-
's' bei Eisenoxidkonzentrationen von 0,22 - 3,44 % w/w zu. Bei groReren
Eisenoxidmengen von 3,44 - 22,2 % w/w nahm T2 von oben nach unten wieder zu
(vgl. Abb. 34 b). Die spezifische Relaxivitat nahm von ihrem Maximum von 33,5 mM-
s bei 3,44 % Fe304 auf einen Wert von 5,7 mM-'s"! bei 22,2 % Fe3O4 ab. Da sich
die spezifische Relaxivitat aus der Steigung der Relaxationszeiten der
Verdinnungsreihe errechnet, liegen die Werte flr r2 in Abbildung 34 (c) in derselben
GroRenordnung wie die Werte aus Abbildung 33 (c).
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3.5 Funktionalisierung der Partikeloberflache

Fur eine gezielte biomedizinische Anwendung besteht die Maoglichkeit dem
Reaktionsgemisch vor der Polymerisation Co-Monomere zuzusetzen. Das bei den
Experimenten verwendete Co-Monomer (2-[(3,4,7)-1,3-dioxo-1,3,3,4,7,7-hexahydro-
2H-4,7-epoxyisoindol-2-yllethyl-2-methylprop-2-enoate) besitzt eine Furan
geschitzte Maleimidgruppe. Nach der Copolymerisation und Entschitzung des
Maleimids ware so eine Funktionalisierung der polyMAOETIB Partikel moglich und
es konnten bioaktiven Substanzen Uber eine Thiol- oder Aminogruppe an das
Maleimid auf der Partikeloberflache gekoppelt werden.”38 Auf diese Weise kann aus
dem unspezifischen dualen Kontrastmittel ein biomedizinisches Template flr gezielte
Anwendung im menschlichen Korper erstellt werden.
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Abb. 35: Entschitzung des Maleimids und anschlieBende Funktionalisierung der
Nanopartikel mit der bioaktiven Substanz TATE (Cystein-Tyr3-Octreotate) liber die
Thiolgruppe

Bioaktive Substanzen an der Partikeloberflache von Fe3O4@MAOETIB sollen die
spezifische Anreicherung des Kontrastmittels in einem bestimmten Target-
Zellgewebe ermdglichen. Das synthetische Somatostatin Analogon Cystein-Tyrs-
Octreotate (Cys-TATE) eignet sich beispielsweise flir eine Anreicherung des
funktionalisierten Kontrastmittels an Somatostatin Rezeptoren bestimmter Zellen. Bei
diversen Tumorzelllinien, wie zum Beispiel der AR42J Tumorzelllinie, sind
Somatostatin Rezeptoren Uberexprimiert. AR42J Zellen sind Pankreas-Tumorzellen
einer Ratte (Rattus norvegicus) und eignen sich zur Untersuchung einer moglichen
Uberdurchschnittlichen Anreicherung der Cys-TATE funktionalisierten
Fe3sO4s@MAOQETIB Partikel in den Zellen.®"

52



Ergebnisse

\} b

8Ho

/(\N NH2

Abb. 36: Strukturformel von Cystein-Tyr3-Octreotate

In den folgenden Unterkapiteln werden die funktionalisierten Nanopartikel untersucht
und mit Cys-TATE als bioaktive Substanz und den AR42J Zellen auf praktische
Anwendung gepruft.

3.5.1 Allgemeiner Nachweis der Oberflachenfunktionalisierung

Eine simple Methode zur Uberpriifung der erfolgreichen Inkorporation des Co-
Monomers in die Polymerketten der polyMAOETIB Nanopartikel ist die Kopplung
eines Fluoreszenzfarbstoffes an die Partikeloberflache. Nach der Anlagerung des
Farbstoffes und mehrfachem Waschen der Partikel kann der auf der Partikel-
oberflache verbliebene Farbstoff mittels Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesen
werden.

Zunachst wurden polyMAOETIB Partikel mit verschiedenen Co-Monomerkonzen-
trationen hergestellt und in zwei unabhangigen Versuchsreihen die Farbstoffe 7-
Amino-4-Methylcumarin und Rhodamin 123 Uber die Aminogruppe der Farbstoffe an
das Maleimid der polyMAOETIB Partikel angelagert. Um den uUberschissigen
Farbstoff zu entfernen, wurden die Partikel nach der Anlagerung dreimal zentrifugiert.
Die Partikel wurden dann fir jede Co-Monomerkonzentration in THF gelést und mit
einem Fluoreszenzspektrometer vermessen.

FesOs war fiir die Uberpriifung der Funktionalisierung mit Fluoreszenzspektroskopie
nicht geeignet, da eine exakte Bestimmung der Fluoreszenzintensitat der Partikel mit
Eisenoxid als Quencher unmoglich ist. Da sich die Produktqualitat von polyMAOETIB
und FesO4@MAOETIB im gleichen Herstellprozess nur unwesentlich unterschied
wurden die Messungen mit polyMAOETIB Partikeln ohne Fe3O4 durchgeflhrt.
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Abb. 37: Fluoreszenzintensitat von copolymerisierten und

Oberflachenfunktionalisierten polyMAOETIB Nanopartikeln (Xso = 0,11) mit
unterschiedlichen Mengen (% w/w bezogen auf MAOETIB) des Copolymers
"Maleimid" (a) funktionalisiert mit 4,7-Methylcumarin und (b) funktionalisiert mit
Rhodamin 123

Durch die Experimente war es madglich die Fluoreszenzintensitat der Partikel in
einem grolden Bereich zu variieren. Bei Betrachtung der Messwerte fir Cumarin in
Abbildung 37 (a) nimmt die Fluoreszenzintensitat bei einer Co-Monomerkonzen-
tration von 0,005 % bis 0,05 % von 0,6x10° auf 31,4x10° bei linearer Auftragung
linear zu. Bei Konzentrationen > 0,05 % nahm die Intensitat bis auf einen Wert von
2,4x10% bei einer Co-Monomerkonzentration von 10% ab. Unterhalb einer
Konzentration von 0,005 % war die Fluoreszenzintensitat nur sehr gering.

In Abbildung 37 (b) steigt die Fluoreszenzintensitat fir den Farbstoff Rhodamin bei
einer Co-Monomerkonzentration von 0,005 % bis 0,1 % von 0,001x10° auf 0,55x108
linear an. Bei Konzentrationen > 0,05 % Co-Monomer nahm die Fluoreszenz-
intensitat bis auf einen Wert von 0,04x108 bei 10% Co-Monomer ab. Auch hier
anderte sich der Wert der Intensitat bei einer Konzentration < 0,005 % Co-Monomer
nur noch unwesentlich.

Die Trends der Messpunkte verlaufen in beiden Abbildungen sehr ahnlich und
unterscheiden sich hauptsachlich in ihren Intensitat. Zudem nimmt fir Rhodamin in
Abbildung 37 (b) die Fluoreszenzintensitat erst bei einem Wert von 0,1 % Co-
Monomer durch Quenchen ab, wahrend dieser Effekt bei Cumarin in Abbildung 37
(a) schon bei 0,05 % Co-Monomer sichtbar ist.
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3.5.2 Zellversuche

Um die spezifische Aufnahme, und dadurch die Anreicherung der Partikel in einem
bestimmten  Zielgewebe zu  erhdhen, wurden die  copolymerisierten
FesO4@MAOETIB Partikel mit Cystein-Tyr3-Octreotate (Cys-TATE) funktionalisiert.
Die Cys-TATE funktionalisierten und native FesO4@MAOETIB Partikel wurden auf
Biokompatibilitat und die Aufnahme der Partikel durch AR42J Zellen (Rattus
norvegicus, exokrine Pankreastumorzelle) gepruft. AR42J Zellen besitzen aufgrund
von Uberexpression eine sehr hohe Anzahl an Somatostatinrezeptoren und sollten
deshalb die Cys-TATE funktionalisierten FesO4@MAOETIB Partikel bevorzugt in das
Innere der Zelle aufnehmen oder spezifisch an der Zelloberflache binden. Auf diese
Weise kann eine Aussage getroffen werden, ob die prinzipielle Mdglichkeit besteht
den Kontrast der Zellen durch Funktionalisierung der Partikel zu erhohen, um diese
als Kontrastmittel fur Zellspezifische Untersuchungen verwenden zu konnen. Die
Zellen wurden verschiedenen Konzentrationen von Cys-TATE funktionalisierten und
nativen FesO4@MAOETIB Nanopartikeln ausgesetzt. Nach 20 h Inkubationszeit
wurden die Zellen gewaschen und in separaten Testrohrchen fir die Untersuchung in
CT und MRT gesammelt. Die Wechselwirkung der funktionalisierten und nativen
Partikel mit den Zellen wurde untersucht und der Kontrast wurde verglichen. Zur
Diskussion stehen die CT Aufnahmen bei einer Rohrenspannung von 120 keV. Die
Aufnahmen bei 70 keV und 150 keV befinden sich im Anhang A6.
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Abb. 38: (a) CT Aufnahmen von AR42J Zellen inkubiert mit nativen und Cys-TATE
funktionalisierten FesO4@MAOETIB Partikeln; Partikeldurchmesser mit Cys-TATE:
doLs = 65 nm und ohne Cys-TATE: doLs = 60 nm; FesO4@MAOETIB Konzentration
100 - 800 pg/ml mit wresos = 3,44 %; Rohrenspannung 120 keV (b) zugehdrige CT
Signalintensitat in Abhangigkeit der FesO4@MAOETIB Konzentration

Abbildung 38 (a) zeigt die CT Aufnahmen der AR42J Zellen bei verschiedenen
FesO4@MAOETIB Konzentrationen mit einer R6hrenspannung von 120 keV. Durch
den sichtbaren Kontrast in beiden Versuchsreihen ist zu erkennen, dass sowohl die
nativen als auch die funktionalisierten Partikel von den Zellen aufgenommen wurden.
Der CT Kontrast nahm mit steigender Kontrastmittelkonzentration bei beiden
Versuchsreihen (100 - 800 pg/ml) zu.

Abbildung 38 (b) zeigt die zugehorigen Hounsfield Werte zu den CT Bildern. Durch
die limitierte Partikelaufnahme der Zellen ist der Verlauf der Messpunkte nicht linear.
Fir die mit nativen FesO4s@MAOETIB Partikeln inkubierten Zellen nahm der CT
Kontrast von 83 HU (100ug/ml) auf 230 HU (¢ = 800 pg/ml) zu. Mit den Cys-TATE
funktionalisierten Partikeln nahm der CT Kontrast von 136 HU auf 261 HU zu. Beim
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Vergleich der Ergebnisse aus beiden Versuchsreihen ist zu erkennen, dass die
Zellen mit den Cys-TATE funktionalisierten Partikeln einen besseren Kontrast
lieferten als die Zellen mit den nativen Partikeln. Die mittlere Differenz aus allen vier
Versuchen errechnet sich zu 46 HU. Abbildung 39 zeigt die Relaxationsraten bei
verschiedenen Fe3sO4@MAOETIB Konzentrationen.
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Abb. 39: (a) Spin-Echo MRT Aufnahmen von AR42J Zellen bei einer
FesO4@MAOETIB Konzentration von 100 - 800 pg/ml mit wresos = 3,44 %; Echozeit
te = 50 ms; Partikeldurchmesser mit Cys-TATE: dboLs = 65 nm und ohne Cys-TATE:
dors = 60 nm (b) zugehorige Tabelle mit den T2 Relaxationszeiten und der
spezifischen  Relaxivitat der Verdunnungsreihen (c) zugehoérige MRT
Relaxationsraten in Abhangigkeit der Fe3O4 Konzentration

w/oTATE| 125ms 100 ms 67 ms 59 ms 1563

Die Spin-Spin-Relaxation nahm flir beide Versuchsreihen mit steigender
Kontrastmittelkonzentration (100 - 800 pg/ml) zu. In Abbildung 39 (a) ist eine
Zunahme des Schwarzkontrasts mit zunehmender Kontrastmittelkonzentration zu
sehen. Die Relaxation verlief bei den Zellen mit Cys-TATE funktionalisierten
FesO4@MAOETIB Partikeln schneller als bei den Zellen mit den nativen Partikeln.
Die Relaxationsraten waren fur die funktionalisierten Partikel groRer als fur die
nativen Partikel (vgl. Abb. 39 c). Die Zunahme der Relaxationsraten war wie bei den
CT Aufnahmen in Abbildung 38 (b) durch eine limitierte Aufnahmefahigkeit der
Partikel durch die Zellen nicht linear. Die mittlere Differenz der 1/T2 Relaxationsraten
aus allen vier Versuchen betrug 2,75 s™' und die spezifische Relaxivitat ist bei den
funktionalisierten Partikeln mit 18,1 mM-'s™' um 2,47 mM-'s™" groRer als bei den
nativen Partikeln (vgl. Abb. 39 b).
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4 DISKUSSION

4.1 Herstellung der FesO4 Nanopartikel

Die Fes3O4 Partikel wurden mit einer basischen Fallungsreaktion aus einer wassrigen
Fe?*/Fe3*-Losung gewonnen (vgl. Gl. 7, Kapitel 1.2.2) und nach der Reaktion durch
Natriumoleat stabilisiert. Die Reaktionsparameter wurden variiert und die
Partikelgréfie nach der Reaktion mit DLS bestimmt.

Die Fe3O4 Nanopartikel entstehen bei der basischen Fallungsreaktion ohne gezieltes
Animpfen durch homogene Keimbildung. Die Partikel wachsen nicht wie bei der
heterogenen Keimbildung an Fremdkeimen heran, sondern aus einer homogenen,
Ubersattigten Losung. Die homogene Keimbildung wird nach dem Modell von LaMer
beschrieben.?? Die Sattigung S der Losung errechnet sich aus S = ¢/Csattigung.

Keimbildung > «

Sattigung S

Zeitt

Abb. 40: LaMer Diagramm - Sattigung S in Abhangigkeit der Zeit t bei der
homogenen Keimbildung??

Bei der Zugabe der wassrigen Fe?*/Fe3*-Stammldsung in Ammoniak erreicht die
Loslichkeit der gebildeten Fe3Os4 Monomere rapide ihr Maximum bis zur
Sattigungskonzentration bei S = 1 (Abschnitt 1). Da keine Keime fur das
Partikelwachstum vorhanden sind, kommt es zundchst zu einer Ubersattigung (S >
1). Nach weiterer Uberschreitung der Séattigungskonzentration kommt es bei der
kritischen Ubersattigung Sk bedingt durch hohe thermodynamische Instabilitdt zu
einer spontanen Bildung von Fe3O4 Keimen (Abschnitt I). Die Partikel wachsen nun
durch Diffusion der FesO4 Monomere gleichmalig an den gebildeten Fe304 Keimen
heran (Abschnitt IIl). Die Bildung weiterer Keime erfolgt nicht, da die Fes3Oa
Monomere fur das Partikelwachstum verbraucht werden und dadurch die
Ubersattigung abgebaut wird. Die finale PartikelgroRe hangt bei der homogenen
Keimbildung somit von der Anzahl der in Abschnitt Il gebildeten Keime ab. Aus einer
weiteren Uberschreitung der kritischen Ubersattigung Sk resultieren mehr Keime und
demnach kleinere Nanopartikel.
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Thermodynamisch betrachtet gibt es eine energetische Grenze fur den spontanen
Ubergang einer Uberséattigten homogenen Phase in eine heterogene Phase. Nach
Uberschreitung dieser Grenze beginnt die Bildung der Kristallisationskeime. Die freie
Enthalpie AG der Kristallisation errechnet sich mit der spezifischen freien
Oberflachenenergie y und AG, (Energiedifferenz eines gelosten FesO4 Monomers
und eines kristallinen Fe3O4 Molekuls) wie folgt.

AG=47rr27/+%7rr3AGv (Gl. 8)
mit

_F\’TlnS

AG, =

v

(Gl. 9)

m

In Gleichung 9 ist Vi, das molare Volumen des Kristalls. Mit einem positiven Wert far
y und einem negativen Wert fiir AG, bei Ubersattigung der Lésung ergibt sich eine
AG-r-Kurve, bei der das Maximum AG* der kritsche Radius r° der
Kristallisationskeime ist.

