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Zusammenfassung

Die intrazellulire Markierung mit geeigneten Reagenzien ermdglicht ihre
bildgebende Darstellung in lebenden Organismen. Dieses Verfahren (auch ,,Zell-
Tracking™ genannt) wird in der Grundlagenforschung zur Entwicklung zelluldrer
Therapien, fiir die Erforschung pathologischer Prozesse, wie der Metastasierung, sowie
fiir Therapiekontrollen eingesetzt. [1] Besondere Bedeutung haben in den letzten Jahren
zelluldre Therapien mit Stammzellen erlangt, da sie grof3es Potential bei der Regeneration
von Geweben bei Krankheiten wie Morbus Parkinson oder Typ-1-Diabetes versprechen.
[1] Fiir die Entwicklung einer zelluldren Therapie sind Informationen iiber den Verbleib
der applizierten Zellen in vivo (Homing-Potential), liber ihre Zellphysiologie sowie {iber
die Entstehung mdoglicher Entziindungen notwendig. [2] Das Ziel der vorliegenden Arbeit
war daher die Synthese von Markierungsreagenzien, die nicht nur eine effiziente
Zellmarkierung ermoglichen, sondern einen synergistischen Effekt hinsichtlich des
modalitdtsiibergreifenden Einsatzes in den bildgebenden Verfahren MRT und
Laser-Ablation(LA)-ICP-MS erlauben. Die MRT-Bildgebung ermdglicht die nicht
invasive Nachverfolgung markierter Zellen invivo und die LA-ICP-MS die
anschlieBende ex vivo Analytik zur Darstellung der Elementverteilung (Bioimaging) in
einer Biopsieprobe oder in einem Gewebeschnitt. Fiir diese Zwecke wurden zwei
verschiedene Markierungsreagenzien mit dem kontrastgebenden Element Gadolinium
synthetisiert. Gadolinium eignet sich aufgrund seines hohen magnetischen Moments
hervorragend fiir die MRT-Bildgebung und da es in Biomolekiilen nicht natiirlich
vorkommt, konnten die Reagenzien gleichermaflen fiir die Zellmarkierung und das
Bioimaging mit der LA-ICP-MS untersucht werden. [3], [4] Fiir die Synthese eines
makromolekularen Reagenzes wurde das kommerziell verfligbare Dendrimer G5-
PAMAM 1iber bifunktionelle Linker mit dem Chelator DOTA funktionalisiert, um
anschlieend Gadolinium zu komplexieren. Ein zweites, nanopartikulires Reagenz wurde
iiber eine Solvothermal-Synthese erhalten, bei der Ln:GdVOs-Nanokristalle mit einer
funktionellen Polyacrylsdure(PAA)-Hiille dargestellt wurden. Die Dotierung der
Ln:GdVO4-PAA Nanokristalle mit verschiedenen Lanthanoiden (Ln=Eu, Tb) zeigte ihre
prinzipielle Multiplexfdhigkeit in der LA-ICP-MS. Beide Markierungsreagenzien
zeichneten sich durch gute Biovertrdglichkeiten und ri-Relaxivititen aus, was zudem ihr
Potential fiir Anwendungen als priklinische ,,blood-pool*“ MRT-Kontrastmittel belegte.

Die Untersuchung der Zellmarkierung erfolgte anhand einer Tumorzelllinie und einer



Stammzelllinie, wobei beide Zellarten erfolgreich intrazelluldr mit beiden Reagenzien
markiert wurden. Nach der Zellmarkierung veranschaulichte die in vitro MRT-
Bildgebung von Zell-Phantomen eine deutlichere Kontrastverstirkung der Zellen nach
der Markierung mit den Nanokristallen im Vergleich zum kommerziellen Kontrastmittel
Magnevist®. Die hohe Effizienz der Zellmarkierung mit den Nanokristallen und die damit
verbundenen hohen Signalintensititen in einer einzelnen Zelle erlaubten beim
Bioimaging mit der LA-ICP-MS, Messungen bis zu einer Auflosung von 4 um Laser Spot
Size. Nach der Zellmarkierung mit den DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM
Dendrimeren waren hingegen Aufnahmen mit der LA-ICP-MS nur bis zu einer
Auflésung von 12 pm Laser Spot Size moglich. Insgesamt waren die Ln:GdVO4-PAA
Nanokristalle mit groferer Ausbeute und kostengiinstiger herstellbar als die
DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimere und zeigten zudem eine
effizientere Zellmarkierung. Die Ln:GdVOs-PAA Nanokristalle erscheinen somit fiir das
Zell-Tracking als besonders vielversprechend. Darauf aufbauend wurden die
Nanokristalle zur Etablierung der Antikérper-Konjugation ausgewdhlt, was sie fiir die
molekulare in vivo Bildgebung sowie fiir die Immuno-Bildgebung von Gewebeschnitten

oder Biopsie-Proben mit der LA-ICP-MS anwendbar macht.



Abstract

Labeling of intracellular structures using appropriate reagents allows diagnostic
imaging of such structures in living organisms. This procedure, also known as ‘cell-
tracking’, can be applied in various fields of basic research, e.g. for development of
cellular therapies, understanding of pathological processes such as metastasis as well as
monitoring of therapeutic strategies. [ 1] In recent years, cellular therapies involving stem
cells have gained increasing importance for they promise great potential in the
regeneration of damaged tissue associated with various diseases such as Parkinson’s
disease or Type 1 diabetes. [1] However, to enable the development of a cell-based
therapy, information regarding the in vivo ability of administered cells to migrate to the
organ of their origin (homing potential), the cell physiology and the risk of potential
inflammation is essential. [2] The objective of the present thesis was the synthesis of
labeling reagents that not only enable efficient cell labeling, but also allow tracking of the
labeled cells via magnetic resonance imaging (MRI) and laser ablation inductively
coupled plasma mass spectroscopy (LA-ICP-MS). MRI offers the ability to non-
invasively track the labeled cells in vivo, whereas LA-ICP-MS allows subsequent ex vivo
analysis of biopsy samples. To this end, two different types of labeling reagents were
synthesized containing the contrast-enhancing element gadolinium (Gd). Gd is perfectly
suited for MRI due to its high magnetic moment and, since it does not occur naturally in
biomolecules, the Gd-containing labelling reagents could additionally be investigated
with regard to their cell labeling and bioimaging efficacy using LA-ICP-MS. [3], [4]
Synthesis of a macromolecular labeling reagent was performed by functionalization of
the commercially available dendrimer G5-PAMAM with the chelator DOTA, which
subsequently allows complexation of Gd**-ions. A second nanoparticulate labeling
reagent was synthesized via a solvothermal route which yielded in Ln:GdVOg4
nanocrystals having a functional shell of polyacrylic acid. Doping of these nanocrystals
with different lanthanides (Ln=Eu, Tb) demonstrated their fundamental capability for
multiple implementation with LA-ICP-MS. All synthesized labeling reagents showed
suitable biocompatibility and ri-relativities, indicating their potential for application as in
vivo preclinical MR imaging agents. The cell labeling efficacy of the synthesized reagents
was investigated in both cancer and stem cell lines, whereby both cell types showed

efficient intracellular uptake. After cell labelling, in vitro MRI of cell phantoms indicated



that the nanocrystalline-labelled cells portrayed a significantly higher contrast
enhancement, in comparison to labelling with the commercially available MRI agent,
Magnevist. Bioimaging of the nanocrystalline-labelled cells with LA-ICP-MS enabled
resolutions of up to 4 um laser spot size to be achieved since the high labelling efficacy
allowed high signal intensities to be observed. On the other hand, measurements of
dendrimer-labelled cells could be performed up to resolutions of 12 um laser spot size.
Evaluation of the different labelling reagents showed that the one based on nanocrystals
could be synthesized more cost effectively, with greater yields and resulted in a higher
cell labelling efficacy, demonstrating a superior aptitude for cell-tracking applications.
Consequently, the nanocrystalline labeling reagent was selected for conjugation with
antibodies, which in turn enables in vitro ICP-MS-based immunohistochemistry

detection as well as in vivo molecular imaging.
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1 Theoretische Grundlagen