AGH[---<2

v

s T
*

Radiusr

Freie Enthalpie AG

v
Abb. 41: AG-r-Diagramm bei der Kristallisation aus homogener Losung

Keime mit einem Radius < r" wiirden sich sofort wieder auflésen, wahrend Keime > r*
in heterogener Phase stabil sind. Das heil3t fir die spontane Bildung unléslicher

Keime muss die Uberséttigung bei der Keimbildungsreaktion also so groR sein, dass
sich Keime > r" bilden.83
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4.1.1 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden in zwei Versuchsreihen mit zwei
verschiedenen Natriumoleat (SO) Konzentrationen (yso = 5 mg/ml; yso = 3 mg/ml)
jeweils sechs Experimente unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen (Cre2+/Fe3+ =
0,01 mol/l; xnHs = 25 %; 1400/min) durchgefuhrt. Die Partikeldurchmesser wurden mit
dynamischer Lichtstreuung bestimmt (vgl. Abb. 9, Kapitel 3.1.1). Fir jede
Versuchsreihe lagen die sechs gemessenen PartikelgroRen in derselben
Grollenordnung. Die minimalen Abweichungen sind zufalliger Natur, etwa bedingt
durch den Einfluss der Reaktionsapparatur oder der Messgerate. Die Partikelgrof3en
in Abbildung 9 sind chronologisch geordnet und es ist kein zeitlicher Trend zu
erkennen. Die absolute und relative Standardabweichung flur die Experimente mit yso
= 5 mg/ml betragt 7,4 + 1 nm £ 13,5 %. Die absolute und relative Standard-
abweichung fur die Experimente mit yso = 3 mg/ml betragt 110 + 7 nm + 6,3 %. Der
Prozess wies eine gute Stabilitat auf und die Ergebnisse waren reproduzierbar.

Aus dieser Stichprobe mit 6 Einzelmessungen wurde der Mittelwert X berechnet.
Unter Annahme einer Normalverteilung der Messwerte liel3 sich fur die Stichprobe
mit Hilfe der statistischen Software MiniTab eine Student-t-Verteilung erstellen. Die t-
Verteilung ermoglichte die Abschatzung eines Bereiches, in der sich der reale
Mittelwert y der Grundgesamtheit befindet.

Die Ergebnisse in Abbildung 42 wurden unter Anwendung von Gleichung A1 (siehe
Anhang A8) und des Student Faktors (tes% = 2,571) bei einem Konfidenzniveau von
95 % ermittelt.

Fe304 (5 mg/ml SO) Fe304 (3 mg/ml SO)
6.4 nm 85 nm 30 102,7 nm 116,4 nm

' Mean 7,443 || Mean 1096
I StDev 1,038 | StDev 6,517

! N 6
LN 6 25 |
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/ .
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Abb. 42: Student-t-Verteilung der Fe3O4 Partikelgrofien aus 6 identischen Versuchen
mit 5 mg/ml Natriumoleat und 3 mg/ml Natriumoleat

FUr eine Natriumoleat Konzentration von 5 mg/ml liegt der wahre Mittelwert y der
Stichprobe mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % zwischen 6,4 - 8,5 nm. Hieraus
errechnet sich eine relative Abweichung von + 13,5 % vom Mittelwert der sechs
gemessenen PartikelgroRen. Fur eine Natriumoleat Konzentration von 5 mg/ml liegt
der wahre Mittelwert zwischen 102,7 - 116,4 nm mit £+ 6,3 % relativer Abweichung.
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4.1.2 Einfluss der Stabilisatormenge

In Kapitel 3.1.2 wurde die Stabilisatormenge bei der Fallungsreaktion von FesO4
variiert. Als Stabilisator wurde Natriumoleat verwendet. Die Variation der
Stabilisatormenge hatte einen groRen Einfluss auf die Partikelgroe (vgl. Abb. 10).
Der mit DLS bestimmte FesOs Partikeldurchmesser wurde mit zunehmender
Natriumoleat Konzentration kleiner.

FesOs4 Nanopartikel neigen aufgrund ihrer grof3en spezifischen Oberflache zur
Agglomeration Uber Wechselwirkungskrafte, zum Beispiel die van-der-Waals
Krafte.5° Durch Stabilisierung der Nanopartikel kann der Bildung solcher Aggregate
entgegen gewirkt werden, wobei es zwei Moglichkeiten gibt. Sterische Stabilisatoren
sind meist kurz- bis mittelkettige (typischerweise C1s) Polymere oder Tenside, welche
auf der Partikeloberflache anlagern und andere Partikel auf Abstand halten. Die
Freiheitsgrade der Tensidketten auf der Partikeloberflache werden bei Annaherung
an andere Partikel geringer. Aus einer Einschrankung der Bewegungsmaoglichkeit der
Tensidketten resultiert eine Abnahme der Entropie. Dieser Zustand ist nicht
auszuschliel3en, jedoch unwahrscheinlicher als frei bewegliche Tensidketten. Durch
entropische Abstolung wird somit die Agglomeration der Partikel verhindert. Bei
einer  elektrostatischen  Stabilisierung lagern sich  um eine geladene
Partikeloberflache entsprechende Gegenionen an und bilden eine elektrochemische
Doppelschicht. Die Stabilisierung der Partikel erfolgt durch elektrostatische
Abstollung. Sowohl die entropische, als auch die elektrostatische AbstoRung steht
mit den van-der-Waals Kraften im Gleichgewicht. Je nach Stabilisator Uberlagern
sich sterische und elektrostatische Stabilisierungseffekte.52.59.62,70.84

Abb. 43: Schematische Darstellung der Stabilisierungsmdglichkeiten von
Nanopartikeln (a) sterische Stabilisierung durch Tensidketten (z.B. Natriumoleat) (b)
elektrochemische Stabilisierung durch Ladungen

Die Partikeloberflache eines FeszOs4 Nanopartikels wird bei einer Stabilisierung mit
Natriumoleat an den endstédndigen Eisenatomen mit -OH Gruppen terminiert.
Unmittelbar nach der Entstehung eines Nanopartikels lagern sich die beiden
Sauerstoffatome der Carboxylatgruppe von Natriumoleat tber Wasserstoffbriicken-
bindungen an die Oberflache der FesOs Partikel an und stabilisieren diese
elektrostatisch in wassriger Umgebung.56.84.85
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Xl
Fe—OH- - - Oy
S} 7
Fe—OH---0

Abb. 44: Schematische Darstellung der Bindung des Oleatanions an die Oberflache
von Fe304 Nanopartikeln Uber Wasserstoffbrickenbindungen

Das Zetapotential eines FezO4 Partikels ohne Stabilisatoren betragt -10 mV (pH 7).8¢
Das leicht negative Zetapotential beruht hier auf der teilweisen Dissoziation von den
an der Partikeloberflache gelegenen -OH Gruppen zu -O-. Das chemische
Gleichgewicht liegt jedoch stark auf der Seite des undissoziierten Hydroxids und die
Stabilisierung der Partikel ist sehr schwach. Durch die Anlagerung von negativ
geladenen Carboxylatgruppen an die Partikeloberflache hatten die SO stabilisierten
FesOa4 Partikel bei einem pH-Wert von 7 ein Zetapotential von -59 mV (gemessen mit
dem Zetasizer ZS90) und sind so nach der Fallungsreaktion stabiler.

Stehen nicht genligend Stabilisatormolektile zur Verfliigung bilden sich Agglomerate
aus FesOs Primarpartikeln, wodurch der Anstieg des mit DLS bestimmten Fe3O4
Durchmessers in Abbildung 10 zu erklaren ist. Der Anlagerungsprozess von
Natriumoleat an die Partikeloberflache ist kinetischer Natur und ist abhangig von der
Diffusionsgeschwindigkeit der Natriumoleat Moleklile an die Partikeloberflache. Die
GroRe der Agglomerate ist somit abhangig von der Stabilisatormenge (vgl. Abb. 10)
jedoch auch von der Anzahl der Primarpartikel (vgl. Abb. 11). Bei Verminderung der
Stabilisatormenge bei gleicher Primarpartikelzahl oder bei einer Erhohung der
Primarpartikelzahl bei gleicher Stabilisatormenge entstehen durch die relativ
geringere Stabilisatormolekuldichte an der Partikeloberflache kleine Lucken, welche
zu Agglomeration Uber van-der-Waals Krafte fuhren. Dieser Effekt ist in Abbildung 10
ab einer Natriumoleat (SO) Konzentration von yso = 3 mg/ml durch den sprunghaften
Anstieg der Partikelgréfie zu sehen.

Abb. 45: Schematische Darstellung zweier agglomerierter mit Natriumoleat
stabilisierter FesO4 Partikel (links) und ein grol’es Fe3zOs4 Aggregat bestehend aus
mehreren Primarpartikeln (rechts)

Far die weiteren Prozessschritte in organischer Umgebung ermaglichte die unpolare
Kette des Oleat Anions die Uberfihrung der Partikel in organische Ldsungsmittel.
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Anders als bei der elektrostatischen Stabilisierung Uber das Zetapotential in
wassriger Umgebung sind die Kohlenwasserstoffketten in organischen Medien frei
beweglich und die Partikel sind in Olsaure sterisch stabilisiert. Durch Zugabe von
Olsdure konnten die van-der-Waals Bindungen der Agglomerate geldst und die
einzelnen Partikel voneinander getrennt werden.>°

4.1.3 Einfluss der Fe?*/Fe3*-Eduktkonzentration

Die Fe?*/Fe®*-Eduktkonzentration wurde bei der Fe3Os4 Nanopartikelsynthese von
0,005 - 0,04 mol/l bei sonst gleichen Reaktionsbedingungen variiert. In Abbildung 11
(Kapitel 3.1.3) ist ein Anstieg der Partikelgro3e mit zunehmender Konzentration zu
erkennen.

Wie in Kapitel 4.1.2 ausfuhrlich diskutiert, handelt es sich hierbei um Aggregate
kleiner FesOs4 Primarpartikel mit d = 7 nm. Der Grund fir die Bildung solcher
Aggregate ist die relative Abnahme der Stabilisatorkonzentration bei zunehmender
Fe?*/Fe3*-Konzentration. Bei hoheren Fe?*/Fe3*-Konzentrationen bildeten sich mehr
Nanopartikel und die lokal verfigbaren Stabilisatormolekile reichten fur eine
vollstandige Ummantelung der Nanopartikel nicht mehr aus, wodurch die Partikel
agglomerierten und die mit DLS bestimmte Partikelgro3e zunahm. Die Diffusion der
Stabilisatormolekile an die Partikeloberflache war bei den Versuchen ab einer
Eduktkonzentration von 0,02 mol/l limitiert und es ist in Abbildung 11 zwischen 0,01
mol/l und 0,02 mol/l ein Sprung in der PartikelgroRe zu erkennen.

4.1.4 Einfluss der Ruhrergeschwindigkeit

In Kapitel 3.1.4 wurde die Ruhrerdrehzahl bei der Synthese mit sonst gleichen
Reaktionsbedingungen variiert und die PartikelgroRen des Produkts mit DLS
gemessen und verglichen. Die Experimente zeigten, dass bei kleineren Ruhrer-
drehzahlen in der DLS grof3ere Partikel entstanden (vgl. Abb. 12).

Durch das Verringern der Ruhrerdrehzahl wurde auch die Durchmischung der
Komponenten herabgesetzt. Somit war auch direkt nach der Entstehung der Fe3O4
Partikel die Diffusion der Stabilisatormolekile an die Partikeloberflache begrenzt, da
der konvektionelle Stofftransport durch die verminderte Durchmischung kleiner war.
Bei verringerter Ruhrergeschwindigkeit waren lokal zu wenige Stabilisatormolekile
vorhanden um die Partikeloberflache aller entstandenen Partikel komplett zu
bedecken und es bildeten sich bei Herabsetzen der Ruhrerdrehzahl Agglomerate.
Bei grolBer Ruhrerdrehzahl hingegen wurden durch die intensive Durchmischung
stetig Stabilisatormolekile an die Partikeloberflache transportiert und die Partikel
konnten vor der Agglomeration stabilisiert werden.
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4.2 Herstellung der polyMAOETIB Nanopartikel

Die polyMAOETIB Nanopartikel wurden mit Mikroemulsionspolymerisation
synthetisiert. Das MAOETIB Monomer wurde zusammen mit dem Losungsmittel
Toluol und einem Tensid unter Bildung von Mizellen fein in Wasser dispergiert und
mit einem radikalischen Polymerisationsprozess in den Mizellen zum Polymer
umgewandelt. Der Prozess wurde unter Variation der Reaktionsparameter untersucht
und optimiert.

4.2.1 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Die Reproduzierbarkeit der Nanopartikelsynthese wurde mit Hilfe von funf
identischen Experimenten bei gleichen Reaktionsbedingungen untersucht. Als
Tensid wurde Natriumoleat (SO) verwendet. Die jeweils funf Experimente wurden in
zwei Versuchsreihen fir zwei verschiedene GrdéRenbereiche mit zwei
unterschiedlichen Tensidbeladungen von Xso = 0,06 und Xso = 0,11 durchgefuhrt
(AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500; Reaktionstemperatur 70°C). Fir jede Tensid-
beladung lagen die jeweils funf PartikelgroRen in derselben GrélRenordnung (vgl.
Abb. 14, Kapitel 3.2.1). Die absolute und relative Standardabweichung flur die
Experimente mit Xso = 0,06 betragt 199 + 5 nm + 2,5 %. Die absolute und relative
Standardabweichung fur die Experimente mit Xso = 0,11 betragt 124 + 6 nm + 4,8 %.

Unter Berucksichtigung der geringen Anzahl der Messwerte liel3 sich analog zu
Kapitel 4.1.1 eine Student-t-Verteilung erstellen. Mit Hilfe des Student Faktors t liel3
sich fur ein Konfidenzintervall von 95 % (tes% = 2,571) der Vertrauensbereich des
Mittelwerts bestimmen.

MAOETIB (Xso = 0,11) MAOETIB (Xso = 0,06)
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Abb. 46: Student-t-Verteilung der polyMAOETIB Partikelgrofien aus 5 identischen
Experimenten mit Xso = 0,11 und Xso = 0,06

Fur Xso = 0,11 liegt der wahre Mittelwert der Stichprobe mit einer Wahrscheinlichkeit

von 95 % zwischen 116,3 - 131,6 nm. Fir den Mittelwert der finf gemessenen
PartikelgréRen errechnet sich eine relative Abweichung von + 6,1 %. Fir Xso = 0,06
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liegt der wahre Mittelwert zwischen 180,1 - 217,8 nm und die relative Abweichung
betragt + 9,5 %.

Der Prozess wies eine gute Stabilitdt und Reproduzierbarkeit auf. Entscheidend fur
eine gute Reproduzierbarkeit ist die thermodynamische Kontrolle der Partikelgrof3e.
Im Gegensatz zu kinetisch kontrollierten Prozessen wie beispielsweise bei der
Emulsionspolymerisation ist die finale Partikelgrofle bei der Mikroemulsions-
polymerisation unabhangig von einer langen Reaktionszeit.

4.2.2 Einfluss der Tensidmenge und der Tensidart

Der Mikroemulsionspolymerisation wurde mit funf verschiedenen Tensiden und
unterschiedlichen Tensidmengen durchgefihrt und die PartikelgréRe nach der
Partikelaufbereitung mit DLS bestimmt (vgl. Kapitel 3.2.2). Natriumdodecylsulfat
(SDS) und Natriumoleat (SO) wurden als anionische Tenside verwendet.
Cetylpyridiniumchlorid  (CPC), Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) und
Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTACI) wurden als kationische Tenside verwendet.
Die Kettenlangen der Tenside sind bei SO mit C1s und bei CTAB und CTACI mit C19
in etwa gleich, lediglich CPC mit C16 und SDS mit C+2 sind etwas kurzer, wobei die
Grolde der polyMAOETIB Partikel nur leicht von der unterschiedlichen Charakteristik
der verwendeten Tenside beeinflusst wurde (vgl. Abb. 15). Die Einsatzmenge der
Tenside war hingegen ausschlaggebend fur die nach der Reaktion erhaltene
PartikelgréfRe. Aus einer Erhdhung der Tensidbeladung resultierten kleinere Partikel.

Anders als die Fallung von FesOs4 (vgl. Kapitel 3.1), st die
Mikroemulsionspolymerisation ~ kein  kinetisch ~ abhangiger, sondern ein
thermodynamisch kontrollierter Prozess. Die PartikelgroRe wird nicht durch
Diffusionsprozesse der Tensidmolekile, sondern durch die thermodynamische
Stabilitat von Tensidmizellen bestimmt. Das Reaktionssystem besteht bei der
Mikroemulsionspolymerisation aus einer wassrigen Phase und einer organischen
Phase mit einer relativ hohen Menge an Tensid. Das Monomer ist in der organischen
Phase geldst. Bei intensiver Durchmischung des zweiphasigen Gemischs werden die
organischen Tropfchen von dem Tensid ummantelt und es bilden Mizellen, welche
auf unbestimmte Zeit thermodynamisch stabil sind. In diesen Mizellen findet im
nachsten Prozessschritt die Polymerisationsreaktion statt.

Toluol
+
MAOQETIB

2R
Abb. 47: Schematische Darstellung einer Toluol/MAOETIB Mizelle mit dem Radius R
und der mittleren Dicke b der Mizellenhulle

Die Grolke der Polymerpartikel ist bei der Mikroemulsionspolymerisation
hauptsachlich von der Tensidmenge im Reaktionssystem abhangig. Aus einer
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hoheren Tensidmenge resultieren kleinere Mizellen und demnach kleinere Partikel.
Dieses Verhalten wurde von Antonietti et al. in der Literatur intensiv diskutiert.87-8°
Laut der Theorie fur Mikroemulsionen ist die thermodynamisch gunstigste Position
fur Tensidmolekiile die Grenzflache zwischen wassriger und organischer Phase. Mit
zunehmender Tensidmenge im Reaktionssystem bei sonst gleichen Einsatzmengen
vergroflert sich diese Grenzflache, wodurch die Mizellen kleiner werden.

Unter der Annahme idealer, kugelformiger Mizellen mit einheitlicher Gro3e und einer
Monolage des Tensids um den organischen Kern, wird die MizellengréfRe in
Mikroemulsionen hauptsachlich durch das Verhaltnis S der Tensidmenge (Mmtensid)
zur Masse der organischen Phase (morg) beeinflusst.87:88

S="hess (1. 10)
m

org

Mit Hilfe der Dichten des Tensids prensia und des organischen Kerns porg l8sst sich
analog das Volumenverhaltnis der gesamten Mizelle zum Kern bestimmen, und
somit der Radius R der Mizellen berechnen. Der Parameter b ist die mittlere Dicke
der Mizellenhillle, welche den hydrophoben Kern (Toluol/Monomer) von Wasser
trennt.®®

nﬂ’Tens'd:pTensid%ﬂ.Q_%ﬂ.(R_bfj R -1 (Gl 11)

My, pa,  i7(R=b) (R—b)y’

org

Riize ]b]l—(1+5)_%)_] (Gl. 12)

Der allgemeine Zusammenhang zwischen der Tensidmenge und der Partikelgrof3e
wird durch Gleichung 12 sehr gut wiedergegeben, es kann jedoch flr jedes System
individuell zu Abweichungen von dem idealisierten Modell kommen. Der Parameter b
bezieht sich auf eine Monolage der Tensidmolekile um den organischen Kern. In der
Praxis jedoch sind haufig je nach Tensidart mehrere Lagen um eine Mizelle und b ist
eine komplexe Funktion von S.888 Eine weitere Voraussetzung fir einen stabilen
Prozess ist eine sehr geringe Ldslichkeit des Monomers in Wasser. Aufgrund dieser
individuellen Parameter kann Gleichung 12 nicht ohne weitere Bedingungen fir jedes
Mikroemulsionssystem angewendet werden und es kann keine generell gultige
Vorhersage der Partikelgrofie getroffen werden. Die Art und Einsatzmenge des
Monomers, der Co-Monomere, des Losungsmittels, des Tensids, des Initiators und
die Reaktionstemperatur kénnen die Partikelgrofle und die Polymerisationskinetik
beeinflussen.®

Der prinzipielle Trend der Messpunkte in Abbildung 15 (Kapitel 3.2.2) korreliert trotz
individueller Reaktionsbedingungen fur jedes Tensid mit Gleichung 12. Abbildung 48
zeigt exemplarisch den PartikelgroBenverlauf der Experimente mit Natrium-
dodecylsulfat (SDS) aus Abbildung 15 in Abhangigkeit von S und die zugehdrige
berechnete Kurve aus Gleichung 12. Die im Diagramm eingezeichnete
Ausgleichskurve ergibt sich durch Minimierung der Fehlerquadrate der Messwerte
und den mit Gleichung 12 berechneten Partikeldurchmessern.
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Abb. 48: Partikelgrofie von polyMAOETIB synthetisiert mit SDS in Abhangigkeit des
Verhaltnisses S (mrensid/Morg) und Gleichung 12 angepasst an die Datenpunkte von
SDS mit variablem Parameter b

Die PartikelgroRen erstreckten sich fur die Messpunkte (SDS) von 69 bis 552 nm und
die berechnete Kurve liegt in einem GroRenbereich von 146 bis 354 nm. Beim
Vergleich der Kurve mit den Messpunkten sind Abweichungen zu erkennen, wobei
das Verhaltnis der gemessenen PartikelgroRe zu der theoretisch berechneten
PartikelgréRe qualitativ gut dargestellt wird. Der Wert flr b war bei einer Anpassung
von Gleichung 12 an die Messdaten (vgl. Abb. 48) im System polyMAOETIB fur SDS
mit 45 nm, sowie bei den anderen Tensiden aus Kapitel 3.2.2 circa um das
zehnfache groRer als theoretisch erwartet (btheoretisch = 0,5 nm), und kann daher nicht
exakt auf das ideale Modell flir Mikroemulsionen Ubertragen werden. Die
Ausgleichskurve und die experimentell ermittelten Daten weisen dennoch einen
ahnlichen Trend auf, wobei die PartikelgréRen flr grolle Tensidmengen etwas
unterhalb und die Partikelgrofien fur S < 0,75 etwas oberhalb der Ausgleichskurve
liegen.

Abweichungen von Gleichung 12 erklaren sich im System Toluol/MAOETIB wie folgt.
Der Parameter b hangt in der Praxis von dem Verhaltnis S ab.888° Das Innere der
Mizelle bestand bei der Polymerisation von polyMAOETIB hauptsachlich aus
Lésungsmittel (Toluol) mit einem Toluol/Monomer Massenverhaltnis von 4:1 und das
Monomer nahm nur einen kleinen Raum in den Mizellen ein. Demnach entsprach die
MizellengréRe nicht der mit DLS gemessenen GrofRe der Polymerpartikel. Durch das
Auswaschen von Toluol vor der DLS Messung ergab sich somit eine systematische
Abweichung der Messwerte von der idealen Kurve in Abbildung 15 und die
PartikelgrofRen lagen bei gro’en Tensidmengen unterhalb der Kurve.

Fir sehr kleine Tensidmengen (S = 0,5) lagen die gemessenen Partikelgrofien
oberhalb der Kurve von Gleichung 12 und die Fehlerbalken sind, auch fur die
anderen Tenside (vgl. Abb. 15), etwas breiter. Die Breite der Fehlerbalken
vergrofRerte sich durch Messabweichungen bei den drei DLS Messungen. Die
Modellvorstellung geht von einer kompletten Bedeckung der wassrig/organischen
Grenzflache und einer definierten Grenze zwischen Wasser/Tensidmonolage/Kern
aus. In der Praxis ist es jedoch mdglich, dass sich gerade bei kleinen Tensidmengen
die Mizellen durch Licken in der Tensidmonolage zu grélieren Mizellen zusammen-
schlieBen, oder die MizellengrélRe durch zu geringe Anzahl der Tensidmolekile
etwas ungleichmaliger ist (bei X < 0,06 bzw. S < 0,5 konnten keine Nanopartikel
synthetisiert werden).88 Bei kleinen Tensidmengen ist daher bei der DLS mit
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grolReren Messfehlern zu rechnen. GrofRe Partikel sedimentieren wahrend der DLS
Messung schneller zu Boden als kleine Partikel. Bei DLS Messungen wird davon
ausgegangen, dass keine gerichtete Bewegung der Teilchen durch Stromung oder
Sedimentation stattfindet. Die Partikelgrole wird lediglich Uber die brownsche
Molekularbewegung charakterisiert. Bei kleinen Tensidmengen verschiebt sich durch
eine starker ausgepragte Sedimentation gréRerer Partikel die Partikelgrofien-
verteilung wahrend der drei DLS Messungen leicht in Richtung kleinerer
Durchmesser, wodurch die Fehlerbalken etwas groflier werden.

Weitere Abweichungen von Gleichung 12 kénnen durch eine sehr geringe, jedoch
nicht unmaogliche Loslichkeit des MAOETIB Monomers in Wasser verursacht werden.
Zudem ist Toluol in den Mizellen zwar ein sehr gutes Losungsmittel flir das
MAOETIB Monomer, Teile des Polymers fallen mit wachsender Kettenlange in den
Mizellen durch Mikrophasenseparation aus. Die Loslichkeit des Polymers im
organischen Ldésungsmittel bestimmt die Stabilitdt einer Mikroemulsion und die
Korrelation der tatsachlichen PartikelgroRen mit Gleichung 12.8°

Trotz der Abweichung von der Theorie und von Gleichung 12 war der Prozess
reproduzierbar und die Partikelgréfe liell sich durch Variation der Tensidmenge von
30 nm bis 930 nm sehr gut steuern. Im Gegensatz zu den anderen Tensiden konnten
mit CTACI und CPC keine Nanopartikel gewonnen werden. Die GroRRe der Partikel
lag hier bei 2 - 5 ym. Die relativ kleinen Chloridionen der beiden Tenside besitzen fur
ihre Grolke eine dennoch hohe Ladungsdichte und stérten durch elektrostatische
Polarisationseffekte den Ablauf der Polymerisation. Stark polarisierende Gegenionen
sind schlecht fir den Prozess. Zur Bestatigung dieser These wurden Versuche mit
CTAB unter Zugabe von Chloridionen (Natriumchlorid) durchgefuhrt, woraus
Mikropartikel in der selben GrofRenordnung resultierten.

Es wurde experimentell ermittelt, dass bei radikalischen Polymerisationsprozessen
auch die Einsatzmenge des Radikalstarters eine Rolle spielte (vgl. Kapitel 3.3.2, Abb.
15 a,b). Unterschiedliche Verhaltnisse des Radikalstarters (AIBN) beeinflussten eher
den Trend der Kurven als die Partikelgro3en. Vor allem bei kleineren Tensidmengen
und analog groflieren Partikeln unterscheiden sich die Kurven in Abbildung 15 in ihrer
Form. Bei einem molaren AIBN/Monomer Verhaltnis von 1:500 besitzen die Kurven
eine groliere Krimmung und die PartikelgroRe stieg bei abnehmender Tensidmenge
starker an (vgl. Abb. 15 a), wahrend ein molares AIBN/Monomer Verhaltnis von
1:1000 einen eher linearen Anstieg der PartikelgroRe zur Folge hatte (vgl. Abb. 15 b).
Die Theorie der Mikroemulsionspolymerisation mit hoher Quervernetzung enthalt
keinen Zusammenhang zwischen Partikelgré3e und Initiator. Wie oben erwahnt, gibt
es laut der Theorie fur Mizellen eine strikte Grenze zwischen wassriger und
organischer Phase durch eine Monolage des Tensids. Im Gegensatz dazu kommt es
bei einem realen Prozess wahrend der Reaktion mit Toluol/MAOETIB/H20/Tensid
durch die Restloslichkeit von Toluol und des Monomers in Wasser zusatzlich zu
Transport- und Diffusionsprozessen Uber die wassrig/organischen Grenzflache.
Zudem konnen einzelne Mizellen wahrend des Polymerisationsvorganges ineinander
Ubergehen. Eine geringere AIBN/Monomer Konzentration verlangsamte den
Polymerisationsprozess, wahrend die Transportprozesse unverandert blieben und
den Gesamtprozess starker beeinflussten. Hieraus resultierten experimentell
unterschiedliche Partikelgroen des Produkts unter Variation der verwendeten
Initiatormenge.

Durch eine groliere Initiatormenge konnten die genannten Storfaktoren vermindert
werden, da die Polymerisationsrate groer war. Zudem war der Einfluss von
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Restsauerstoff im Reaktionssystem geringer, welcher den radikalischen
Polymerisationsvorgang stérte. Dies hatte positive Auswirkungen auf die
Reproduzierbarkeit und Prozessstabilitat, daher wurde fur weitere Versuche das
AIBN/Monomerverhaltnis von 1:500 verwendet.

Zusatzlich zu den DLS Messungen wurden die polyMAOETIB Partikel mit
verschiedenen Groflen (unter Variation der Tensidmenge) nach der Partikel-
aufbereitung mit einem Atomic Force Mikroskop (AFM) bildlich dargestellt. Als Tensid
wurde Natriumoleat verwendet. Die PartikelgroRenanalyse der AFM-Software
ermdglicht zudem das Erstellen einer Grélkenverteilung der Aufnahmen.
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Abb. 49: AFM Aufnahmen von polyMAOETIB Partikeln gefallt in H20 und
synthetisiert mit (a) Xso = 0,056 (b) Xso = 0,083 (c) Xso = 0,11 und (d) Xso = 0,16
mit zugehdrigen PartikelgroRenverteilungen (a) darm = 221+8 nm, doLs = 226 nm (b)
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Die Bilder zeigen uniforme, spharische Partikel mit annahernd einheitlicher GroRe fur
die jeweilige Tensidmenge. Die mit AFM und DLS bestimmten Partikelgrof3en liegen
in derselben GroélRenordnung. Leichte Schwankungen der PartikelgroRe bei
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Verwendung unterschiedlicher Messverfahren sind nicht unublich. Die Partikel-
durchmesser von AFM und DLS sind zum Vergleich in Abbildung 50 dargestellit.
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Abb. 50: Partikeldurchmesser von polyMAOETIB gemessen mit AFM und DLS im
Vergleich

Die mit DLS gemessenen Partikelgro3en sind in Abbildung 50 fur jeden Messpunkt
circa 10 nm groler als die mit dem Mikroskop bestimmen Partikelgrofien. Die
GroRenabweichungen der beiden Messmethoden sind auf die Probenvorbereitung
fur AFM Messungen oder Fehlerquellen bei der DLS Messung (z.B. leichte
Schwankungen der Losungsmittelviskositat, Probenkonzentration oder Proben-
temperatur) zurickzuftihren.

Bei der DLS wurde zur Messung eine wassrige Partikeldispersion verwendet. Fur die
Messung mit dem Mikroskop wurden die Nanopartikel getrocknet und sind daher
etwas kleiner. Die Partikelgrofle wird zudem bei DLS Messungen uber den
Diffusionskoeffizienten bestimmt, wobei von einer idealen Kugel ausgegangen wird.
In einer realen Partikeldispersion befinden sich in wassriger Losung stabilisierende
Gegenionen um die Partikel, welche die Diffusion der Partikel zwar nur geringfligig,
jedoch messbar verringern. Daher erscheinen die Partikel bei den DLS Messungen
etwas groRer als unter dem AFM.

4.2.3 Untersuchung weiterer Prozessparameter

Die Reaktionstemperatur war ein weiterer Optimierungsparameter flir den
radikalischen Polymerisationsprozess. Die Polymerisationsreaktion wurde bei den
Temperaturen 50°C, 60°C wund 70°C durchgefihrt und der Einfluss der
Reaktionstemperatur auf die Partikelgrof3e mit DLS untersucht. Bei den Versuchen
stieg die PartikelgréRe bei Herabsenken der Reaktionstemperatur unter 70°C rapide
an (vgl. Abb. 17, Kapitel 3.2.3).

Laut der Theorie fur Mikroemulsionen sind die Mizellen thermodynamisch stabil und
die Partikelgrofie wird von der Reaktionstemperatur nicht beeinflusst. Somit ist die
MizellengréRe nach einer idealen Modellvorstellung identisch mit der finalen
PartikelgrolRe. Bei einem nicht idealen Prozess kommt es wahrend der
Polymerisation hingegen zu Diffusions- und Transportprozessen.?® Bei herab-setzen
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der Reaktionstemperatur ist die Polymerisationsrate substantiell geringer. Diffusions-
und Transportprozesse bleiben hingegen von Temperaturanderungen groftenteils
unbeeinflusst und wurden daher bei geringeren Temperaturen im Prozess
dominanter, wodurch die Partikelgrof3e zunahm. Daher sind Reaktionstemperaturen
zwischen 60 - 70°C fur einen gut definierten Prozess notwendig. Eine weitere
Temperaturerhéhung > 70 °C hatte keine weiteren Vorteile.