1.1  Einleitung

Das Arzteblatt berichtete am 19. Januar 2017, dass in Deutschland die hiufigste
Todesursache auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen zuriickzufiihren ist und gefolgt wird von
Tumorerkrankungen, der in 2015 fast 25 % aller Sterbefille erlagen. [5] Bei diesen und
vielen anderen Erkrankungen werden bereits in der Frithphase krankheitsspezifische
Biomolekiile exprimiert, welche nur durch besonders empfindliche Diagnosemethoden
nachgewiesen werden konnen. Durch den Einsatz hochsensitiver Marker in in vitro
Analysen, wie z.B. Immunoassays, konnen diese an krankheitsspezifische Biomolekiile
binden und eine frithe diagnostische Aussage ermoglichen. [6] Fiir die in vivo Darstellung
von biologischen Prozessen auf zellulirer und molekularer Ebene ist vor allem die
Magnetresonanztomographie (MRT) von besonderer Bedeutung. Die MRT ermdglicht
die Aufnahme hochaufgeldster anatomischer Bilder mit hohem Weichteilkontrast und
liefert verschiedene funktionelle und physiologische Informationen. Die nicht-invasive
Technik eignet sich hervorragend fiir serielle Untersuchungen im Rahmen von
Verlaufskontrollen bei Krankheitsprozessen und Therapien. [7] (Préd)klinische
Bildgebungsmethoden wie MRT, Computertomographie (CT), Positronen-Emissions-
Tomographie (PET), Ultraschall (US), Single Photonen-Emissions-Tomographie
(SPECT) oder die optische Bildgebung (OI) bieten als Alternative zur Histologie neue
Moglichkeiten bei der Untersuchung lebender Organismen. [8] Bei der MRT-Bildgebung
werden hiufig Kontrastmittel eingesetzt, um den Kontrast zwischen einem spezifischen
Gewebe oder Organ und dem umgebenen Gewebe im Korper zu verstirken. Die, bei
verschiedenen Krankheiten einhergehende, Tumor- oder Entziindungsbildung kann bei
Verwendung eines Kontrastmittels besser sichtbar gemacht werden. Bei der MRT werden
hauptsdchlich ~ Gadolinium-haltige =~ Verbindungen oder superparamagnetische
Eisenoxidnanopartikel (SPIOs) als kontrastverstirkende Substanzen eingesetzt.
Gadoliniumverbindungen werden klinisch nur als niedermolekulare Chelat-Komplexe
angewendet und hauptséchlich fiir die Darstellung der Blutgefa3e und zur Diagnostik von

Gehirntumoren  genutzt. [9], [10] Die von den Behdrden zugelassenen
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Eisenoxidnanopartikel werden in der MRT zur Diagnostik von Leber, Milz und
Lymphknoten-Metastasen eingesetzt, jedoch wurden sie von den Gadolinium-haltigen
Verbindungen zuriickgedrangt. [11] Das Einsatzspektrum von makromolekularen
Gadolinium-haltigen Kontrastmitteln beschridnkt sich auf den préiklinischen Einsatz.
Makromolekulare und vor allem nanopartikuldre Kontrastmittel besitzen jedoch einige
Vorteile gegentiber den niedermolekularen Verbindungen. Durch gezielte Steuerung der
Oberfldcheneigenschaften und der PartikelgroBe konnen sie ldnger im GefaBsystem
verbleiben als niedermolekulare Verbindungen und sich in Tumorgeweben anreichern.
[12] Besonders in priklinischen Studien zur Erforschung eines neuen Therapeutikums
kann dies entscheidende Vorteile flir Therapieverlaufskontrollen implizieren. Die
Erhebung priklinischer Daten liefert wichtige Information zur Behandlung diverser
Erkrankungen und wird dazu genutzt, um weiterfithrende klinische Studien zu indizieren.
Mit der Entwicklung geeigneter Kontrastmittel fiir die Priklinik kann der Verlauf einer
Krankheit oder die Wirkung eines neuen Medikamentes von Anfang bis Ende in einem
einzelnen Tier nachverfolgt werden, wodurch auch die Anzahl an Labortiere reduziert
wird. Zudem werden mit neuen Kontrastmitteln auch innovative Anwendungen moglich,
die iiber die reine Bildgebung hinausgehen. Hierzu zéhlt die molekulare Bildgebung, die
insbesondere auf dem Gebiet der Therapieverlaufskontrolle einen entscheidenden Beitrag
liefert. [13] Nach Konjugation geeigneter Markierungsreagenzien an Antikorper
ermoglicht die molekulare invivo Bildgebung die Visualisierung subzelluldrer
Komponenten. Dariliber hinaus werden innovative in vitro Verfahren, wie ICP-MS-
basierte Immunoassays oder die Massenzytometrie (CyTOF), mdglich. [14] Die
Anwendung von Gadoliniumverbindungen als intrazellulire Markierungsreagenzien
ermoglicht das MR-gestiitzte Zell-Tracking und somit die nicht-invasive Nachverfolgung
von markierten Zellen in vivo. Das Zell-Tracking spielt besonders bei der Erforschung
von zellbasierten Therapien eine grof3e Rolle, da sie Behandlungsmdglichkeiten fiir eine
Vielzahl von Erkrankungen versprechen. [15], [16] Aktuelle Forschungsschwerpunkte
sind beispielsweise die Tumortherapie mit dendritischen Zellen oder die
Stammzelltherapie. [17], [18] Therapien mit mesenchymalen Stammzellen wurden
bereits in klinischen Studien untersucht. [15] Die Herausforderung bei der Erforschung
von zellbasierten Therapien liegt darin zu bestimmen, welche Zellen eine therapeutische
Wirksamkeit aufweisen. Die Wirksamkeit einer zellbasierten Therapie hdngt von vielen
verschiedenen Faktoren ab, wie der Krankheitsursache, dem verwendeten Zelltyp und

threr Applikationsform, der Zellproliferation und ihrer funktionalen Integration. Aus
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diesen Griinden und zur Uberfiihrung in die klinische Praxis ist es wichtig, die Zellen und
ihren therapeutischen Nutzen in vivo sichtbar zu machen. [2], [8], [19] Fiir die nicht-
invasive Uberwachung therapeutischer Zellen in lebenden Organismen ist aktuell die
Zellmarkierung mit magnetischen Reagenzien fiir die MRT-Bildgebung die Methode der
Wahl. [2], [20], [21], [22], [23]

1.2 MRT-gestiitztes Zell-Tracking

MRT-basierte Technologien werden neben der Angiographie und der molekularen
Bildgebung auch zur Nachverfolgung (,Tracking‘) von markierten (gelabelten) Zellen
in vivo genutzt. [9], [19] Die Markierung therapeutischer Zellen hat nicht nur bei der
Erforschung von Stammzelltherapien oder adoptiven Immuntherapien zunehmend an
Bedeutung gewonnen, sie spielt auch bei der grundlegenden Krebsforschung eine Rolle,
um neue zellbiologische Mechanismen zu verdeutlichen. [24] Die Effizienz der
Zellmarkierung hingt sowohl von der verwendeten Zelllinie mit deren spezifischen
Membraneigenschaften als auch von den physikochemischen Eigenschaften des
Markierungsreagenzes ab. [25] Die grofte Herausforderung ist die effiziente Aufnahme
des Reagenzes in die Zelle, um sie mit hoher Sensitivitdt und {iber einen langen Zeitraum
hinweg abbilden zu konnen, ohne die Funktionalitdt und Proliferation der Zellen zu
beeintrichtigen. [22], [26] Die Zellmarkierung sollte zudem langlebig sein und eine
wiederholte Bildgebung ermoéglichen. [27] Bei der MRT-Bildgebung muss in
Abhingigkeit des verwendeten Markierungsreagenzes die Puls-Sequenz so gewéhlt
werden, dass die markierten Zellen von umgebenden Gewebe unterschieden werden
konnen. [19] Es gibt zahlreiche Forschungsarbeiten, die SPIOs fiir die Zellmarkierung
beschreiben. [28] SPIOs werden fiir die Zellmarkierung tiblicherweise gemeinsam mit
den Zellen kultiviert, wobei sie iiber Endozytose in die intrazelluliren Kompartimente
der Zelle aufgenommen werden, was die nicht-invasive MRT-Bildgebung der markierten
Zellen ermdglicht. [29], [30] SPIOs sind derzeit das einzige MRT-Kontrastmittel in
pharmazeutischer Qualitdt, die bereits préklinisch und klinisch fiir das Zell-Tracking
eingesetzt wurden, um transplantierte Zellen in longitudinalen Studien nachzuverfolgen
und die Effektivitdt einer zellbasierten Therapie zu bewerten. [26], [31], [22] Um die
Aufnahme von SPIOs in die Zellen zu verbessern, ist die Verwendung von

polykationischen Transfektionsreagenzien (TA) eine weiterverbreitete Methode. Durch
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elektrostatische Wechselwirkungen bilden sich Komplexe mit den Makromolekiilen und
den SPIOs, wodurch sie iiber Endozytose einfacher in die Zellen transferiert werden
konnen. [26] Das SPIO-basierte Zell-Tracking ist jedoch durch die mangelnde
Signalspezifitdt limitiert. [22] In vielen Krankheitsmodellen, wie dem ischdmischen
Schlaganfall oder bei Tumorerkrankungen, kann es zu einer Gewebeeinblutung kommen,
was die Differenzierung der eisenbeladenen Erythrozyten von den mit Eisen markierten
Zellen nicht mehr ermdglicht. [32] Zur Uberwindung dieser Limitierung wurden SPIOs
bereits mehrfach an Nahinfrarot(NIR)-Fluoreszenz-Farbstoffe, wie den Cyanin-Farbstoff
Cy5 oder Quantum Dots (QDs) konjugiert. [33], [34], [35], [36] Somit erhdlt man ein
multimodales Kontrastmittel, das neben der MRT-Bildgebung, auch fiir die optische
Bildgebung einsetzbar ist. Im Gegensatz zu den SPIOs, die einen negativen MRT-
Kontrast erzeugen, bieten Gadolinium-basierte Kontrastmittel den Vorteil eines positiven
MRT-Kontrasts. Ein positiver Kontrast wird allgemein bei der Auswertung der MRT-
Aufnahmen bevorzugt, weil das Signal der jeweiligen anatomischen Struktur verstérkt
wird. Negative Kontrastmittel schwichen das MRT-Signal ab, was die Auswertung
erschweren kann. Deshalb wére es naheliegend, ein klinisch zugelassenes Kontrastmittel
auf Gadolinium-Basis fiir das MR T-gestiitzte Zell-Tracking zu verwenden. Es gibt jedoch
einige Griinde, warum sie nur bedingt geeignet sind, darunter zdhlen die geringe
Labeling-Effizienz und die mdgliche Gd**-Freisetzung aus den Chelaten aufgrund des
geringen pH-Wertes in den Lysosomen und Endosomen der Zelle. [31], [37] In den
letzten Jahren wurden einige Gadolinium-basierte makromolekulare Substanzen fiir das
Zell-Labeling entwickelt, wie z.B. liposomale [38], [39] und mizellare Formulierungen
[40] oder polymerbeschichtete Gd>O3 Nanopartikel. [22], [41], [42], [43] Gadolinium-
basierte Markierungsreagenzien bieten eine vielversprechende Option fiir die
Zellmarkierung aufgrund des niedrigen Untergrundsignals in lebenden Organismen. Da
es sich bei Gadolintum um kein korpereigenes Element handelt, koénnen die
Markierungsreagenzien neben der in vivo MRT-Bildgebung auch fiir die ex vivo
Elementmikroskopie mit der Laser-Ablation (LA)-ICP-MS genutzt werden. Wahrend die
MRT zweifelsohne eine wertvolle Methode fiir die Bildgebung groferer Objekte darstellt,
ist diese Technik nur bedingt geeignet, um die erforderliche Sensitivitit und rdumliche
Auflésung auf zelluldrer Ebene zu schaffen. [44] Die LA-ICP-MS ist hingegen eine
sensitive analytische Methode, um die Verteilung von Elementen in komplexen
biologischen Proben abzubilden. Mit der LA-ICP-MS wurden bereits Gadolinium-

basierte Kontrastmittel in Tumor- und Gewebeproben nachgewiesen. [45] Der Einsatz
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Gd**-haltiger Markierungsreagenzien ermdglicht daher eine Gegeniiberstellung der
in vivo MRT-Aufnahmen mit den ex vivo Untersuchungen der LA-ICP-MS. Neben den
Gd**-basierten Kontrastmitteln und den SPIOs fiir die '"H-MRT wurden Zellen auch mit
Perfluorocarbon(PFC)-Nanoemulsionen fiir das '°F-basierte MRT-Tracking gelabelt. [2]
Da "F nur in sehr geringen Konzentrationen natiirlich im Organismus vorkommt, entsteht
hier kein Hintergrundsignal vom Gewebe und nur die gelabelten Zellen werden sichtbar.
Die Methode erfordert daher eine Kombination mit '"H MRT-Scans, was den Aufwand
und die Kosten deutlich umfangreicher gestaltet. [2] Als Alternative zum MRT-gestiitzten
Zell-Tracking wird der Verbleib und die Verteilung von transplantierten Zellen mit
verschiedenen Farbstoffen, wie Vitalfarbstoffen (z.B. Fluorochrome), Thymidin-Analoga
(z.B. Bromdesoxyuridin, BrdU) oder mit einem transfizierten Gen (z.B. griin-
fluoreszierendes Protein, GFP) untersucht. Mit diesen Farbstoffen wird allerdings erst
eine spétere Visualisierung nach der Gewebeentnahme mit (immuno)-histochemischen
Techniken moglich. [19], [46] Fluoreszenz-Farbstoffe haben zudem den Nachteil, dass
sie aufgrund der Mutabilitit der II-Elektronen oft ausbleichen. Diese irreversible
Schiadigung der Farbstoffe limitiert vor allem die Zeit fiir die Untersuchung der

markierten Zellen. [47]

Der schematische Ablauf bei der exvivo und insitu Zellmarkierung mit
anschlieBender MRT-Bildgebung im Tiermodell ist in Abbildung 1 gezeigt. Nach
Isolation ausgewdhlter Organe und deren pathologischer Begutachtung kann eine
Validierung der in vivo MRT-Daten erfolgen. Diese Begutachtung kann beispielsweise
mit konventioneller Mikroskopie oder mit der LA-ICP-MS erfolgen. Die LA-ICP-MS ist
eine relativ neue, leistungsstarke Methode, um Metalle in biologischen Systemen
nachzuweisen. Sie liefert hochaufgeldste Informationen {iber transplantierte Zellen an
Gewebeschnitten und kann die diagnostischen Informationen der MRT-Bildgebung und

der weitverbreiteten IHC Féarbung sinnvoll ergénzen. [16], [48]
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der ex vivo und in situ Markierung von Zellen mit MRT-
Kontrastmitteln. In Anlehnung an Ahrens und Bulte, 2013. [2]

In der vorliegenden Arbeit wurden DOTA(Gd*")-funktionalisierte G5-PAMAM
Dendrimere und Ln:GdVOs4-Nanokristalle als Reagenzien fiir die intrazellulédre
Metallmarkierung sowie fiir die Anwendung als préklinische MRT-Kontrastmittel
synthetisiert. Gemif3 der Definition der Europdischen Kommission vom 18. Oktober 2011
werden Nanopartikel als natiirliches oder synthetisch hergestelltes Material bezeichnet,
bei dem mindestens 50 % der Partikel in der AnzahlgroBenverteilung ein oder mehrere
AuBlenmafle im Bereich von 1-100 nm aufweisen. [49] Diese GroBenangabe kann
gleichermallen auf verschiedene Makromolekiile zutreffen, wie beispielsweise die G5-
PAMAM Dendrimere, die mit einer Grofle von ca. 5,4 nm vorliegen. [50] Zur besseren
Unterscheidung beider Reagenzien werden in den folgenden Kapiteln das
polymerbasierte G5-PAMAM als makromolekulares Reagenz und die GdVOs-