In weiteren Versuchen wurden die Dispersionsintensitat und -zeit variiert (vgl. Abb.
18, Kapitel 3.2.3). Das Reaktionsgemisch (Toluol/MAOETIB/Tensid/H20) wurde vor
dem Start der Polymerisationsreaktion bei unterschiedlichen Drehzahlen von 5000 -
25000 min' dispergiert und der Einfluss der Dispersionsintensitat auf die
PartikelgroRe untersucht. Die PartikelgroRe wurde mit DLS bestimmt. Zusatzlich
wurde bei einer konstanten Drehzahl von 25000 min-' die Dispersionszeit von 10 -
600 s variiert und die PartikelgroRe nach der Reaktion mit DLS bestimmt.

Eine Veranderung der Dispersionsintensitat beeinflusste bei den Experimenten die
PartikelgrolRe, wobei mit steigender Drehzahl die Partikel kleiner und die
Fehlerbalken enger wurden (vgl. Abb. 18 a). Durch die Anderung der Drehzahl
anderte sich auch der Energieeintrag in das Mikroemulsionssystem. Der
Energieeintrag in das System nahm mit steigender Drehzahl zu und die Mizellen
erfuhren am Rotor/Stator gréRere Scherkrafte. In der Verfahrenstechnik wird die im
System erbrachte Ruhrerleistung P Uber die Newton Zahl Ne definiert. Die Newton
Zahl ist eine fur jedes RuUhrwerk individuelle, dimensionslose Kennzahl. Die
Ruhrerleistung kann mit Hilfe der Dichte p der Flussigkeit, der Drehzahl n und des
Rihrerdurchmesser dr bestimmt werden.*®

P=Ne pin'rd;, (Gl 13)

In turbulenter Stromung ist die Newton Zahl konstant und es gilt fur die Leistung und
die Drehzahl somit P o n3. Die Mikroemulsionspolymerisation ist ein
thermodynamisch limitierter Prozess, wobei der thermodynamisch stabile Zustand
der Mizellen nach ft—>o0 ohne &aufleren Einfluss erreicht wirde. Idealerweise
bestehen Mizellen nach Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichts aus einer
Monolage des Tensids (vgl. Abb. 47) mit einheitlicher GroRe und sind auf
unbestimmte Zeit stabil. Vor Erreichen dieses Zustandes bestehen die Mizellen aus
multiplen Lagen von Tensidmolekulen und die Abstande der Tensidmolekule kdnnen
von Mizelle zu Mizelle variieren. Durch den Energieeintrag Pt wird das Erreichen
des Gleichgewichtszustandes beschleunigt. Je groRer die Drehzahl, desto schneller
wird der stabile Zustand der Mizellen erreicht. Die mittlere Partikelgrofle und die
Fehlerbalken in Abbildung 18 (a) wurden demnach mit steigender Drehzahl kleiner.
Das Verkirzen der Dispersionszeit auf 10 Sekunden bei konstanter
Dispersionsdrehzahl von 25000 min-' hatte zur Folge, dass das Mikroemulsions-
system nach Beenden des Energieeintrags noch nicht im thermodynamischen
Gleichgewicht war (vgl. Abb. 18 b). Ein Energieeintrag von 10 s reichte nicht aus um
die GroRRe der Mizellen gleichermalien zu minimieren und es entstanden demnach
keine Nanopartikel mit einheitlicher Grélze. Nach einer Dispersionszeit > 30 s waren
die Mizellen im thermodynamischen Gleichgewicht und alle Mizellen hatten den
notwendigen Eintrag an Energie erfahren und besallen dieselbe Grofe. Die
gemessene PartikelgrolRe anderte sich daher bei den Experimenten mit langerem
Energieeintrag nicht mehr.
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4.2.4 Alternative Einsatzstoffe

Die polyMAOETIB Nanopartikel wurden zusatzlich zu den in Kapitel 3.2.2
verwendeten Tensiden mit den biokompatiblen Tensiden Brij 35 und Tween 20
synthetisiert, um den Herstellprozess umwelt- und patientenfreundlicher zu gestalten.
Die beiden Tenside sind anders als die kationischen und anionischen Tenside aus
Kapitel 3.2.2 nicht ionisch und besitzen an der Mizellenoberflache keine Ladung. Der
Verlauf der PartikelgroRe bei den Versuchen aus Abbildung 19 (Kapitel 3.2.4) ahnelt
den GroéRenverlaufen aus Abbildung 15 (Kapitel 3.2.2). Wie in Kapitel 4.2.2
beschrieben, hatte die Art des Tensids einen Einfluss auf den Trend der Messpunkte.
Bei dem Vergleich der Ergebnisse aus beiden Versuchsreihen in Abbildung 19 ist zu
erkennen, dass mit Brij 35 bei hohen Tensidmengen die kleinsten Partikel
entstanden, und mit Tween 20 ein breiteres GroRenspektrum mdglich war. Die beste
Variante fur einen biokompatiblen Prozess war dennoch Natriumoleat als Salz einer
natlrlichen Fettsaure. Natriumoleat wies eine gute Stabilitdt im Polymerisations-
prozess auf und die Ergebnisse waren reproduzierbar. Daher wurde Natriumoleat
standardmafig bei allen weiteren Polymerisationsvorgangen verwendet.

Die Experimente mit Chlorbenzol als alternatives Losungsmittel zeigten, dass
prinzipiell die Madglichkeit besteht neben Toluol auch andere Ldsemittel bei der
Polymerisation zu verwenden. Die Trendlinien aus Abbildung 20 (Kapitel 3.2.4) mit
Chlorbenzol als Losungsmittel und Abbildung 15 (Kapitel 3.2.2) mit Toluol sind sich
sehr ahnlich, was auf die sonst gleichen Reaktionsbedingungen zurickzuflhren ist.
Bei Mikroemulsionspolymerisationen andert sich die Partikelgrof3e und somit der
Trend der Messpunkte individuell fiir die Anderung der Reaktionsparameter, so auch
bei der Verwendung eines anderen Losungsmittels.?® Das bedeutet, dass je nach
Reaktionsparameter keine allgemein gultigen Aussagen fur Mikroemulsionen und
den Verlauf der Mizellen- und Partikelgrofie festgelegt werden kdnnen, und diese
Aussagen nur experimentell zu ermitteln sind.

Wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, konnten mit CTACI und CPC aufgrund der
Chloridionen keine Nanopartikel synthetisiert werden. Groélkere Mengen an CTAB
(Xctae > 0.11) resultierte auch hier in gel-ahnlichen Produkten, welche mit DLS nicht
mehr analysiert, und medizinisch nicht weiter verwendet werden konnten.

4.2.5 Partikelaufbereitung

Die Aufbereitung der Partikel, vor Allem das Entfernen der gro3en Mengen an Tensid
und Ldsungsmittel, ist fur eine medizinische Anwendung eines intravenos
verabreichten Kontrastmittels essentiell. Eine zeitaufwendige Moglichkeit ware das
Waschen der Partikel durch Zentrifugieren und Redispergieren in H20, wobei Tensid
und Ldésungsmittel in mehreren Schritten entfernt werden. Als schnellere und
simplere Methode eignete sich das Losen der Partikel in Tetrahydrofuran (THF) mit
anschlieRendem Fallen in Methanol (MeOH).
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Abb. 51: Schematisches Blockdiagramm der Partikelaufbereitung

Das Tensid und das Toluol konnten nach dem Fallen der Partikel in MeOH dekantiert
werden, da die beiden Stoffe in Losung blieben und nicht mit den gefallten
Nanopartikeln sedimentierten. Die Partikel konnten nach drei Waschvorgangen in
H20 redispergiert werden. Sowohl bei den AFM Aufnahmen (vgl. Abb. 49, Kapitel
4.2.2) als auch den TEM Aufnahmen (vgl. Abb. 29 - 31, Kapitel 3.3.4) waren nach
dreimaliger Wiederholung der Waschvorgange keine Tensidreste zu erkennen. Auch
die Vitalitat der AR42J Zellen wurde von der gewaschenen polyMAOETIB Dispersion
nicht beeinflusst (vgl. Abb. 63, Kapitel 4.5.2). Daher wurden die Partikel in allen
Versuchen mit drei Waschvorgangen aufbereitet. Der Vorteil dieser Aufbereitung ist
ein vergleichsweise geringerer Zeitaufwand zum Zentrifugieren.

Wahrend des Aufbereitungsprozesses anderte sich die Partikelgrofde zwischen den
einzelnen Prozessschritten (vgl. Abb. 22, Kapitel 3.2.5). THF gilt als gutes
organisches Losungsmittel fur viele Polymere und ist zudem gut in Wasser I6slich.
Bei der Zugabe von THF zu einer wassrigen polyMAOETIB Partikeldispersion
quollen die Polymerpartikel. Aufgrund des Verteilungsgleichgewichts von THF in H20
und polyMAOETIB reicherte sich das THF bevorzugt in den Polymerpartikeln an. Bei
sehr geringem Wasseranteil (®PH2o < 5 % v/v) war keine zweite Phase zu erkennen.
Die polyMAOETIB Ketten wurden beim Quellen durch den Quervernetzer
zusammengehalten und I6sten sich nicht komplett voneinander. Beim Ldésen der
Partikel in THF nach der Reaktion nahm daher die Partikelgrofle in der DLS
Messung leicht zu (vgl. Abb. 22).

Die Zugabe von MeOH im zweiten Prozessschritt (vgl. Abb. 51) verschob das
Verteilungsgleichgewicht von THF stark in Richtung des Methanols. Die gequollenen
Polymerpartikel kollabierten schnell und fielen als zweite Phase aus. Da die
endstandigen Polymerketten einzelner Partikel auch ineinander kollabierten bildeten
sich groRere Aggregate aus Primarpartikeln, welche schnell zu Boden
sedimentierten.

Bei dem Redispergieren der in THF gelosten Partikel in Wasser im letzten
Prozessschritt (vgl. Abb. 51) bildeten sich Primarpartikel. Die Partikel waren als
zweite Phase sichtbar, aggregierten beim Fallen in H20 jedoch nicht. Das
Verteilungsgleichgewicht von THF wurde hier nicht so stark in Richtung der
wassrigen Phase verschoben wie bei der Zugabe von MeOH. Die Partikel waren fein
dispergiert und durch das THF immer noch gequollen und die &auferen
Polymerketten waren in H20/THF je nach Loésungsmittelanteil frei beweglich. Erst
durch das thermische Entfernen von THF kollabierten die Primarpartikel langsam und
nahmen wieder ihre urspriingliche GroRe an, die sie direkt nach der Reaktion hatten.
Das Quellverhalten der quervernetzten polyMAOETIB Partikel in THF wurde zur
Untermauerung dieser These untersucht. Hierzu wurde in einem Experiment einer
wassrigen polyMAOETIB Dispersion nach und nach THF zugegeben und der
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PartikelgroRenverlauf mit DLS bestimmt. Das Quellverhalten von polyMAOETIB in
THF ist in Abbildung 52 dargestelit.
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Abb. 52: Partikelgrélen von polyMAOETIB in Wasser/THF mit Trendlinie (linear);
Quellverhalten der Nanopartikel unter Zugabe von THF; Synthesebedingungen Xso =
0,11 und AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500; die Datenpunkte und die absoluten
Fehlerbalken beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgrole aus drei DLS
Messungen derselben Probe

Die Versuche zeigten, dass die PartikelgroRe durch die Zugabe von THF zu
polyMAOETIB/H20 zunimmt. Zu Beginn des Experiments betrug die Partikelgrofie
131 nm in H20 ohne THF. Mit einem THF Volumenanteil von 0,05 stieg die
PartikelgroRe auf 143 nm an und nahm mit weiterer Zugabe von THF linear zu. Bei
einem Volumenanteil von 0,25 wird die Steigung der Geraden ab einer GrofRe von
226 nm etwas flacher, da das Quellen von hochvernetzten Polymerpartikeln auf eine
maximale Grole limitiert ist. Die Quellung von Polymerpartikeln bei Zugabe
geeigneter Losungsmittel wurde in der Literatur umfangreich untersucht. Kaneda et
al. beobachteten ein ahnliches Quellverhalten von PMMA basierten Nanopartikeln
bei Zugabe von verschiedenen hydrophilen und hydrophoben organischen
Lésungsmitteln.

Nach der Partikelaufbereitung mit THF/MeOH anderte sich die Morphologie der
Partikel. Die zentrifugierten Partikel und die Partikel nach dem Aufbereitungs-
verfahren mit THF/MeOH wurden mit einem Atomic Force Mikroskop (AFM) bildlich
dargestellt.
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Abb. 53: AFM Aufnahmen von polyMAOETIB Partikeln (a) zentrifugiert und (b) nach
Lésen in THF und Fallen in H20; Synthesebedingungen Xso = 0,11 und

AIBN/Monomer Verhaltnis 1:500
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Abbildung 53 zeigt das Hohenprofil zweier eingetrockneter Proben unter dem AFM.
Abbildung 53 (a) wurde aufgenommen, nachdem die Partikel dreimal zentrifugiert
wurden um Tensid und LOsungsmittel zu entfernen. Die Partikel besitzen eine
unregelmanige, nicht kugelformige Form mit einer Grélde von circa 170 nm (DLS 135
nm). Die unregelmafige Form der Partikel wurde durch Mikrophasenseparation in
den Mizellen zwischen Toluol und polyMAOETIB bei wachsendem Molekulargewicht
des Polymers hervorgerufen. Toluol ist ein geeignetes Ldsungsmittel flr das
MAOETIB Monomer, jedoch nicht fir polyMAOETIB. Das Polymer fallt mit
wachsender Kettenlange in den Mizellen aus.

Die Partikel in Abbildung 53 (b) nach dem Aufbereitungsprozess mit THF/MeOH sind
spharisch mit einem Durchmesser von 115+12 nm (DLS 121 nm). Nachdem die
quervernetzten Polymerpartikel nach der Polymerisation in THF geldst wurden
quollen diese (vgl. Abb. 52). Beim Redispergieren in H20 kollabierten die Partikel
wieder und erhielten ihre spharische Form.

Waren die Nanopartikel nicht quervernetzt, wurden sich die Polymerketten in THF
vollstandig voneinander I6sen und die Partikelgrofde nach dem Aufbereitungsprozess
ware abhangig davon, wie viele Polymerketten bei der Redispersion in Wasser
ineinander kollabieren. Dennoch war es Wallyn et al. mdglich polyMAOETIB
Nanopartikel ohne Quervernetzung der Polymerketten herzustellen. Durch Lésen von
polyMAOETIB Polymerketten in THF und Fallen in H20 kollabierten die Ketten
ineinander zu Partikeln/Aggregaten mit einer GroBe von ca. 150 nm.%? Diese
Methode eignet sich fur eine schnelle Herstellung von polyMAOETIB Nanopartikeln,
das GroRenspektrum war bei den Versuchen jedoch stark limitiert. Da Zusatzstoffe
wie z.B. FesO4 nach dem Ldsen der Partikel ohne Quervernetzung nicht mehr von
den einzelnen Polymerketten umschlossen sind, ist eine hohe Quervernetzung fur
eine definierte Partikelgrofe und die dauerhafte Inkorporation von Zusatzstoffen in
die Partikel mit wohldefinierter Zusammensetzung von Vorteil.

Die Ausbeute der Partikel nach der Aufbereitung lag sowohl bei MAOETIB als auch
bei Fe3sOs@MAOETIB bei circa 50 - 60 %, die Verluste entstanden beim
Dekantieren. Viele Partikel blieben nach dem Fallen MeOH entweder in THF geldst,
oder sie kollabierten in MeOH zu Primarpartikeln, welche nicht sedimentierten. Der
Fokus dieser Arbeit liegt auf der Partikelqualitdt, es bieten sich jedoch
Optimierungsmaglichkeiten fur eine hohere Ausbeute.

Eine Optimierungsmoglichkeit ware eine Mehrfachaufbereitung des Dekantats. Die
dekantierten Partikel konnten wie die gereinigten Partikel in Wasser redispergiert
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werden. Ein weiterer Optimierungsparameter ware der Einsatz eines alternatives
Fallungsmittels oder eines Fallungsmittelgemisches um die Anzahl der gefallten
Partikel zu erhdhen.