Nanokristalle als nanopartikuldres Reagenz bezeichnet.
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1.2.1 Makromolekulare Markierungsreagenzien

Fiir die Darstellung des makromolekularen Reagenzes wurde das Dendrimer
Generation(G)-5-PAMAM (Polyamidoamin) als Grundgeriist eingesetzt. PAMAM-
Dendrimere sind synthetische Makromolekiile mit definierter, verzweigter Struktur und
monodisperser Verteilung, die kommerziell mit 1<j<10 Verzweigungsgenerationen
erhiltlich sind. [51], [52] Im Gegensatz zu linearen Polymeren konnen sich bei
Dendrimeren kaum Verschlaufungen bilden, die maBgeblich die hohe Viskositdt von
herkommlichen Polymer-Losungen bedingen. [53] Die starke Verzweigung im Inneren
der PAMAM-Dendrimere fiihrt zu einer sehr dichten Molekiilstruktur und zu einer hohen
Anzahl von Funktionalititen in der letzten Generation (G5-PAMAM: 128 primére
Aminogruppen). [12] Abbildung 2 zeigt die chemische Struktur eines PAMAM

Dendrimers mit 2 Generationen sowie schematisch die Struktur mit 5 Generationen.

Abbildung 2: Darstellung der chemischen Struktur der Polyamidoamin(PAMAM)-Dendrimere. Links:
Generation-2-PAMAM. [50] Rechts: Schematische Darstellung des Generation-5-PAMAM Dendrimers

mit 128 primdren Aminogruppen in der letzten Generation. [54]

Unabhédngig von den Inneren Wiederholungseinheiten weisen kationische
Dendrimere hdmolytische und zytotoxische Eigenschaften auf, die von der Generation
und der Anzahl der ionischen Oberflichengruppen abhingig sind. [55] Im Zuge der
Funktionalisierung des G5-PAMAM Dendrimers erfolgte daher zunéchst eine partielle
Acetylierung (Abbildung 3), um nicht nur zytotoxische FEigenschaften und des
Polykations verringern, sondern gleichermallen die Loslichkeit in wissrigen Systemen

verbessern. [56], [57]
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Acetylierung von G5-PAMAM Dendrimeren mit

Essigsdureanhydrid und Triethylamin.

Nach partieller Acetylierung der Dendrimere erfolgte die Konjugation des
Komplexbildners DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure) an
die freien, nicht acetylierten Aminogruppen, wodurch Gadoliniumionen oder andere
Lanthanoide fiir die MRT- bzw. die LA-ICP-MS Bildgebung komplexiert werden
konnen. Fiir die DOTA-Konjugation werden zwei bifunktionelle Chelatoren, DOTA-
NHS und DOTA-NCS, untersucht. Beide Kopplungsstrategien bieten hierbei
verschiedene Vorteile. Bei der DOTA-Konjugation iiber die Isothiocyanat-Gruppe (R-
NCS) sind die hohe Reaktivitdit und ausgezeichnete Selektivitit gegen primére
Aminogruppen vorteilhaft. Jedoch ist die Isothiocyanat-Gruppe relativ unstabil in
wissrigen Losungen und neigt zur Hydrolyse. Abbildung 4 zeigt die betreffende
Reaktionsgleichung fiir die Kopplung von DOTA-NCS an die primdren Aminogruppen
des Dendrimers unter Ausbildung einer Thioharnstoff-Bindung. [58] Fiir die Reaktion
mit DOTA-NCS wird im Kopplungspuffer PBS/Bicarbonat pH 8,3 gearbeitet, da
Isothiocyanate am besten bei alkalischen pH-Werten reagieren und die priméren
Aminogruppen des Dendrimers iiberwiegend deprotoniert vorliegen. Anhand des
Reaktionsschemas wird ein wesentlicher Vorteil dieser Kopplungsstrategie deutlich, da

sich nur ein stabiles Reaktionsprodukt ohne weitere Nebenprodukte bildet. [59], [60]

HOL—  — /CoH HOL— /——CoM

" c)kH [N Nj/\(j\mcs Hac)km\ Nﬁc\NH N

A N NHy
> Hoo— /oy

H;N— G5-PAMAM —NH DOTA-HN— G5-PAMAM —NH CHy

HBCwKHN/ \NH2 1( HBCW(HN/ \NH’DOUJO(

o o]
GE-PAMAM-Ac-NH, G5-PAMAM-Ac-DOTA

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Kopplung von DOTA-NCS an acetylierte G5-PAMAM

Dendrimere.
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Bei der Verwendung von DOTA-NHS kommt es iiber die Reaktion des N-
Hydroxysuccinimid(NHS)-Esters mit den primdren Aminogruppen des Dendrimers unter
Freisetzung von N-Hydroxysuccinimid zur Ausbildung einer stabilen Amidbindung
(Abbildung 5). Die Reaktanden werden hierfiir im Kopplungspuffer 50 mM MES pH 5,5
gelost und der pH-Wert der Reaktionsmischung unmittelbar nach der DOTA-NHS
Zugabe mit 1 N NaOH auf pH 7,5 gestellt. Damit erhohten sich die Nukleophilie der
Aminogruppen und somit auch die Reaktivitit gegen den NHS-Ester. Bei leicht saurem

pH wiirde sich die Hydrolyse-Rate des NHS-Esters signifikant verkiirzen.

) HO ) OH
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HO\[(\ P Aﬂ/ ~N 0 s}
0 N N 0 0 0
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) 0
H,C HN NH, N N H,C HN NH OH
N \ / N
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\
H,C.  HN N o He.  HN SN
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G5-PAMAM-Ac-NH, G5-PAMAM-Ac-DOTA

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Kopplung von DOTA-NHS an acetylierte G5-PAMAM

Dendrimere.

Im letzten Reaktionsschritt folgt schlieBlich die stark pH-Wert abhiingige Gd**-
Komplexierung in die konjugierten DOTA-Gruppen durch Ausbildung koordinativer
Bindungen zwischen den Carboxygruppen und den Stickstoffatomen des Makrozyklus

mit den dreiwertigen Lanthanoid-Ionen (Abbildung 6).

Abbildung 6: Monoprotonierte Form von DOTA mit komplexierten Gadolinium-Ion.

Zhu und Lever [61] untersuchten die Geschwindigkeit der Komplexierung einiger
Lanthanoide mit dem Chelator DOTA fiir die pH-Werte 2,0-6,0. Hierbei zeigte sich, dass
die Komplexierung bei pH 6,0 und 25°C am schnellsten verlduft. Dieser pH-Wert liegt
iiber dem pk>-Wert des DOTA (pk2=4,50), wodurch das Lanthanid-Ion schnell in die di-
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bzw. monoprotonierte Form koordinieren kann. Die monoprotonierte Form des DOTA
ist die am meisten aktive Spezies, die diprotonierte Form ist bereits um vier
GroBenordnungen weniger reaktiv. Die Komplexierung der Lanthanoide in den
Komplexbildner ist ein zweistufiger Prozess. Zunidchst bildet sich ein reversibles
Zwischenprodukt gefolgt von einer relativ langsamen Komplexbildung, die in einem
vollstindig koordinierten Metallion resultiert. [61] Je mehr Lanthanoide pro Dendrimer
eingefiihrt werden konnen, desto hoher ist die Sensitivititssteigerung in der Bildgebung.
Eine Sensitivititssteigerung sollte ebenfalls mit den nanopartikuldren Reagenzien
erreicht werden. Aus diesem Grund wurden Ln:GdVOs-PAA-Nanokristalle synthetisiert,

die, bedingt durch ihre chemischen Struktur, eine hohe Dichte an Metallionen aufweisen.

1.2.2 Nanopartikulire Markierungsreagenzien

Im Vergleich zu den niedermolekularen Gd**-Chelaten implizieren die Ln:GdVOs-
Nanokristalle entscheidende Vorteile aufgrund der drastischen Erhéhung der lokalen
Gadolinium-Konzentration. Da sie nicht biologisch abbaubar sind, kdnnen sie {iber einen
langen Zeitraum hinweg mit der MRT-Bildgebung verfolgt werden. Liu et al. [62]
berichteten iiber die Dotierung der Nanokristalle mit verschiedenen Lanthanoiden,
wodurch mehrere signalgebende Komponenten in einem Nanopartikel integriert werden
konnen. Da die Lanthanoide alle die gleiche Wertigkeit aufweisen und &hnliche
Ionenradien besitzen, konnen sie leicht gegeneinander ausgetauscht werden. Somit wird
die Darstellung multifunktionaler Reagenzien fiir die multimodale Bildgebung moglich,
was die Nanokristalle besonders fiir biomedizinische Anwendungen interessant macht.
[63] Die MRT- und die optische Bildgebung sind beispielsweise duBlert komplementére
Methoden, deren Limitierungen durch eine Kombination umgangen werden kdnnen. [64]
Die Verwendung von GdVOs als eine Matrix fiir Ln**-Ionen geht auf die Arbeiten von
Zaguniennyi et al. [65] im Jahr 1992 zuriick. GdVOs4 zeigt eine starke Absorption von
UV-Strahlung. Wird diese Matrix beispielsweise mit Europium dotiert, resultiert eine
intensive rote Lumineszenz nach der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, die aus einem
Energietransfer von den VO4"-Anionen auf die Eu’"-lonen resultiert. [62] Die
Nanokristalle erhalten damit neben den magnetischen Eigenschaften, auch interessante
lumineszierende Eigenschaften. [66] Bereits 1982 erschien von Richardson et al. [67] ein
Review Artikel iiber die Eigenschaften der Lanthanoide Europium und Terbium als

lumineszierende Sonden fiir biologische Systeme. Die Darstellung lumineszierender
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Nanopartikel erfolgte bereits mehrfach iiber die Dotierung von Yttriumvanadat, wobei
starke und stabile Lumineszenzen erhalten wurden. [47], [66], [68], [69], [70]
Abdesselem et al. [68] zeigten, dass beim Ersatz von Yttrium durch Gadolinium die
lumineszierenden Eigenschaften der Nanopartikel erhalten blieben. Zu den multimodalen
Nanopartikeln zdhlen auch die sog. ,upconversion nanoparticles (UCNPs), die
hauptséchlich fiir die optische Bildgebung genutzt werden. UCNPs konnen energiereiche
Photonen nach Anregung mit Licht im nahen Infrarotbereich emittieren. [71] Das nahe
Infrarotlicht wirkt sich hierbei weniger schédlich auf biologische Proben aus und hat eine
groflere Eindringtiefe ins Gewebe als die Anregung mit UV-Licht. [72] Die UCNPs, die
meist aus einer NaYFs-Matrix bestehen, konnen mit verschiedenen Lanthanoiden in
unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen dotiert werden, wodurch man verschiedene
Emissionswellenléngen (Farben) erhdlt. [71] Sie zeichnen sich durch scharfe
Emissionsbanden, lange Fluoreszenz-Lebensdauern, hohe Photostabilitdt und geringe
Zytotoxizitidt aus. [72] UCNPs konnten bereits mit Gadolinium sowie mit SPIOs
funktionalisiert werden, womit sie neben der optischen Bildgebung auch fiir die MRT-
Bildgebung nutzbar wurden. [73] Da der Fokus in der vorliegenden Arbeit jedoch auf
Anwendungen der Markierungsreagenzien fiir die MRT-Bildgebung und die LA-ICP-MS
lag, wurde der Ansatz der UNCPs nicht weiterverfolgt. Vielmehr sollten die Ln:GdVO4-
Nanokristalle auch als Target-spezifisches Metallmarkierungsreagenz in ICP-MS-
basierten Immunoassays einsetzbar werden. Die Partikeloberfliche musste hierfiir
entsprechende funktionelle Gruppen aufweisen miissen, um eine weiterfiihrende,
schonende Kopplung an Antikérper zu ermoglichen. Die Funktionalisierung der
Nanokristalle erfolgte mit Polyacrylsdure (PAA), sodass die Konjugation an Antikorper
iiber eine Carbodiimid-vermittelte Reaktion untersucht werden konnte. Nunez et al. [74]
berichteten auch von einer Funktionalisierung der GdVOs-Nanokristalle mit
Aminodextran. Allerdings hat diese Funktionalisierung einen direkten Effekt auf den
hydrodynamischen Durchmesser der Nanokristalle. Wahrend bei der Funktionalisierung
mit Polyacrylsdure Nanokristalle mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ca.
60 nm erhalten wurden, resultierten bei Funktionalisierung mit Aminodextran
hydrodynamische Durchmesser von ca. 135 nm. In Abhéngigkeit der Partikel- bzw.

MolekiilgroBe erfolgt die Aufnahme der Reagenzien von den Zellen.
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1.3 Aufnahme von Markierungsreagenzien in die Zelle

Die Aufnahme kleiner Molekiile oder Ionen in die Zelle erfolgt durch einen aktiven
oder passiven Transport durch spezifische Transmembranproteine, wohingegen der
Transport vieler Makromolekiile und Nanopartikel vor allem iiber den Mechanismus der
Endozytose erfolgt. [75] Die intrazellulire Aufnahme der Makromolekiile und
Nanopartikel ist vor allem abhédngig von ihrer Grofle, der Oberflichenbeschaffenheit
sowie von der Inkubationszeit und der eingesetzten Konzentration. [76], [77], [78] Durch
Einschniirungen und Ausstlilpungen von Teilen der Zellmembran und der Ausbildung
von Transportvesikeln gelangen die Substanzen tliber die Endozytose in das Zellinnere.
Die Endozytose-Mechanismen lassen sich in zwei wesentliche Kategorien einteilen, den
Phagozytose-Mechanismen und den Pinozytose-Mechanismen. [79] Abbildung 7 zeigt

die schematische Darstellung der verschiedenen Endozytose-Mechanismen.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Aufnahme von Nanopartikeln in Sdugetierzellen. In Anlehnung

an Hillaireau und Couvreur, 2009. [79], [80]

Phagozytose beschrinkt sich auf spezielle eukaryotische Zellen, wie Makrophagen,
Granulozyten und dendritische Zellen. [81] Diese Zellen sind dazu befdhigt Pathogene,
apoptotische Zellen und vieles mehr zu eliminieren. Fremdkorper und Partikel werden
durch Einstiilpung und Abschniirung der Zellmembran (Vesikel) umschlossen und so in
die Zelle geschleust. Hierfliir werden die betreffenden Substanzen zunédchst mit
Opsoninen (Proteinen) besetzt, die im Blutstrom vorkommen. Die opsonierten Partikel
binden an spezifische Rezeptoren der Zelloberflache und 16sen eine Signalkaskade aus,
welche zur Aktinformierung und zur Aufnahme der Partikel in Vesikel, sog. Phagosomen
fiihrt. Die Phagosomen wiederum verschmelzen mit Lysosomen zu Phagolysosomen und
lysosomale Enzyme bauen aufgenommene Partikel schlieBlich intrazelluldr ab. [79]

Pinozytose hingegen tritt in allen Zellen nach vier grundlegenden Mechanismen auf:
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Makropinozytose, Caveolin-vermittelte Endozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose
sowie Clathrin- und Caveolin-unabhingige Endozytose. [82] Diese Mechanismen sind
streng geregelt und verlaufen grundlegend verschieden. Sie kontrollieren physiologische
Prozesse, wie die Hormon-vermittelte Signaltransduktion, die Immunabwehr, die
Antigen-Erkennung sowie die zelluldre und organismische Selbstregulierung. Im
Gegensatz zur Phagozytose legen sich bei der Makropinozytose die Ausstiilpungen
(Vesikel) nicht wie ein ,,Reilverschluss® um die Partikel, stattdessen kollabieren die
Partikel mit der Plasmamembran und verschmelzen mit ihr, um grof3e endozytotische
Vesikeln auszubilden. Bei der Caveolin-vermittelten Endozytose bilden sich Vesikel an
lipidreichen ~Membrandoménen, den sog. lipid-rafts. Die Caveoline sind
membranstindige dimere Proteine, die sackformige Einbuchtungen in der
Plasmamembran bilden. Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist fiir die kontinuierliche
Aufnahme wichtiger Nihrstoffe verantwortlich. Clathrin ist ein spezifisches Protein, das
aus einer dreiarmigen Struktur aufgebaut ist und sich zu gitterartigen Schichten an den
Membraninnenseiten formiert. In der Plasmamembran bilden sich kugelformige
Einstililpungen (endozytotische Vesikel), die fiir den gewlinschten Transport in die Zelle
verantwortlich sind. Bei der Caveolin- und Clathrin vermittelten Endozytose werden die
gebildeten Vesikel von der Zellmembran durch das Protein Dynamin abgeschniirt und
zum Endosom transportiert, wo sie schlieflich mit diesem Zellorganell fusionieren. Des
Weiteren gibt es noch Caveolin- und Clathrin- unabhingige Endozytose-Mechanismen,
an denen ebenfalls das Protein Dynamin beteiligt ist. [80] Die effiziente Aufnahme der
Gd**-basierten Markierungsreagenzien in die Zellen fiihrt zu einer Kontrastverstirkung

in der MRT-Bildgebung.