4.2.6 Scale-Up

Zur Uberprifung der Scale-Up Fahigkeit des Mikroemulsionspolymerisations-
prozesses wurde der experimentelle Aufbau und die Einsatzmengen um ein
Verhaltnis von 1:5 und 1:10 skaliert. Die Versuche zeigten, dass sich die
AnsatzgréfRe unter minimaler Schwankung der Partikelgro3e sehr leicht nach oben
skalieren lie® (vgl. Abb. 23, Kapitel 3.2.6). Der Grollenunterschied der Partikel nach
Erhdhung der Einsatzmenge ist Prozessbedingt und zufalliger Natur und weist
keinen eindeutigen Trend in eine bestimmte Richtung auf. Auch die
Grolkenunterschiede der DLS Messungen direkt nach der Herstellung und nach der
Partikelaufbereitung sind zu vernachlassigen.

Die Mizellen erreichen bei der Mikroemulsionspolymerisation nach intensiver
Durchmischung einen thermodynamischen Gleichgewichtszustand und sind dann auf
unbegrenzte Zeit stabil. Da das Erreichen dieses Zustands zwar abhangig vom
Energieeintrag, jedoch unabhangig von der AnsatzgrofRe ist, war eine Skalierung der
Experimente bei der Herstellung von polyMAOETIB problemlos moglich. Bei einer
AnsatzgrofRe von insgesamt 10 g war ein Energieeintrag von 10 - 30 Sekunden bei
25000 min-' bis zum Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichts notwendig
(vgl. Abb. 18 b, Kapitel 3.2.3). Die bei allen Experimenten verwendete Dispersions-
zeit von 5 Minuten bei einer Drehzahl von 25000 min' war daher auch bei
AnsatzgrofRen von 50 g und 100 g ausreichend.

Zudem waren die Stoffe im Prozess nicht mischungssensitiv und die in den Mizellen
entstandene exotherme Reaktionswarme durch die radikalische Polymerisation
konnte aufgrund der hohen Warmekapazitat von Wasser einfach durch die H20
Subphase abgefuhrt werden. Das Scale-Up der Herstellung von polyMAOETIB mit
Mikroemulsionspolymerisation ist somit prinzipiell moglich. Eine weitere Erhdhung
auf groRere AnsatzgroRen war lediglich durch die Rohstoffmengen und die Apparatur
begrenzt.

4.2.7 polyMAOETIB Anwendung im Computertomographen

Zur Uberprufung der Anwendung von polyMAOETIB als Kontrastmittel bei CT
Untersuchungen wurde eine wassrige Dispersion der Nanopartikel intramuskular in
den Schenkel eines toten Huhns injiziert. Die Applikation der Dispersion in den
Muskel mittels Spritze und Kanule verlief problemlos und die Anwendung von
polyMAOETIB als Kontrastmittel im CT war prinzipiell mdglich. Es war kein
signifikanter Unterschied in der Bild- bzw. Kontrastqualitat zwischen polyMAOETIB
und dem kommerziell erhaltlichen lomeprol zu erkennen (vgl. Abb. 24). Aufgrund der
gleichen lodkonzentration lag der Kontrast der polyMAOETIB Partikel im selben
Bereich wie der Kontrast von lomeprol.

Im Vergleich zu lomeprol sind bei der Anwendung von polyMAOETIB als
Kontrastmittel diverse Vorteile zu erwarten. Es sind keine allergischen Reaktionen
wie bei der Applikation von lomeprol bekannt und die niedrige Viskositat der
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wassrigen polyMAOETIB Dispersion schont im Vergleich zu dem hochviskosen
lomeprol die Nieren des Patienten.3¢-43 Zudem ist mit einer erhohten Zirkulationszeit
der Partikel im Blut zu rechnen.

Die Zirkulationszeit von Nanopartikeln im Blut hangt von mehreren Faktoren ab, ein
wichtiger Faktor ist die Partikelgrof3e. Nanopartikel < 30 nm werden direkt Uber die
Niere ausgeschieden (Halbwertszeit meist < 1 h).36:37.94 GroRere Partikel im Bereich
weniger um werden direkt von den Kupffer-Zellen in der Leber erkannt, metabolisiert
und Uber die Galle und letzten Endes den Darm ausgeschieden.36:37.93.94 Partikel mit
einer Grofle von 30 - 150 nm werden hingegen nicht direkt von den Kupffer-Zellen
erkannt und werden daher fur Untersuchungen mit verlangerter Blutzirkulation
verwendet (Halbwertszeit > 10 h).36:37:42:43,94

Eine definierte Partikelgrof3e allein reicht jedoch fur eine erhdhte Zirkulationszeit
nicht aus. Zusatzlich zur GroRe der Partikel spielt auch deren Oberflachen-
beschaffenheit eine wichtige Rolle. Die Oberflache der 30 - 150 nm grof3en Partikel
muss fur eine verlangerte Zirkulationszeit so modifiziert werden, dass im Blutkreislauf
keine sofortige Opsonisierung der Partikel erfolgt, da dies die Erkennung der Partikel
durch Makrophagen fordert. Klassische Opsonine sind Immunoglobuline, Proteine
des Komplementsystems (z.B. C1qg, C3b) oder Apolipoproteine, welche an die
Partikeloberflache anlagern und den Metabolismus einleiten. Die Modifikation der
Partikeloberflache mit hydrophilen, sterischen Stabilisatoren wie Polyethylenglycol
oder anderen hydrophilen Polymeren wie zum Beispiel Polysacharriden unterbindet
die Anlagerung dieser Opsonine an die Partikeloberflache und verzdgert somit den
Abbau der Partikel.42439495 Die Oberflachenmodifikation von polyMAOETIB
Nanopartikeln kann beispielsweise durch Copolymerisation mit anschlieRender
Oberflachenfunktionalisierung (vgl. Kapitel 3.5) erfolgen.

4.3 Herstellung der FesO4@MAOETIB Nanopartikel

In diesem Kapitel werden der Prozess der Fe3sO4s@MAOETIB Synthese und die
Optimierung dessen Haupteiflussgrolen diskutiert. Nicht zu den Haupteinfluss-
grélken gehdren die Reaktionstemperatur und die Dispersionsintensitat/-zeit. Hier
wurden aufgrund der hohen Prozessstabilitdt und Reproduzierbarkeit die
Optimalwerte der polyMAOETIB Herstellung aus Kapitel 3.2 verwendet
(Reaktionstemperatur: 70 °C; Ultraturrax Drehzahl: 25000 min-'; Dispersionszeit: 5
min). Auch die Partikelaufbereitung aus Kapitel 3.2.5 ist im aktuellen Prozess
dieselbe und wird deshalb nicht erneut diskutiert. Als Tensid wurde bei den in Kapitel
3.3 beschriebenen Versuchen aufgrund seiner Biokompatibilitat ausschlielich
Natriumoleat verwendet. Zudem ist Natriumoleat durch seine geringen
Herstellungskosten flr eine grof3technische Herstellung am wirtschaftlichsten.

4.3.1 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Zur Untersuchung des der Reproduzierbarkeit des Prozesses wurden die
PartikelgrolRen (DLS) aus sechs Chargen und vier verschiedenen Zusammen-
setzungen verglichen. Zum einen waren die Tensidbeladungen konstant bei
entweder Xso = 0,11 oder Xso = 0,19 und zum anderen die Einsatzmengen an Fe304
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konstant bei entweder 3,44 % w/w oder 22,2 % w/w mit einer Gesamtzahl von 4 x 6
Experimenten. Die Versuche wurden mit einem AIBN/Monomer Verhaltnis von 1:500
und bei einer Reaktionstemperatur von 70°C durchgefuhrt. Fur jede Zusammen-
setzung liegen die Partikelgrofen in derselben GréRenordnung.

Die absolute und relative Standardabweichung fur die Experimente mit 3,44 % w/w
Fes3O4 mit Xso = 0,11 betragt 127 £ 4 nm =+ 3,2 % und mit Xso = 0,19 liegen die Werte
bei 48 £ 4 nm £ 8,3 %. Die absolute und relative Standardabweichung fur die
Experimente mit 22,2 % w/w Fe3O4 mit Xso = 0,11 betragt 160 = 5 nm £ 3,1 % und
mit Xso = 0,19 liegen die Werte bei 57 £+ 6 nm + 10,5 %. Die Ergebnisse der
Versuche waren gut reproduzierbar.

Mit den jeweils sechs Messwerten fir jede Versuchsreihe lie} sich analog zu Kapitel
4.2.1 (vgl Abb. 46) eine Student-t-Verteilung erstellen. Fur ein Konfidenzintervall von
95 % liel® sich mit Hilfe des Student Faktors (tes% = 2,571) der Vertrauensbereich des
Mittelwerts abschatzen. Abbildung 54 zeigt die t-Verteilung fur die Experimente mit
3,44 % Fe304 wiw.

Fe304@MAOETIB (3,44 %;Xso = 0,19) Fe304@MAOETIB (3,44 %; Xso = 0,11)
25 44,1 nm 51,4 nm 25 122,§ nm 130,6 nm

Mean 47,78 i Mean 126,6
/\ StDev 3,494 : StDev 3,815
£\ N 6 : N 6

10

%
5
%

N

X i X
!

36 40 44 48 52 56 116 120 124 128 132 136
nm

Abb. 54: Student-t-Verteilung der Fes:O4@MAOETIB Partikelgrollen aus 6
identischen Versuchen mit 3,44 % Fe3O4 w/w und Tensidbeladungen von Xso = 0,19
oder Xso = 0,11

Der wahre Mittelwert der Stichprobe liegt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % fur
Xso = 0,19 zwischen 44,1 und 51,4 nm mit einer relativen Abweichung von + 7,7 %
vom Mittelwert der sechs gemessenen Partikelgrof3en. Fur Xso = 0,11 liegt der Wert
zwischen 122,6 und 130,6 nm mit + 3,2 % relativer Abweichung. Abbildung 55 zeigt
die t-Verteilung fir die Experimente mit 22,2 % Fe304 wiw.
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Abb. 55: Student-t-Verteilung der Fe3sO4@MAOETIB PartikelgroRen aus 6
identischen Versuchen mit 22,2 % Fe3O4 w/w und Tensidbeladungen von Xso = 0,19
oder Xso = 0,11

Fir Xso = 0,19 liegt der wahre Mittelwert der Stichprobe mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95 % zwischen 50,2 - 63,5 nm, die relative Abweichung vom Mittelwert der sechs
mit DLS bestimmten GroéRen betragt + 11,6 %. Fir Xso = 0,11 liegt der wahre
Mittelwert zwischen 155,2 - 165 nm mit einer relativen Abweichung von + 3,1 %.

4.3.2 Einfluss der Tensidmenge

Der Einfluss der Tensidmenge auf das Mikroemulsionssystem bei der Polymerisation
von polyMAOETIB wurde in Kapitel 4.2.2 ausfuhrlich diskutiert. Bei den Versuchen
zur Herstellung von FesO4@MAOETIB Nanopartikeln liel sich die PartikelgroRe der
Polymerpartikel durch die Variation der Tensidmenge gut steuern (vgl. Abb. 26,
Kapitel 3.3.2). Die FesO4@MAOETIB Partikel wurden wie die polyMAOETIB Partikel
(vgl. Kapitel 3.2.2) ohne Zusatz von Eisenoxid mit zunehmender Tensidmenge im
Reaktionssystem kleiner. Wie schon in Kapitel 4.2.2 beschrieben, vergrofRert sich bei
der Mikroemulsionspolymerisation mit zunehmender Tensidmenge die Flache der
organisch/wassrigen Grenzschicht und die Mizellen werden kleiner, wodurch sich die
PartikelgrolRe des Polymers Uber die MizellengroRe sehr gut steuern lie. Die
Partikelgrofke war lediglich durch die hohe Viskositat konzentrierter Natriumoleat
Ldsungen limitiert. Ab einer Natriumoleat (SO) Beladung von Xso > 0,19 war der
Reaktionsansatz nichtmehr rihrbar und es war kein gleichmafiger Energieeintrag
moglich.

Die Erhéhung des Fe3Os4 Gehalts hatte einen leichten Anstieg der Partikelgrofie zur
Folge da die FesOs4 Nanopartikel bei zunehmender Anzahl mehr Raum in den
polyMAOETIB Partikeln einnahmen. Die Masse der organischen Phase blieb
wahrend der Reaktion konstant, daher ist dieser Effekt auf die Erhdhung des
Partikelvolumens zurlick zu fUhren.
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4.3.3 Einfluss der Eisenoxidmenge

Der Einfluss der Einsatzmenge an Fe3Os4 Nanopartikeln auf die Partikelgréfe wurde
untersucht, indem der organischen Phase in mehreren Versuchen vor der
Polymerisation verschiedene Mengen an Eisenoxid zugegeben wurden. Die
PartikelgrofRe wurde mit DLS untersucht.

Die Experimente zeigten, dass bei groReren FesOs4 Einsatzmengen die Partikel
insgesamt groRer wurden. Mit groReren FesOs Mengen bei konstanter MAOETIB
Einsatzmenge stieg das Partikelvolumen. Somit nahm bei den Versuchen auch der
Partikeldurchmesser zu. Dieser Effekt ist rein geometrisch und ist auf die Addition
der Partikelvolumina von polyMAOETIB und Fes3Oa4 zurtckzufihren. Die Trendlinien
der beiden Datenreihen haben durch die Volumenaddition daher Ahnlichkeit mit einer
Funktion der dritten Wurzel (vgl. Abb. 28, Kapitel 3.3.3). Dieser Effekt beeinflusste
die PartikelgroRRe erst nennenswert ab einer Eisenoxidmenge von 3,44 % w/w. Bei
den Versuchen flr geringere Mengen FesOas (0,22 - 1,75 % wi/w) ist im Diagramm in
Abbildung 56 kein Trend der Partikelgrof3e zu erkennen. Die y-Achse ist in Abbildung
56 von 70 - 130 nm skaliert.
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Abb. 56: Partikelgrofien von FesO4@MAOETIB unter Variation der FesO4 Menge von
0,22 - 1,75 % w/w wahrend der Mikroemulsionspolymerisation mit konstanter
Tensidmenge (Natriumoleat) bei entweder Xso = 0,11 oder Xso = 0,14; die
Datenpunkte und die absoluten Fehlerbalken beziehen sich auf eine gemittelte
Partikelgréfie aus drei DLS Messungen derselben Probe

Die PartikelgroRen befanden sich bei allen Versuchen fir die jeweiligen
Tensidmengen in derselben GroRenordnung wie polyMAOETIB Partikel ohne FesOa.
Fur die Tensidmenge Xso = 0,11 lag die gemittelte PartikelgrofRe fir alle Versuche
bei 112 £+ 5 nm und fur Xso = 0,14 bei circa 90 £ 3 nm.

Bei Fe3Os Einsatzmengen < 0,22 % w/w war es nicht mdglich Partikel mit enger
GroRenverteilung zu synthetisieren (vgl. Abb. 30, Kapitel 3.3.4). Abbildung 57 zeigt
die PartikelgroRenverteilung der DLS Software von FesO4@MAOETIB Partikeln mit
0,11 % FesO4 (W/w).

80



Diskussion

30

l — | Ntensitat
1

[%]
o

‘
-y
3 = = = = \/0lumen
a
I
\

|
M
- teeecee Anzahl
l
]

; /\\//\

d]
AR

O - ‘ .. '2-

1 10 100 1000 10000
PartikelgroRe [nm]
Abb. 57: PartikelgroRenverteilung (DLS) von FesO4s@MAOETIB Partikeln hergestellt
mit 0,11 % Fe304 w/w

In Abbildung 57 sind die Streuintensitats-, Volumen- und Anzahlgewichtete
PartikelgroRenverteilung einer DLS Messung von FesO4s@MAOETIB Partikeln mit
0,11 % Fe304 w/w abgebildet. Bei der Intensitatsgewichteten Verteilung sind zwei
Moden zu erkennen. Es handelt sich um Partikel mit Gréf3en von 49 nm und 142 nm.
Bei der Partikelvolumen- und Partikelanzahl gewichteten GroRenverteilung ist der
Peak bei 142 nm nicht mehr zu erkennen. Durch die unterschiedliche Gewichtung
der Verteilungen unterscheiden sich die Peaks in HOhe und Lage.

Das Licht des Lasers wird bei der DLS Messung von grof3en Partikeln intensiver
gestreut als von kleinen Partikeln. Die Streuintensitat ist proportional zur sechsten
Potenz des Radius r der Partikel. Das bedeutet, Partikel die 10 mal so grof} sind
streuen das Licht um das 108-fache. Bei der Intensitatsverteilung sind die wenigen
groRen polyMAOETIB Partikel demnach verhaltnismaRig starker gewichtet und daher
als Peak in Abbildung 57 sichtbar. Bei der Umrechnung auf eine volumengewichtete
Verteilung skaliert die Streuintensitat nur mit r und bei einer anzahlgewichteten
Verteilung linear. Der Peak der groR3en Partikel in der Intensitatsverteilung tritt in der
Volumen- und Anzahlverteilung daher nur als Schulter auf und ist kaum zu erkennen.

Da sich bei Eisenoxidmengen < 0,22 % durch eine statistische Verteilung der
Eisenoxidnanopartikel sowohl Mizellen mit und ohne Fe3Os4 im Reaktionssystem
befanden, ergaben sich bei der Polymerisation zwei unterschiedliche Reaktions-
bedingungen. Aufgrund einer moglichen Oxidation von Fe?* zu Fe3* durch AIBN
Radikale an der Fe3O4 Partikeloberflache wurde so die Reaktionsgeschwindigkeit der
Polymerisation beeinflusst. Diffusions- und Transportprozesse von Toluol und
MAOETIB Uber die wassrige Subphase beeinflussten das Partikelwachstum und es
entstanden Partikel in zwei GréRenbereichen. Der Einfluss des AIBN/Monomer
Verhaltnisses auf die Partikelgrof3e wurde in Kapitel 4.2.2 ausfuhrlich diskutiert. Eine
Oxidation an der Fe3Oa4 Partikeloberflache durch AIBN Radikale hatte im MRT keinen
sichtbaren Einfluss auf den T2 Kontrast, da das gesamte Partikelvolumen flr den
Kontrastverstarkenden Effekt verantwortlich ist, wovon die Partikeloberflache nur
einen geringen Anteil einnimmt.
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4.3.4 TEM Aufnahmen der FesO4@MAOETIB Nanopartikel

Die nach der Polymerisation aufbereiteten FesO4@MAOETIB Partikel wurden mit
einem Transmissionselektronenmikroskop bildlich dargestellt. Die Mikroskopauf-
nahmen aus Abbildung 29 (Kapitel 3.3.4) bestatigten die Einkapselung der FesO4
Partikel in die Polymerpartikel. Die Fe3zO4 Partikel wurden bei der Mizellenbildung
und wahrend des Energieeintrags vor der Polymerisation statistisch in den Mizellen
verteilt und waren nach der Polymerisation von polyMAOETIB umschlossen. Bei
einer relativ geringen Fe3O4 Einsatzmenge war nicht in allen polyMAOETIB Partikeln
dieselbe Anzahl an Fe3sO4 Kernen zu sehen (vgl. Abb. 29 a,b,c), dieser Effekt nahm
mit steigender Einsatzmenge an FesO4 jedoch sichtbar ab (vgl. Abb. 29 d,e,f). Durch
die statistische Verteilung der FesOs4 Partikel in den Mizellen wahrend des
Energieeintrags unterlag der Prozess einer gewissen Schwankung, wobei die relative
Auswirkung mit steigender Fes3Os Partikelzahl geringer wurde. Bei grofderen FesO4
Einsatzmengen waren die Fe3Os Partikel gleichmaRiger in den polyMAOETIB
Partikeln verteilt.

Ausgehend von einer statistischen Gleichverteilung der Fe3Os4 Partikel in
polyMAOETIB liel3 sich Uber die Eduktmengen und die Partikeldurchmesser die
Anzahl der Fes3Os Partikel pro Fe3sOs@MAOETIB Partikel berechnen. Die
berechneten Werte sind in Tabelle 19 dargestellit.

Tab. 19: Berechnete durchschnittliche Anzahl der FeszOs4 Kerne (d = 7 nm) pro
FesO4s@MAOETIB Partikel (d = 60 nm) bei Variation der FesO4 Menge wahrend der
Partikelsynthese.

WFe304[%]|0,11 022 044 088 1,75 344 6,65 125 2272

@ Fe304
Partikel

1 2 5 9 18 37 73 147 293

Laut Tabelle 19 errechnet sich fur einen FeszOs4 Anteil von 0,44 % w/w eine
durchschnittliche Anzahl von funf FesOs4 Partikeln pro Polymerpartikel. Fur einen
FesO4 Anteil von 3,44 % w/w sind es 37 Fe304 Partikel. Die berechneten Werte der
Eisenoxidkerne in den Polymerpartikeln aus Tabelle 19 stimmen mit den TEM
Bildern in Abbildung 29 Uberein.

In Abbildung 30 ist zu erkennen, dass bei Fe3Os4 Einsatzmengen < 0,22 % w/w
Partikel in zwei GroRenklassen entstanden. In den gro3en polyMAOETIB Partikeln
konnten keine Fe3O4 Partikel gefunden werden. Die berechnete Anzahl an Fe3O4
Partikeln pro Polymerpartikeln hat bei einer FesO4 Menge von 0,11 % w/w den Wert
1 (vgl. Tabelle 19). Bei zu geringer Fe3Os4 Menge befanden sich vor der
Polymerisation nicht in alle Mizellen FesOs Partikel, wodurch zwei verschiedene
Klassen von Mizellen, und dadurch Partikel in zwei unterschiedlichen Grélkenklassen
entstanden. Die Reaktionscharakteristik und die daraus resultierende PartikelgroRe
in Mikroemulsionen kann durch eine Anderung der Reaktionsbedingungen mehr oder
weniger intensiv variieren. Hierbei spielen die Wahl des Monomers, des Vernetzers,
des Tensids, des Radikalstarters oder des organischen Losungsmittels eine Rolle, so
auch die Zugabe von Fe3Os4 Nanopartikeln.8 Da sich laut Berechnung in jedem
Polymerpartikel durchscnittlich ein FesO4 Partikel befinden sollte, war die Anzahl der
groBen polyMAOETIB Partikel ohne Fes3Os4 in den TEM- und AFM-Aufnahmen
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sichtbar geringer. Mit Hilfe eines Schnitts durch die AFM Bilder ermdglichte die AFM
Software zur weiteren Verdeutlichung die graphische Darstellung eines Hohenprofils
(vgl. Abb. 58).

0.0 02 04 08 08 10

Abb. 58: AFM Aufnahmen von FesOs@MAOETIB (links) mit zugehdrigem

Hohenprofil (rechts); obere Reihe (a) mit Xso = 0,19 und 0,11 % Fe3O04 w/w; untere
Reihe: (b) mit Xso = 0,19 und 3,44 % Fe304 w/w

Die grof3en polyMAOETIB Partikel in der Mikroskopaufnahme von FesO4@MAOETIB
bei einer Fe304 Einsatzmenge von 0,11 % w/w sind in sowohl im Bild als auch in
dem Hohenprofil von Abbildung 58 (a) gut zu erkennen. In Abbildung 58 (b) sind die
Partikel einheitlich in ihrer Grof3e und das Héhenprofil ist gleichmaRig.

4.4 Evaluierung des dualen Kontrastmittels in CT und MRT

4.4.1 Evaluierung des CT Kontrasts von FesO4@MAOETIB

Far die CT Aufnahmen wurden Verdunnungsreihen des dualen FesOs@MAOETIB
Kontrastmittels erstellt. Die Verdinnungsreihen enthielten verschiede FesOs4 Mengen
in den polyMAOETIB Partikeln um den Effekt von Fe3Os4 auf den CT Kontrast zu
untersuchen. Das Fe3O4@MAOETIB Kontrastmittel wurde mit einer Verdinnungs-
reihe des klinischen Standard CT Kontrastmittels lomeprol verglichen (vgl. Abb. 32,
Kapitel 3.4). Die Messungen wurden bei verschiedenen Réhrenspannungen (70 keV,
120 keV und 150 keV) durchgefuhrt.

Der CT Kontrast nahm mit zunehmender Kontrastmittelkonzentration linear zu, da die
Rontgenabsorption naherungsweise proportional zur Anzahl der lodatome ist.” Mit
zunehmender Eisenoxidmenge nahm der CT Kontrast hingegen ab. Die Gesamt-
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masse des Kontrastmittels war bei den Versuchsreihen von oben nach unten fur jede
Konzentration konstant. Aus einer Zunahme der FesOs4 Partikel bzw. Menge im
System resultierte eine Abnahme der polyMAOETIB Menge und somit eine Abnahme
der Anzahl der lodatome, wodurch der CT Kontrast abnimmt. In Abbildung 59 ist der
CT Kontrast gegen die Einsatzmenge Fe30a4 (3,44 - 22,2 % w/w) aufgetragen.
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Abb. 59: CT Kontrast in Abhangigkeit der Fe3Os Einsatzmenge mit Trendlinien
(linear); Rohrenspannung 150 keV

Aus Abbildung 59 ist zu entnehmen, dass der CT Kontrast bei konstanter
Gesamtkonzentration und Eisenoxidmengen von wresos = 3,44 - 22,2 % w/w mit
zunehmender Eisenoxidmenge linear abnahm, was wiederum auf die Proportionalitat
des CT Kontrasts zur Anzahl der lodatome zurlickzufiihren ist." Unterhalb dieser
Eisenoxidmengen im Reaktionssystem war kein eindeutiger Trend des CT Kontrasts
zu erkennen. Die Abnahme des CT Kontrasts bei konstanter Gesamtkonzentration
war fur kleinen Eisenoxidmengen (wresosa = 0,22 - 1,75 % w/w) in den
FesO4@MAOETIB Partikeln sehr gering.

Die Rdntgenabsorption nahm bei der bildlichen Darstellung des Kontrastmittels im
CT mit abnehmender Réhrenspannung zu (vgl. Abb. 32 und Anhang A5). Es ware
jedoch zu erwarten, dass die Rontgenabsorption und analog der Kontrast bei
Verminderung der Réhrenspannung abnimmt.

Bei Betrachtung der lod Atome nach dem Schalenmodell kann ein Rontgenquant ein
Elektron aus den Schalen eines Atoms auf ein hdheres Energieniveau heben oder
ganz herausldsen (Photoelektrischer Effekt), vorausgesetzt die Energie des Quants
ist grolRer als die Energie, welche das Elektron bindet. Das Quant wird hierbei
absorbiert. Die notwendige Energie ein Elektron aus einer Schale herauszuschlagen
ist fur jedes Element und fur jedes Elektron der jeweiligen Schale spezifisch. Wird
dieser Energiewert durch eine Anhebung der Rohrenspannung Uberschritten, werden
die Rontgenstrahlen abrupt von den jeweiligen Elektronen absorbiert, was im
Absorptionsspektrum durch einen Sprung des Absorptions Wirkungsquerschnitts o
zu erkennen ist. Fur die Elektronen der K-Schale bezeichnet man diesen Sprung als
K-Kante. Analog, flr Elektronen der L- oder M-Schale als L/M-Kanten.%:7
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E
Abb. 60: Schematische Darstellung von Absorptionskanten; Wirkungsquerschnitt in
Abhangigkeit der Energie

Der Wirkungsquerschnitt o der Absorption von Rontgenstrahlung ist naherungsweise
proportional zur vierten Potenz der Ordnungszahl Z und hangt au3erdem von der
Energie E des Rontgenquants ab.13%

coc Z'(EY (Gl 14)

Die drei L-Kanten von lod liegen bei 4,6 keV, 4,9 keV und 5,2 keV und die M-Kante
bei 1,1 keV. Die erste K-Kante von lod liegt bei 33,17 keV.%%1% Das weitere Anheben
der Photonenenergie nach Erreichen der ersten K-Kante von lod hat bis zum
Erreichen der nachsten Absorptionskante keinen Effekt, weshalb der Wirkungs-
querschnitt in diesem Bereich wieder abnimmt.

4.4.2 Evaluierung des MRT Kontrasts von FesO4@MAOETIB

Zur Evaluierung des MRT Kontrasts wurde die Verdinnungsreihe des
FesOs@MAOETIB Kontrastmittels (vgl. Kapitel 3.4) mit verschiedenen FesO4
Mengen in den polyMAOETIB Partikeln im MRT untersucht. Die Eisenoxid-
nanopartikel setzten die T2 Relaxationszeit von Wasser herab und verstarkten den T2
Kontrast (vgl. Abb. 33, Abb. 34). Wechselwirkungen der Magnetfelder der
superparamagnetischen Eisenoxidpartikel mit den H-Atomen in ihrer Umgebung
fihrten zu einer beschleunigten Desorientierung der transversal ausgerichteten
Spins.’®'®  Daraus resultierte eine schnellere Abnahme der Transversal-
magnetisierung. Jedoch nahm T2 ab einer bestimmten Fe3O4 Einsatzmenge wieder
zu und stieg weiter an, analog nahm der Wert fir die spezifische Relaxivitat ab. In
Abbildung 61 ist die spezifische Relaxivitat gegen die Eisenoxidmenge aufgetragen.
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Abb. 61: Spezifische Relaxivitdt in Abhangigkeit der Eisenoxidmenge mit
Verdunnungsreihen von 5 - 20 mg/ml und 1 - 4 mg/ml

Da die Zunahme der spezifischen Relaxivitat von wresos = 0,22 - 3,44 % linear ist,
konnte die spezifische Relaxivitat fur wresos = 3,44 % (wie unter Abbildung 33 in
Kapitel 3.5 erwahnt) bei Konzentrationen von 5 - 20 mg/ml auf einen Wert von 26,9
mM-'s! berechnet werden. Ab einem Wert von wre3os = 6,65 % nahm die spezifische
Relaxivitat des dualen Kontrastmittels in beiden Verdinnungsreihen ab.

Mit wresos = 3,44 % befinden sich laut Berechnungen im Durchschnitt 37 FesO4
Kerne in jedem polyMAOETIB Partikel (vgl. Tabelle 19). Eine weitere Erhdhung der
FesOs Partikelanzahl fuhrte zu Wechselwirkungen der magnetischen Felder der
FesOs Partikel woraus ein Verlust der superparamagnetischen Eigenschaften
resultierte. Analog nahm die spezifische Relaxivitat r2 ab. Auch in der Literatur wurde
bei einer Zunahme der FesO4 Cluster-GroRe Uber einen bestimmten Durchmesser
eine Abnahme von r2 beobachtet. 0’

Die spezifische Relaxivitat flr reine Fe3sO4 Nanopartikel als T2 Kontrastmittel wurde in
der Literatur auf einen Wert von 80 - 120 mM-'s"! bestimmt.02-1%4 Es muss allerdings
bertcksichtigt werden, dass diese Fe3O4 Partikel keine Polymerhulle besalRen. Durch
das Anlegen ein externes Magnetfelds wird in den Eisenoxidnanopartikeln ein
magnetisches Dipolmoment induziert. Eine Hulle um die Eisenoxidpartikel vergrofRert
die Entfernung zu den lokalen Protonen, wodurch der beschleunigende Effekt der
Relaxation gehemmt wird. Blasiak et al. haben den Einfluss eines Coatings auf die T2
Relaxationszeit untersucht. T2 nahm hier mit wachsender Schichtdicke einem Wert
von 1,25 ms/nm zu.1%5

Mit Hilfe von T2 der FesO4@MAOETIB Partikel und den T2 Werten flr FesO4 aus der
Literatur, lasst sich der Wert fir FesOs@MAOETIB auf 1 ms/nm berechnen,
ausgehend von idealisierten Core/Shell-Nanopartikeln mit einer Schichtdicke von 25
nm (doLs = 56 nm fir FesO4@MAOETIB). Das Verhalten der T2 Relaxationszeit und
der spezifischen Relaxivitat bei wachsender Schichtdicke stimmt mit der
Literaturwerten Uberein.
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443 CT/MRT Kontrastverhaltnis

Fir die gesammelten Daten im CT und MRT liel3 sich fir jede FesO4@MAOETIB
Zusammensetzung durch Division des CT Kontrasts durch die Relaxationsrate 1/T2
ein Kontrastverhaltnis berechnen. Die Kontrastverhaltnisse sind tabellarisch
aufgelistet (Tabelle 20) und im Diagramm in Abbildung 62 dargestellt. Die
Kontrastverhaltnisse fur die CT Messungen bei R6hrenspannungen von 70 keV und
150 keV befinden sich im Anhang A7.