1.4 Bildgebung mit der Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (griech: tomos=Schnitt), kurz MRT, ist ein
bildgebendes Verfahren in der medizinischen Diagnostik, das auf dem Prinzip der
Kernspinresonanz (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) beruht. [83] Die MRT-
Bildgebung wird klinisch zur Darstellung verschiedener Weichteilgewebe genutzt und
ermdglicht die Untersuchung von Tumoren und Entziindungsherden sowie die Erkennung
und Charakterisierung von Anomalititen des zentralen Nerven- und des kardiovaskuldren

Systems. [84], [85], [86], [87] Ein Vorteil der MRT ist, dass keine Rontgen- oder
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ionisierende Strahlung zur Bilderzeugung nétig ist. Die MRT-Bildgebung beruht auf der
Anregung von Protonen aus Wasser und Geweben. [88] Protonen besitzen einen
Eigendrehimpuls, den man auch Kernspin nennt. Die Rotation der Kernspins um die
eigene Achse erzeugt ein magnetisches Feld. Unter natiirlichen Umstinden ist die
Ausrichtung der Kernspins ungeordnet. Wird jedoch ein starkes duferes Magnetfeld
angelegt, nehmen die Kernspins diskrete Orientierungen ein und vollfilhren eine Art
Prazessionsbewegung (Kreiselbewegung) mit einer bestimmten Frequenz (Larmor-
Frequenz). [89] Diese diskreten Orientierungen korrespondieren mit unterschiedlichen
Energieniveaus, wobei die Ausrichtung in zwei verschiedenen Orientierungen erfolgen
kann, parallel zum &uBeren Magnetfeld (energiecarme Orientierung) oder antiparallel
(energetisch weniger giinstige Orientierung) zum dufleren Magnetfeld. [90] Wird nun ein
Hochfrequenz(HF)-Impuls eingestrahlt, der mit der Larmor-Frequenz der Protonen
tibereinstimmt, wird die Kernmagnetisierung von der Longitudinalachse des angelegten
Magnetfeldes herausgelenkt. [89], [91] Der Betrag dieser Auslenkung wird durch den
Anregungspuls charakterisiert. Nach Abschalten des HF-Impulses kehren die Kerne in
ihren Gleichgewichtszustand zuriick, d.h. sie relaxieren. Beim Ubergang eines Kerns vom
hoheren in das tiefere Energieniveau kann Energie in Form von Wirme an die Umgebung
abgegeben werden (Spin-Gitter-Relaxation oder T1-Relaxation). [91] Die Kernspins
richten sich in Folge der T1-Relaxation wieder parallel zum &uBleren Magnetfeld aus

(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Prinzip der T1-Relaxation nach einem 90° HF-Impuls in Anlehnung an Ridgway, 2010. [92]
Die Magnetisierung in z-Richtung richtet sich wieder in den Gleichgewichtszustand aus, wenn kein weiterer
HF-Impuls angelegt wird. Die Wiederausrichtung ist ein exponentieller Prozess mit der Zeitkonstante T1,

wobei T1 die Zeit ist, bei der die Magnetisierung wieder 63 % ihres Gleichgewichtswertes erreicht hat.
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Es konnen jedoch auch Wechselwirkungen mit Spins aus der Umgebung stattfinden,
was zum Verlust der einheitlichen Rotation der zuvor synchronisierten Kerne fiihrt. Diese
Dauer zur Dephasierung der Spins wird als transversale Relaxation (Spin-Spin-
Relaxation oder T2 Relaxation) bezeichnet. Die Zeit (Relaxation), bis der die Protonen
wieder in ihren Ursprungszustand zuriickkehren, ist abhidngig von der Gewebeart und in
welcher Art die Protonen im Gewebe (chemische Umgebung) gebunden sind. Aufgrund
des unterschiedlichen Wassergehaltes (Protonendichte) in Fettgeweben, Muskelgeweben,
Entziindungen oder Tumoren resultieren unterschiedliche Signalintensititen, womit die
Gewebearten und damit verbundene pathologische Verdnderungen differenziert werden
konnen. [83]. MRT-Gerdte verfligen iiber Gradientenspulen fiir alle drei
Raumdimensionen, sodass eine rdumliche Zuordnung der Signale moglich wird und
Schnittbilder eines Organismus in jeder beliebigen Ebene erzeugt werden konnen. [83],
[89] Die betreffenden Messrichtungen zur Darstellung der Schnittbilder werden auch als
anatomische Grundpositionen bezeichnet und sind in Abbildung 9 (A) gezeigt. Ein Foto
des, in der vorliegenden verwendeten, priklinischen PET/MRT Gerites (nanoScan 1 T
der Fa. Mediso) und der verwendeten Bildgebungskammer fiir kleine Versuchstiere, mit
der die MRT-Aufnahmen von Phantomen erfolgten, sind in Abbildung 9 (B) und
Abbildung 9 (C) gezeigt.

A

Koronarebene
Transversalebene

Sagittalebene

Abbildung 9: A: Darstellung der anatomischen Grundpositionen in Anlehnung an Whiting und Zernicke.
[93] B: Foto des préklinischen nanoScan PET/MRT (1 T) der Fa. Mediso (Medical Imaging Systems) im
BERIC (Berlin Experimental Radionuclide Imaging Center) auf dem Campus Virchow der Charité. C:

Bildgebungskammer fiir kleine Versuchstiere mit bis zu 35 g (Maus).
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Die Qualitdt von MRT-Aufnahmen wird u.a. von der gewéhlten Pulssequenz (z.B.
SE [Spin-Echo] oder GRE [Gradienten-Echo]) und von der Feldstdrke des verwendeten
MRT-Gerétes beeinflusst. [89] Bei SE-Sequenzen wird mit einem 90° Anregungspuls
gearbeitet, der die Lingsmagnetisierung vollstindig authebt und in die x-y-Ebene kippt.
Im Gegensatz hierzu wird bei den GRE-Sequenzen ein initialer Anregungspuls mit
Anregungswinkel (Flip-Angel) a <90° verwendet, der die Langsmagnetisierung nicht
vollstidndig zerstort. Dies fiihrt zwar zu geringeren Signalausbeuten, hat aber schnellere
Bildakquisition zur Folge. GRE-Sequenzen zeigen hohe Sensitivitit fiir Metalle und sind
daher besonders geeignet beim Einsatz paramagnetischer Kontrastmittel. [89], [94], [95]
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die MRT hervorragend fiir die Bildgebung
anatomischer Details eignet, jedoch aufgrund mangelnder Empfindlichkeit und
Auflosung nicht geeignet ist fiir die Bildgebung auf zelluldrer Ebene. [44] Als Alternative
zur MRT-Bildgebung konnen die optische Bildgebung, die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) oder die Computertomographie (CT) zum Einsatz kommen. Die
optische Bildgebung zeichnet durch gute Empfindlichkeit mit hoher Auflosung aus,
mangelt jedoch an der Darstellung anatomischer und physiologischer Details. Die PET
ist limitiert durch die geringe rdumliche Auflosung und die CT aufgrund des geringen
Weichteilkontrasts. [16] Um die Limitierungen einzelner Bildgebungsverfahren
aufzuheben, werden oftmals mehrere Verfahren kombiniert bzw. Kontrastmittel
eingesetzt. Kontrastmittel beeinflussen sowohl die T1- als auch die T2-Relaxation der sie
umgebenen Protonen, wodurch aussagekriftigere diagnostische Ergebnisse erhalten
werden. In der Klinik wird vor allem die T1-Komponente bei der MRT-Bildgebung
genutzt. Die Wirkungsweise eines Kontrastmittels wird durch seine Relaxivitédt bestimmt,
die ein Mal3 dafiir ist, wie stark die Relaxationsraten der Protonen durch ein
Kontrastmittel pro Konzentrationseinheit erhoht werden. [83] MRT-Kontrastmittel
basieren meist auf paramagnetischen Substanzen wie Gd>*- oder Mn**-Verbindungen
oder auf kristallinem Eisenoxid (Fe3O4 oder Fe;03). Eisenoxid wird in Form von SPIO
(Super Paramagnetic Iron Oxide) Nanopartikeln eingesetzt, die meist mit einer
hydrophilen Schicht aus Dextran, Citrat oder Lipiden umbhiillt vorliegen. [96] Fiir eine
invivo Anwendung missen alle Kontrastmittel geeignete pharmakokinetische
Eigenschaften aufweisen und biovertréglich sein. Gadolinium ist im Periodensystem in
der Gruppe der Lanthanoide zu finden und in seiner freien ionischen Form stark toxisch
(LDso in Miusen 0,2 mmolkg™). [84] Hierfiir sind die nahezu identischen Ionenradien

von Calcium und Gadolinium verantwortlich, wodurch ein &hnliches biologisches
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Verhalten resultiert. [97] Freie Gadoliniumionen werden vorwiegend in den Knochen und
in der Leber eingelagert, wo sie schnell zu Lebernekrosen fiihren konnen. [98]
Gadolinium wird bis heute klinisch nur in Verbindung mit Komplexbildnern auf
Aminocarboxylatbasis eingesetzt. [99], [100] Die magnetischen Eigenschaften der
Gadoliniumionen beruhen auf den sieben ungepaarten Elektronen des 4f-Orbitals, welche
die Relaxationszeit der umgebenden Protonen wirksam beeinflussen. [62], [101] Da es
sich bei den Komplexbildnern um achtzahnige Liganden handelt, bleibt nur eine
Koordinationsstelle fiir die Protonen offen, was die Effizienz als Kontrastmittel
einschrinkt. [102] Zwischen dem Relaxationszentrum Gadolinium und einem an die freie
Koordinationsstelle vorriibergehend gekoppelten Proton finden intensive magnetische
Wechselwirkungen statt. Die an die Koordinationsstellen gebundenen Protonen aus den
Geweben und Korperfliissigkeiten unterliegen einem raschen Austausch. [83] Der
Austausch von Protonen an Gadolinium-komplexierten Zentren ist jedoch gegeniiber dem
freien lon deutlich langsamer. Hohe Relaxivititen sind nur schwer erreichbar. [102] In
den MRT-Aufnahmen erscheint Gewebe bei Verwendung von Gd**-Kontrastmitteln hell
(positiv Kontrast). SPIOs hingegen haben ein starkes magnetisches Moment, welches das
lokale Magnetfeld stort und die T2-Relaxation der umgebenden Protonen stirker
beeinflusst. Es resultiert ein lokaler Signalverlust in den MRT-Aufnahmen und Bereiche,
in denen vermehrt SPIOs vorliegen, erscheinen dunkler (negativer Kontrast). [26] Der
Gadolinium-Chelat Gadopenetate Dimeglumine (Magnevist®) ist seit 1988 klinisch
zugelassen und ist weiterverbreitet als SPIOs und Mn(II)-Verbindungen. [84] Magnevist®
war das erste von der U.S. FDA (Food and Drug Administration) zugelassene MRT-
Kontrastmittel. [31] Nach Abschluss des européischen Risikobewertungsverfahrens nach
Artikel 31 der Richtlinie 2001/83/EG zu Gadolinium-haltigen Kontrastmitteln ruht die
Zulassung in der EU jedoch fiir die linearen Kontrastmittel Gadodiamid (Omniscan®),
Gadopentetsiure (Magnevist®) und Gadoversetamid (OptiMARK®) seit 28.02.2018, da
es Hinweise darauf gibt, dass sich kleine Gadolintummengen im Gehirn ablagern. Die
makrozyklischen Kontrastmittel Gadobutrol (Gadovist®), Gadotersiure (Dotarem®) und
Gadoteridol (ProHance®) kénnen jedoch weiterhin in ihren jetzigen Indikationen klinisch
angewendet werden. [103] Die SPIO-Formulierung Feridex (Bayer HealthCare) wurde
1996 von der U.S. FDA als Leber-Kontrastmittel zugelassen. Diese Formulierung wird
von Zellen des Retikulohistiozytiren Systems (RHS) phagozytiert, welche im normalem
Lebergewebe vor allem die Kupffer-Sternzellen sind. Die aufgenommenen SPIOs fiihren

zu einer ausgepragten Verkiirzung der T2-Relaxation und damit zur Abnahme der
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Signalintensitit, wihrend Leberldsionen, z.B. Metastasen, ohne Zellen des RHS hell
bleiben. [94] In Europa wird die Formulierung unter dem Namen Endorem® (Guerbet)
vertrieben. [31], [22] Ein Vorteil der SPIOs bei der in vivo Anwendung ist das natiirliche
Vorkommen von Eisen im menschlichen Organismus (durchschnittlich 4 g bei einem
erwachsenen Menschen) und der biologische Abbau des Eisenoxids von den Kupffer
Zellen innerhalb von 2-4 Wochen, das anschlieBend in den normalen Blutkreislauf
iibergeht, inklusive des Einbaus ins Hdmoglobin. [31] Nachteilig beim Einsatz der
niedermolekularen Gd**-Chelate ist die schnelle Konzentrationsabnahme in den GeféBen
nach Injektion und die nicht-spezifische Aufnahme aus den Gefdfen in umgebendes
Gewebe. [19] Mit den Gd**-Chelaten ist ein hoher intravaskuldrer Kontrast nur wihrend
der ersten arteriellen Passage (,.first-pass®) zu erreichen. Nach 2-5 min besteht ein
Konzentrationsausgleich zwischen dem GefdBlsystem und interstitiellem Raum.
Makromolekulare oder nanopartikuldre Verbindungen kdnnen die Limitierungen der
niedermolekularen Chelate iberwinden, da die Blutzirkulationszeit durch
GroBenkontrolle und Oberflichenmodifizierung signifikant erhoht werden kann. [33] Fiir
die Bildgebung von Tumoren eignen sich vor allem nanopartikuldre Substanzen, die
bisher jedoch nur in der priklinischen Forschung angewendet werden diirfen. Die
Blutgefde in gesunden Geweben haben eine intakte Endothelschicht, die von
Nanopartikeln nicht passiert werden kann. In Tumorgeweben und Entziindungen
zeichnen sich die Kapillargefdle aufgrund der fenestrierten Endothelzellen durch eine
erhohte Permeabilitét aus. Die Nanopartikel konnen sich aufgrund des EPR-Effekts (engl.
enhanced permeability and retention) in der extrazelluldren Matrix anreichen und spéter
durch Endozytose von diesen Geweben aufgenommen werden, wodurch eine deutliche
Kontrastverstirkung resultiert. [99], [104] Abbildung 10 zeigt die schematische

Darstellung der passiven Anreicherung von Nanopartikeln in Tumorgeweben.
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Abbildung 10: Passive Anreicherung von Nanopartikeln in Tumorgeweben aufgrund des EPR-Effektes
(engl.: enhanced permeability and retention = ,erhohte Permeabilitit und Retention”) nach Dong und