Tab. 20: CT/MRT Kontrastverhaltnis fir eine Réhrenspannung von 120 keV

5 mg/ml 10 mg/ml 15 mg/ml 20 mg/ml  Mittelwert ézléllezr\mj
0.22 % Fe 55.50 77.00 80.50 68.67 70.42
0.44 % Fe 34.67 29.33 33.20 30.08 31.82
0.88 % Fe 12.44 9.89 8.87 10.20 10.35
1.75 % Fe 3.29 2.52 2.49 2.64 273
3.44 % Fe 0.85 0.66 0.58 0.62 0.68 1.20
6.65 % Fe 1.12 1.16 1.28 1.43 1.25
12.5 % Fe 1.21 0.96 0.95 1.07 1.05
22.2 % Fe 0.72 0.67 0.77 0.83 0.73
90
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Abb. 62: CT/MRT Kontrastverhaltnis in Abhangigkeit der Fes3Os Konzentration;
Rohrenspannung 120 keV

Das Kontrastverhaltnis war durch die Variation der Eisenoxidmenge in den
Experimenten zwischen 70 HUes und 0,7 HUes sehr gut regulierbar. Fir die
Zellversuche (vgl. Kapitel 3.6.2) errechnete sich fur eine Réhrenspannung von 120
keV ein Kontrastverhaltnis von 1,20 HUes, welches in derselben GroRenordnung wie
das Kontrastverhaltnis fiur 3,44 % FesO4 bei den 1,5 ml Testréhrchen Experimenten
liegt.
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4.5 Funktionalisierung der Partikeloberflache

Zur Funktionalisierung der Partikel wurde dem Reaktionssystem vor der
Polymerisation ein Co-Monomer zugesetzt, welches nach dem Polymerisations-
prozess die Anlagerung bioaktiver Substanzen an die Polymerpartikel ermdglichen
sollte (Kopplungsmechanismus und Reaktionsgleichung: vgl. Abb. 35). In diesem
Kapitel werden die Ergebnisse zu den Untersuchungen dieses Vorhabens diskutiert.
Zudem wurden die funktionalisierten Partikel in Zellversuchen auf ihre Tauglichkeit
getestet und im CT und MRT untersucht.

4.5.1 Allgemeiner Nachweis der Oberflachenfunktionalisierung

Die kovalente Bindung eines Fluoreszenzfarbstoffes an die funktionalisierten
Polymerpartikel sollte eine primitive Bestatigung der Funktionalisierungsmoglichkeit
der Partikel mit Fluoreszenzspektroskopie ermdglichen. Hierzu wurde nach der
Herstellung des copolymerisierten polyMAOETIB (d = 110 nm) ein Fluoreszenz-
farbstoff (in zwei Versuchsreihen mit entweder Rhodamin oder Cumarin) Uber eine
Aminogruppe an das Maleimid auf der Partikeloberflache gekoppelt. Die Partikel
wurden nach der Koppelungsreaktion dreimal zentrifugiert und gewaschen um die
Uberschussigen, ungekoppelten Farbstoffmolekile zu entfernen.

Die darauf folgenden fluoreszenzspektroskopischen Messungen zeigten, dass die
Herstellung von Partikeln mit aktiver Oberflache durch Zugabe eines Co-Monomers
prinzipiell mdéglich war (vgl. Abb. 37, Kapitel 3.6.1). Nach dreimaligem Zentrifugieren
und Waschen wurde bei den Partikeln Fluoreszenz detektiert, was auf eine kovalente
Bindung der Fluoreszenzmolekiile an die Partikeloberflache zurlckzufihren ist.
Zudem war es moglich die Fluoreszenzintensitat der Partikel Uber die Co-
Monomerkonzentration zu variieren.

Beim Vergleich der Ergebnisse aus beiden Versuchsreihen mit den zwei Farbstoffen
fallt auf, dass die Fluoreszenzintensitaten bei Cumarin (vgl. Abb. 37 a) um ein
Vielfaches grolRer sind als die des Rhodamin (vgl. Abb. 37 b). Das
Intensitatsmaximum von Rhodamin ist das Intensitatsminimum des Cumarin.
Demnach sollte bei Cumarinkonzentrationen < 0,005 % Fluoreszenz in einem
Intensitatsbereich von 0 - 0,6x10° sichtbar sein. Da die Co-Monomer Molekile in den
polyMAOETIB Partikeln statistisch verteilt waren, befanden sich diese nicht nur auf
der Oberflache, sondern im gesamten Partikelvolumen. Durch die Unterschreitung
einer bestimmten Konzentration des Co-Monomers (0,005 %) war die Anzahl der Co-
Monomer Molekile auf der Partikeloberflache verschwindend gering und den
Fluoreszenzmolekulen fehlte die kovalente Bindungsmaoglichkeit an die Partikel.
Somit konnte der Fluoreszenzfarbstoff nicht gekoppelt werden und wurde beim
Zentrifugieren komplett ausgewaschen.

Bei Konzentrationen des Fluorophors > 0,05 % (Cumarin) und > 0,1 % (Rhodamin
123) nahm die Fluoreszenzintensitat nach Erreichen ihres Maximums wieder ab.
Dieser Quench-Effekt tritt bei der Uberschreitung der Co-Monomerkonzentration (iber
den Wert auf, bei dem die Co-Monomermolekile nur noch wenige Nanometer
voneinander entfernt sind. Bei einer Verringerung des Abstands der
Fluoreszenzmolekule auf ca. 10 nm wird die Energie der angeregten Fluoreszenz-
molekule nicht mehr in Form von sichtbarer Fluoreszenzstrahlung an die Umgebung
abgegeben, sondern strahlungslos Uber eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung von einem
auf das nachste Fluoreszenzmolekul Ubertragen. Das Erreichen des energetischen
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Grundzustandes erfolgt Uber Schwingungsrelaxation. Dieser Effekt wird als Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet, der notwendige Abstand fir diesen
Effekt wird Forster-Radius genannt. Eine weitere Notwendigkeit fur diesen Quench-
Effekt ist, dass sich die Emissions- und Absorptionsspektren des Fluorophors
Uberlagern, da sonst die Resonanzenergie nicht auf dasselbe Molekll Ubertragen
werden kann. Sowohl bei Rhodamin als auch bei Cumarin ist dies der Fall. Forster-
Radien liegen im Bereich von 1 - 10 nm."'%6.197 Anhand der Daten ist eine Modifikation
der Polymerpartikel zur Kopplung von Molekllen an die Partikeloberflache prinzipiell
moglich.

452 Zellversuche

Nach der erfolgreichen Anlagerung der Fluoreszenzfarbstoffe an die
Partikeloberflache von polyMAOETIB (vgl. Kapitel 3.5.1) wurde das Somatostatin-
analogon Cystein-Tyr3-Octreotate (Cys-TATE) an das Maleimid copolymerisierter
FesO4@MAOETIB Partikel (d = 60 nm) gekoppelt. Die Cys-TATE funktionalisierten
Partikel wurden in einer Versuchsreihe mit der AR42J Tumorzelllinie auf eine
Somatostatin rezeptorspezifische Aufnahme durch die Zellen Gberpruft.

Die AR42J Zellen wurden hierzu mit verschiedenen Konzentrationen des
Kontrastmittels flr 20 h inkubiert, gewaschen und im CT und MRT untersucht. Die
Zellen wurden sowohl mit funktionalisierten als auch mit nativen Partikeln versetzt
und die Ergebnisse verglichen. Die Experimente zeigten zunachst, dass die
Lebensfahigkeit der Zellen durch die Partikel nicht beeinflusst wurde. Somit konnte
kein toxikologischer Effekt festgestellt werden. Abbildung 63 zeigt Lichtmikroskop
Aufnahmen der Zellen vor- und nach 20 h Inkubation.
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f\; Lol <180 um 100 pm

Abb. 63: Lichtmikroskop Aufnahmen von AR42J Zellen (a) vor Inkubation (b) nach 20
h Inkubation mit FesO4s@MAOETIB Partikeln (c) vor Inkubation (d) nach 20 h
Inkubation mit Cys-TATE funktionalisierten FesO4s@MAOETIB Partikeln; Skalierung
100 ym

Durch CT und MRT Messungen (vgl. Abb. 38, Abb. 39) war ersichtlich, dass beide
Varianten der Partikel von den Zellen aufgenommen wurden, was auf eine
unspezifische Aufnahme Uber einen vesikularen Internalisationsmechanismus
(Phagozytose) zurlck zu fuhren ist. Der CT/MRT Kontrast nahm mit zunehmender
Kontrastmittelkonzentration gleichermalden zu.

Anhand der Hounsfieldwerte und T2 Relaxationszeiten der CT/MRT Bilder (vgl. Abb.
38 b, Abb. 39 b) ist zudem zu erkennen, dass die Aufnahme der Cys-TATE
funktionalisierten Partikel nicht nur Uber einen unspezifischen Mechanismus
geschah, sondern zusatzlich Uber eine rezeptorspezifische Aufnahme. Der CT/MRT
Kontrast der Zellen mit den funktionalisierten Partikeln war etwas groer als der
Kontrast der Zellen, welche nativen Partikeln ausgesetzt waren.

Cys-TATE kann als Somatostatinanalogon an die Uberexprimierten Somatostatin-
rezeptoren der AR42J Tumorzelllinie binden. Daher sollten die peptidmodifizierten
Nanopartikel prinzipiell eine hdohere Aufnahme durch die Zellen aufweisen als
Nanopartikel ohne Cys-TATE Funktionalisierung. Zum einen ist es moglich, dass die
funktionalisierten FesO4@MAOETIB Partikel mit Cys-TATE als Agonisten an die
Somatostatinrezeptoren auf der Zelloberflache binden und so zusatzlich tber einen
rezeptorspezifischen Mechanismus in das Innere der Zelle aufgenommen werden.
Zum anderen kann Cys-TATE mit FesO4@MAOETIB Partikeln durch die massive
Derivatisierung Antagonisten bilden, welche spezifisch an die Rezeptoren auf der
Zelloberflache binden, jedoch nicht in die Zelle inkorporiert werden. In beiden Fallen
ist die Aufnahme der peptidmodifizierten Nanopartikel durch die Zellen hoher als die
Aufnahme der Nanopartikel ohne Cys-TATE Funktionalisierung, woraus ein erhdhter
Kontrast in CT und MRT bei der Versuchsreihe mit den Cys-TATE funktionalisierten
Partikeln resultiert.
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Die Zunahme des CT Kontrasts von 100 - 800 uyg/ml war widererwarten nicht linear,
was auf die limitierte Aufnahmefahigkeit der Partikel durch die Zellen bei zu hohen
Konzentrationen zurtckzufuhren ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde ein duales Kontrastmittel fir CT und MRT Untersuchungen
hergestellt und der Prozess durch Variation der Reaktionsparameter optimiert. Das
Polymer der Verbindung 2-methacryloyloxyethyl(2,3,5-triiodobenzoat), kurz
polyMAQOETIB, diente als CT Kontrastmittel und superparamagnetische Eisenoxid-
nanopartikel (FesOa4) dienten als MRT Kontrastmittel. Die Fe3O4 Nanopartikel wurden
im Prozess in die Polymerpartikel eingeschlossen.

FesOs4 Nanopartikel wurden Uber eine basische Fallungsreaktion in wassriger
Umgebung aus Fe?*/Fe3*-Salzen gewonnen. Natriumoleat diente wéahrend der
Reaktion als Stabilisator. Durch die Variation der Stabilisatormenge, der Fe?*/Fe3*-
Gesamtkonzentration und der Ruhrergeschwindigkeit liel3 sich die Partikelgrofie
steuern. Die Grolie der Partikel war im Bereich von 7 - 330 nm gut einstellbar, wobei
es sich bei den groReren Partikeln um Agglomerate kleinerer Partikel (d = 7 nm)
handelte. Die Ergebnisse waren reproduzierbar. Zur Verwendung in hydrophoben
Lésungsmitteln bei der Mikroemulsionspolymerisation wurden die hydrophilen Fe3O4
Partikel mit Hilfe von Ols&ure in die organische Phase (berfiihrt. Durch die Olséure
konnten die Agglomerate voneinander getrennt werden.

PolyMAOETIB Nanopartikel mit enger PartikelgroRenverteilung wurden mit
Mikroemulsionspolymerisation hergestellt. Die Partikelgrof3e lie® sich unter Variation
der Tensidbeladung im Bereich von 30 - 930 nm wohl definiert einstellen. Es waren
bei den Experimenten leichte Abweichungen von der Theorie fur spharische Mizellen
in Mikroemulsionen zu erkennen, dennoch zeigt der Prozess insgesamt die typischen
Merkmale fir Mikroemulsionspolymerisation wie eine gute Reproduzierbarkeit, sehr
gute Steuerung der Partikelgrofde Uber die Tensidbeladung und ein einfaches Scale-
Up. Die AnsatzgréfRe konnte experimentell bis auf das zehnfache skaliert werden. Es
wurden kationische und anionische Tenside auf Tauglichkeit fur den Polymerisations-
prozess gepruft. Anionische Tenside flhrten zu den besten Ergebnissen, wobei
Natriumoleat das favorisierte Tensid fur eine biokompatible Anwendung war. Die
optimale Reaktionstemperatur wurde zu 70°C bestimmt. Die polyMAOETIB Partikel
zeigten einen guten CT Kontrast in Muskelgewebe, vergleichbar mit dem des
klinischen Standards lomeprol.

Als duales Kontrastmittel fir CT und MRT Untersuchungen wurden
FesO4@MAOETIB Nanopartikel mit Mikroemulsionspolymerisation synthetisiert. Die
Zugabe von hydrophoben Fe3Os4 Nanopartikeln (d = 7 nm) zu dem Polymerisations-
prozess von polyMAOETIB hatte keinen negativen Einfluss auf die Stabilitat des
Prozesses. Natriumoleat wurde als Tensid fur alle Versuche verwendet. Die
PartikelgrofRe konnte Uber die Tensidbeladung im Reaktionssystem von 50 - 250 nm
mit einer engen GroRenverteilung und einer guten Reproduzierbarkeit gesteuert
werden. Das Fe3sO4/MAOETIB Verhaltnis war in einem groRen Bereich einstellbar.
Die Einkapselung von Fe3O4 Nanopartikeln in die Polymerpartikel und die Anzahl der
FesO4 Partikel pro polyMAOETIB Partikel konnte fur verschiedene FesO4/MAOETIB
Verhaltnisse durch bildliche Darstellung mit einem Transmissionselektronen-
mikroskop bestatigt werden. Die FeszOs4 Nanopartikel waren statistisch in den
polyMAOETIB Partikeln verteilt.
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Zusammenfassung

Die FesO4@MAOETIB Nanopartikel zeigten in vitro einen guten Kontrast in CT und
MRT Untersuchungen. Mehr Fe3O4 Partikel in den Polymerpartikeln resultierten bei
konstanter Gesamtkonzentration der Partikel in einer kiurzeren T2 Relaxationszeit
und einer Anhebung des T2 Kontrasts in MRT Aufnahmen, wahrend analog der CT
Kontrast durch die abnehmende lodmenge verringert wurde. Das CT/MRT
Kontrastverhaltnis war von 0,7 - 70 HUes sehr gut einstellbar.

Partikel mit wresos = 3,44 % lieferten den besten T2 Kontrast in MRT Aufnahmen. Die
spezifische Relaxivitdt von FesO4@MAOETIB und die Anhebung des T2 Kontrasts
durch FesOs ist in guter Ubereinstimmung mit den Literaturwerten. Der CT Kontrast
von FesOs@MAOETIB liegt in derselben GréRenordnung wie der Kontrast des
kommerziell erhaltlichen CT Kontrastmittels lomeprol.

Nach der Polymerisationsreaktion wurden sowohl die polyMAOETIB Partikel als auch
die FesO4@MAOETIB Partikel durch Lésen in THF und Fallen in MeOH gereinigt.
Das Tensid und das organische Losungsmittel wurden nach der Sedimentation der
Partikel durch Dekantieren entfernt. Nach erneutem Lésen der Tensid- und
Lésungsmittelfreien Partikel in THF und anschlielfendem Fallen in H20 konnten die
aufbereiteten Partikel durch Zugabe von Natriumchlorid und/oder Phosphatpuffer zu
biokompatiblen Nanodispersionen mit enger PartikelgroRenverteilung weiterver-
arbeitet werden.

Durch die Zugabe eines Comonomers zum Polymerisationsprozess von
FesO4s@MAOETIB war es madglich eine funktionalisierbare Partikeloberflache zu
generieren. Die prinzipielle Mdglichkeit die Partikeloberflache zu funktionalisieren
konnte mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen und Fluoreszenzspektroskopie nachge-
wiesen werden. Durch eine Anderung der Comonomerkonzentration konnte die
Fluoreszenzintensitat gezielt variiert werden.

Fir eine biomedizinische Anwendung wurden die Partikel mit Cystein-Tyrs3-
Octreotate (Cys-TATE) funktionalisiert. Native und Cys-TATE-funktionalisierte
FesOs@MAOETIB Partikel wurden auf eine spezifische Aufnahme in
Somatostatinrezeptor-positive AR42J Zellen untersucht. Die Zellen zeigten neben
einem nicht spezifischen Aufnahmemechanismus fir native FesOs@MAOETIB
Partikel eine zusatzliche Aufnahme Uber den Somatostatinrezeptor bei
FesO4@MAOETIB mit Cys-TATE Modifikation und dadurch einen erhéhten Kontrast
in CT und MRT Aufnahmen. Die Inkubation mit FesO4@MAOETIB fur 20 h zeigte
keinen negativen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Zellen im beobachteten
Zeitraum.

Diese Arbeit zeigt eine schnelle und zuverlassige grotechnische Mdoglichkeit zur
Herstellung von Nanopolymeren flir medizinische Anwendungen. FezsO4@MAOETIB
in Form von Core/Shell Nanopartikeln hat als neuartiges duales Kontrastmittel fur
kombinierte CT/MRT Untersuchungen grofes Potential die bildliche Darstellung von
Tumoren zu vereinfachen und bietet eine positive Entwicklungsmaoglichkeit fur die
medizinische Diagnostik. Durch Tumorakkumulation der Nanopartikel und eine
erhohte Zirkulationszeit im Blut im Vergleich zu den klinischen Standards kann die
Kontrastmitteldosis minimiert und die Gesundheit des Patienten geschont werden.
Trotz der Vorteile neuartiger Kontrastmittel in Form von Nanopartikeln muss vor der
EinfGhrung in medizinische Untersuchungen der Einfluss von Nanopolymeren auf
den menschlichen Korper sowohl direkt nach der Applikation, als auch in
Langzeitstudien intensiv untersucht werden.
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7  ANHANG

A1: Zeitlicher Verlauf des Sauerstoffgehalts von Wasser bei Begasung mit Argon
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Abb. A1: Sauerstoffgehalt von 100 ml Wasser unter Begasung mit Argon fur 15
Minuten

A2: XRD Spektrum von Fe304

Experimental pattern: 1000720306
850 [96-900-2320] Fe3 04 Magnetite
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Abb. A2: XRD Spektrum von Fe3zO4 Nanopartikeln mit doLs = 7 nm; Rdntgenréhre mit
Kupferanode, Lynxeye XE 1D-Detektor mit Nickel Filter (Parameter - Voltage: 40kV,

Current: 40mA; Step size: 0.02°, scan speed 0.2s/step; Soller slits [primary side]:
2.5°%; Soller slits [secondary side]: 2.5°; Divergence slit: 0.17°)

Die Rontgendiffraktometrie bestatigt die Kristallstruktur von kubischem FesOas. Die

Reflexbreiten lassen durch die Bestimmung der Halbwertsbreite auf KristallitgréRen
von 5 nm schliel3en, wodurch sich die mit DLS bestimmte Partikelgréfie von circa 7

103



Anhang

nm bestatigt. Das Signalrauschen ist durch die kleinen Kristallitgrof3en und die Cu-
Koa1 Strahlung relativ hoch. Cu-Ka1 Strahlung regt in ihrem Energiebereich
eisenhaltige Proben zur Rontgenfluoreszenz an und somit zur Emission
polychromatische Réntgenstrahlung, welche zu erhéhtem Hintergrundrauschen fuhrt.

A3: Reproduzierbarkeit der FesO4@MAOETIB Synthese (Kapitel 3.3.1)
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Abb. A3: Partikelgréofien von FesO4@MAOETIB aus sechs Versuchen mit 3,44 %
FesOs w/w und Xso konstant bei jeweils 0,11 und 0,19; die Datenpunkte und
Fehlerbalken beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgrofle aus drei DLS
Messungen derselben Probe
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Abb. A4: Partikelgrofien von FesO4@MAOETIB aus sechs Versuchen mit 22,2 %
FesOs w/w und Xso konstant bei jeweils 0,11 und 0,19; die Datenpunkte und
Fehlerbalken beziehen sich auf eine gemittelte Partikelgrole aus drei DLS
Messungen derselben Probe
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A4: Charakterisierung der Partikel mit IR und "H-NMR Spektroskopie

IR Spektroskopie:

Zur weiteren Charakterisierung des Polymerisationsprozesses wurden IR- und NMR-
Spektren des Monomers und des Polymers von (poly)MAOETIB aufgenommen.
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Abb. 5: IR Spektren von MAOETIB (schwarz) und polyMAOETIB (rot); vc=0 = 1712
cm™, ve=c = 1634 cm™’

Die Messungen wurden mit einem Bruker Alpha FT-IR Platinum ATR Spektrometer
durchgefuhrt. In Abbildung A5 sind zwei typische IR Spektren dargestellt. Der Peak
bei 1712 cm™' kann fiir beide Spektren der Carbonylgruppe des MAOETIB Molekiils
zugeordnet werden. Im Spektrum des Monomers befindet sich bei 1634 cm™' der
Peak der C=C Doppelbinung, welcher im Polymerspektrum nicht mehr zu sehen ist.
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'"H-NMR Spektroskopie:

In Abbildung A6 und Abbildung A7 sind die 'H-NMR-Spektren des MAOETIB
Monomers und von polyMAOETIB dargestellt
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aa8R
N
o
83
Mm™M
- §-] R’R NYEMMeO0DTOON
sa R CEEEERRERS
St L e
RR8
Sz 200
- - x
»—‘s.‘;/
L J P N I .JuLMLJ
-[\ [ \I\ II\ II\ “I
=] o - ~ ~ @
] ] - ] © N
- - - - L o
10.5 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -05 -1.0
f1 (ppm)

Abb. A6: NMR Spektrum des MAOETIB Monomers; 'H-NMR (THF-d8), & 1.93 (s, 3H,
CHs), 4.43 and 4.53 (m, 4H, OCH2CH20), 5.57-5.61 (m, 1H, oléefinic), 6.09-6.15 (m,
1H, olefinic), 7.78 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Ar-H), 8.39 ppm (d, 1H, J = 2.0 Hz, Ar-H)

106



Anhang

Polymer:
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Abb. A7: NMR Spektrum von polyMAOETIB; 'H-NMR (THF-d8), § 1.3 (s, 3H, CHz),
4.3 and 4.52 (m, 4H, OCH2CH20), 7.85 (s, 1H, Ar-H), 8.39 ppm (s, 1H, Ar-H)
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Die Messungen wurden mit einem Varian Oxford 300 MHz NMR durchgeflhrt.
Deuteriertes Tetrahydrofuran (d8-THF) wurde als Ld&sungsmittel verwendet. In
Abbildung A6 sind bei 5.57-5.61 ppm und 6.09-6.15 ppm die beiden H-Atome der
Doppelbindung des Monomers zu erkennen. Im Polymerspektrum in Abbildung A7
sind die beiden Peaks der Vinylgebundenen H-Atome durch die Polymerisation
verschwunden.

Die beiden spektroskopischen Methoden dienten der qualitativen Analyse des Edukts
(MAOETIB Monomer) und Produkts (polyMAOETIB), um eine Aussage Uber die
erfolgreiche Durchfihrung der Polymerisation treffen zu kénnen. Die IR Spektren in
Abbildung A5 zeigen im Polymerspektrum durch das Verschwinden des Peaks der
C=C Schwingung bei 1634 cm-', dass eine chemische Reaktion, in diesem Falle eine
Polymerisation stattgefunden hat. Der Peak der C-l Bindung befindet sich laut
Literatur zwischen 1061 — 1057 cm™' und konnte daher nicht exakt bestimmt werden,
da er sich im charakteristischen Spektrum (Fingerprint Area) der Substanz befindet.
Das NMR Spektrum kann dem MAOETIB Monomer eindeutig zugeordnet werden.
Die gemessenen Werte stimmen mit den Literaturwerten Uberein.#446-4883 Das
Verschwinden der Peaks der beiden H-Atome der C=C Doppelbindung im Spektrum
des Polymers deutet auf eine chemische Reaktion bzw. einen
Polymerisationsvorgang hin. Da die Loslichkeit des Polymers in THF auf 2 mg/ml
limitiert war, sind die Peaks im Spektrum des Polymers etwas kleiner als im
Spektrum des Monomers. Bei dem Vergleich beider Spektren ist eine leichter
Versatz der Peaks durch chemische Verschiebung zu erkennen. Die Chemische
Verschiebung kommt bei diesen Messungen zu Stande, da einerseits keine feste
molare Masse vorliegt, sondern eine Molmassenverteilung. Zudem sind die
sterischen Konfigurationen des Monomers und des Polymers verschieden.
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AS5: CT Aufnahmen von FesO4@MAOETIB bei 150 keV und 70 keV (Kapitel 3.4)
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Abb. A8: (a, c) CT Aufnahmen von Fe3sO4@MAOETIB (doLs = 56 nm) mit einer
Gesamtkonzentration von 5 - 20 mg/ml (au3er Imeron) von links nach rechts und mit
Wreszos = 0,22 - 22,22 % von oben nach unten, verglichen mit dem Kklinischen
Standard CT Kontrastmittel Imeron (*Imeron lod Konzentrationen 3,25 mg/ml |, 6,5
mg/ml |, 9,75 mg/ml |, 13 mg/ml I); Réhrenspannung 150 keV (b, d) zugehdrige
Diagramme der Signalintensitat in Abhangigkeit der Gesamtkonzentration
FesO4@MAOETIB
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Der CT Kontrast nimmt in Abbildung A8 analog zu Abbildung 32 von links nach
rechts (5 - 20 mg/ml) mit steigender Gesamtkonzentration zu und von oben nach
unten (0,22 - 22,2 % Fe304 w/w) mit einer zunehmenden Fe3Os4 Menge ab. Da
lediglich die Rohrenspannung um 30 keV angehoben wurde, sind sich die Bilder und
der Trend der Datenpunkte sehr ahnlich. Auch in Abbildung A8 ist die Abnahme des
CT Kontrasts ist bei niedrigen Eisenoxidkonzentrationen nicht signifikant. Bei einer
Gesamtkonzentration von 20 mg/ml lag der Kontrast von lomeprol (Imeron) bei 334
HU und der Kontrast mit wresos = 1,75 % bei 288 HU, woraus sich eine maximale
Differenz von 46 HU errechnet. In Abbildung A8 (d) nimmt der CT Kontrast bei
konstanter FesO4@MAOETIB Gesamtkonzentration mit zunehmender Fe3sO4 Menge
linear ab. Bei einer Gesamtkonzentration von 20 mg/ml lag die Intensitat von
lomeprol bei 314 HU und bei den Nanopartikeln mit wrezos = 22,2 % bei 165 HU, mit
einer Differenz von 149 HU. Im Vergleich zu den Aufnahmen bei 120 keV aus
Abbildung 32 sind die Hounsfield Werte bei 150 keV in Abbildung A8 etwas niedriger.
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Abb. A9: (a, c) CT Aufnahmen von Fe3sOs@MAOETIB (dos = 56 nm) mit einer
Gesamtkonzentration von 5 - 20 mg/ml (auf3er Imeron) von links nach rechts und mit
Wre3o4 = 0,22 - 22,22 % von oben nach unten, verglichen mit dem klinischen
Standard CT Kontrastmittel Imeron (*Imeron lod Konzentrationen 3,25 mg/ml |, 6,5
mg/ml 1, 9,75 mg/ml |, 13 mg/ml [); Réhrenspannung 70 keV (b, d) zugehdrige
Diagramme der Signalintensitat in  Abhangigkeit der Gesamtkonzentration
FesOs@MAOQOETIB

Abbildung A9 zeigt die Proben bei einer Rohrenspannung von 70 keV. Der Kontrast
von lomeprol (Imeron) liegt hier bei einer Gesamtkonzentration von 20 mg/ml bei 688
HU und der Kontrast mit wresos = 1,75 % bei 612 HU, woraus sich eine maximale
Differenz von 76 HU errechnet. In Abbildung A9 (d) nimmt der CT Kontrast bei
konstanter FesO4@MAOETIB Gesamtkonzentration mit zunehmender Fe3sO4 Menge
linear ab. Bei einer Gesamtkonzentration von 20 mg/ml lag die Intensitat von
lomeprol bei 640 HU und bei den Nanopartikeln mit wresos = 22,2 % bei 273 HU, mit
einer Differenz von 367 HU. Bei den Messungen mit 70 keV stiegen die
Hounsfieldwerte bei im Vergleich zu den Messungen mit 120 keV an.
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A6: CT Aufnahmen der AR42J Zellen bei 70 keV und 120 keV (Kapitel 3.6.2)
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Abb. A10: (a) CT Aufnahmen von AR42J Zellen inkubiert mit nativen und Cys-TATE
funktionalisierten FesO4@MAOETIB Partikeln (mit Cys-TATE: dos = 65 nm; ohne
Cys-TATE: dos = 60 nm), FesOs@MAOETIB Konzentration 100 - 800 pg/ml mit
Wre304 = 3,44 %; Rohrenspannung 70 keV (b) CT Signalintensitat in Abhangigkeit der
FesO4@MAOETIB Konzentration
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Abb. A11: (a) CT Aufnahmen von AR42J Zellen inkubiert mit nativen und Cys-TATE
funktionalisierten FesO4@MAOETIB Partikeln (mit Cys-TATE: dos = 65 nm; ohne
Cys-TATE: dos = 60 nm), FesOs@MAOETIB Konzentration 100 - 800 pg/ml mit
Wre304 = 3,44 %; Rohrenspannung 150 keV (b) CT Signalintensitat in Abhangigkeit
der FesO4@MAOETIB Konzentration
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A7: CT/MRT Kontrastverhaltnis bei 70 keV und 150 keV

Tab. A1: CT/MRT Kontrastverhaltnis fur eine ROhrenspannung von 70 keV

5mg/ml 10 mg/ml 15 mg/ml 20 mg/ml  Mittelwert ';Eﬁ'jﬁj
0.22 % Fe 87.50 115.67 135.25 118.33 114.19
0.44 % Fe 49.67 4917 50.40 48.69 49.48
0.88 % Fe 18.22 15.47 14.47 16.97 16.28
1.75 % Fe 5.20 4.39 4.14 4.47 4.55
3.44 % Fe 1.67 1.10 1.02 1.00 1.20 2.95
6.65 % Fe 2.02 2.02 2.03 2.44 2.13
12.5 % Fe 1.72 1.59 1.61 1.65 1.64
22.2 % Fe 1.37 1.01 1.12 1.25 1.19
160
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Abb. A12: CT/MRT Kontrastverhaltnis in Abhangigkeit der Fe3Os Konzentration;
Roéhrenspannung 70 keV

Tab. A2: CT/MRT Kontrastverhaltnis flir eine Réhrenspannung von 150 keV

5mg/ml 10 mg/ml 15 mg/ml 20 mg/ml  Mittelwert ';RA'ZJ
ellen
0.22 % Fe 46.00 67.00 67.50 58.67 59.79
0.44 % Fe 29.00 2517 29.50 23.54 26.80
0.88 % Fe 9.56 7.89 7.37 8.23 8.26
1.75 % Fe 2.80 213 2.08 2.27 2.32
3.44 % Fe 0.90 0.58 0.52 0.53 0.63 1.33
6.65 % Fe 1.20 1.10 1.17 1.23 1.17
12.5 % Fe 1.09 0.98 0.92 0.93 0.98
22.2 % Fe 0.99 0.71 0.71 0.75 0.79
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Abb. A13: CT/MRT Kontrastverhaltnis in Abhangigkeit der Fe3Os Konzentration;
Roéhrenspannung 150 keV

A8: Gleichung zur Berechnung der Student-t-Verteilung

Zur Bestimmung des Vertrauensbereiches des Mittelwerts X der Stichproben aus
Kapitel 3.1.1, Kapitel 3.2.1 und Kapitel 3.3.1 wurde mit Hilfe des Programmes
MiniTab eine Student-t-Verteilung erstellt. Das Konfidenzintervall betrug 95 %. Die
obere Grenze o und untere Grenze u, des Vertrauensbereichs errechnet sich aus
Gleichung A1, wobei s die Standardabweichung und n die Anzahl der Messwerte
darstellt. Der Wert fur t ist mit dem entsprechenden Konfidenzintervall aus einer t-
Faktor Tabelle zu entnehmen.

- S
xxtli = (Gl A1
I‘Io/u \/E ( )
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