Mumper, 2010. [105]
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Synthetische makromolekulare und nanopartikuldre Kontrastmittel wurden erstmals
1990 publiziert und sind immer noch ein Gebiet auf dem intensiv geforscht wird. [99],
[106], [107] Im Vergleich zu den niedermolekularen Kontrastmitteln konnten sie den
MRT-Kontrast erhohen und gleichzeitig die Gadoliniummenge reduzieren. [106] Um
Blutbahnen nicht zu blockieren und biologische Membranen passieren zu konnen, diirfen
die kolloidalen Partikel nicht groer als 400 nm sein. [106], [108] Die Ausscheidung
niedermolekularer Kontrastmittel erfolgt zum groB3en Teil liber die renale Filtration. [94]
Bei Makromolekiilen hdngt die renale Filtration von verschiedenen physikochemischen
Eigenschaften wie molekularer Struktur, Morphologie, Lipophilie und Polaritét ab. [109]
Makromolekiile mit einem Molekulargewicht > 68 kDa miissen vor ihrer Eliminierung
metabolisiert werden. [110] Die Aufnahme durch Zellen des MPS (mononukleidres
Phagozytosesystem) wird im Vergleich zu den niedermolekularen Verbindungen
gesteigert. MPS ist eine zusammenfassende Bezeichnung fiir Monozytenvorldufer,
Monozyten und Makrophagen. Die im Blut zirkulierenden Makromolekiile werden von
Zellen des MPS aufgenommen und abgebaut. Diese Zellen treten vermehrt in Leber,
Milz, Lunge und Knochenmark auf. [111] Die Gefahr der Gadolinium Anreicherung in
Folge der Metabolisierung ist ein Hauptgrund fiir die limitierte Anwendung der
makromolekularen Kontrastmittel im klinischen Bereich. [99] Durch die Einfiihrung
spezifischer funktioneller Gruppen an Makromolekiile und Nanopartikel erdftnet sich die
Moglichkeit der Kopplung von Biomolekiilen, wie Antikorpern oder Peptidsequenzen,
womit die Reagenzien auch fiir die molekulare Bildgebung einsetzbar werden. Mit der
MRT werden somit nicht mehr nur reine Aufschliisse iiber die Morphologie moglich,
sondern Anderungen, z.B. in Tumorzellen, kdnnen bereits auf molekularer Ebene erkannt
werden. Das Prinzip der molekularen Bildgebung ist in Abbildung 11 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 11: Prinzip der molekularen Bildgebung in Anlehnung an Choudhury et al., 2004. [107] Als

-

Signalgeber fiir die molekulare MRT-Bildgebung kdnnen paramagnetische oder superparamagnetische

MRT-Kontrastmittel eingesetzt werden.

Wihrend mit der MRT-Bildgebung in vivo Aufnahmen von einem Organismus
erzeugt werden, ermdglicht die laserinduzierte, induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektrometrie (LA-ICP-MS) hochaufgeldste in vitro Analysen von Zellen oder

Gewebeschnitten.

1.5 Bildgebung mit der Laser-Ablation (LA)-ICP-MS

Die Massenspektrometrie mit sanften lonisierungsverfahren wie ESI
(Elektrosprayionisation) und MALDI (Matrix—Assistierte ~ Laser—Desorption—
Ionisierung) sind etablierte Methoden fiir die Identifizierung von Biomolekiilen. Die
Anwendung der LA-ICP-MS ist jedoch fiir die Analyse biologischer Proben weniger weit
verbreitet. Die LA-ICP-MS wurde 1985 von Gray eingefiihrt und ermoglicht die Analyse
von festem Probenmaterial mit hoher rdumlicher Auflosung. [113] Die Methode liefert
zahlreiche niitzliche Informationen zur Verteilung von Metallen, Halbmetallen und
Nichtmetallen im Spuren- und Ultraspurenbereich. [114], [115] Da bei der LA-ICP-MS
die direkte Analyse von festem Probenmaterial erfolgt, bendtigt man keine komplizierte
und zeitaufwendige Probenvorbereitung, bei denen Kontaminationen der Probe oder
Verluste der Analyten auftreten konnen. Neben der LA-ICP-MS ermoglicht die
Sekundirionen-Massenspektrometrie (SIMS) ebenfalls die Bestimmung der elementaren
Zusammensetzung von festen Oberflachen im Spuren- und Ultraspurenbereich. Bei SIMS
wird die Probenoberflache mit energetischen priméren Ionen (0,2-30 keV) beschossen

und die entstehenden geladenen Teilchen im Massenanalysator getrennt und anschlieBend
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detektiert. Die LA-ICP-MS arbeitet hingegen mit einem kurz gepulsten, Hochleistungs-
Laserstrahl, der auf die Probenoberflache fokussiert wird und das Probenmaterial zeitlich
und rdumlich getrennt von der anschlieBenden Analyse mit der ICP-MS abtréigt. Im
Gegensatz zu SIMS konnen bei der LA-ICP-MS der Probeneintrag und die Ionisierung
separat optimiert werden, wodurch die Methode allgemein Matrix-unempfindlicher ist.
[113] Abbildung 12 zeigt die wichtigsten Komponenten eines LA-ICP-MS Gerites
bestehend aus Laserablationssystem, Ionenquelle (ICP) und Massenspektrometer. Das
Massenspektrometer besteht aus einem Massenanalysator, in dem die lonen nach ihrem
Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z) getrennt (z.B. in einem Quadrupol, nach ihrer Flugzeit
[Time of Flight] oder in einem doppelfokussierenden Sektorfeld) und schlieflich im
Ionendetektor (z.B. Faraday Cup, Sekundirelektronenvervielfacher) als einzelne Pulse
(engl. counts per second, cps) gezéhlt werden. Die Hauptunterschiede der
Massenanalysatoren liegen in ihrer Massen-Auflosung, den Element-Sensitivitdten und
dem linearen Arbeitsbereich. Zurzeit liefern Sektorfeld-Geréte die hochste Sensitivitit,
den groBten Dynamikbereich und kdnnen mit hoher Massenaufldsung betrieben werden.
Isobare Inferenzen von atomaren Ionen der Analyten und mehratomige Ionen werden

umgangen. [116]
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Abbildung 12: Prinzipieller Aufbau einer LA-ICP-MS Anlage, in Anlehnung an Giinther und Hattendorf,
2005.[117]

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Laserablationssystem NWR213 gearbeitet,
dass an ein Sektorfeld ICP-MS (Element XR™) gekoppelt wurde. Die Abbildung 13 zeigt
das Prinzip der Bildentstehung bei einer LA-ICP-MS Analyse.
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Abbildung 13: Prinzip der Bildentstehung beim Bioimaging mit der Laser-Ablation (LA)-ICP-MS. An der
Lasereinheit werden in der Mikroskop-Aufnahme der zu untersuchenden Probe die Linien gesetzt, die vom
Laser nacheinander abgetragen werden sollen, um sie mit dem ICP-MS zu analysieren (A). Das ICP-MS
generiert fiir jede analysierte Linie und jedes Isotop einen Datensatz (B), aus dem eine Matrix erzeugt wird,

um in Origin® ein Konturdiagramm zu erstellen (C).

Fiir die Analyse wird die zu untersuchende Probe (ein Gewebeschnitt, fixierte Zellen
oder Dot Blot Membranen) zundchst im Laserablationssystem platziert. Die
Ablationszelle wird luftdicht verschlossen und mit Helium gespiilt, um einen besseren
Probentransport und eine hohere Sensitivitét zu erreichen. [113] Das Lasersystem ist mit
einem Lichtmikroskop ausgestattet, so dass in der Mikroskopie-Aufnahme zunéchst der
Bild-Bereich ausgewdhlt wird, der analysiert werden soll. Hierzu werden in der Software
des Lasersystems die entsprechenden Linien in die Mikroskop-Aufnahme der Probe
gezeichnet. Mit einem fokussierten Laserstrahl wird das Probenmaterial Linie fiir Linie
abgetragen (ablatiert) und mit einem Tragergas (Argon) als Aerosol in das induktiv
gekoppelte Plasma (ICP) gefiihrt, wo es bei 6.000-8.000 K verdampft, atomisiert und
ionisiert wird. [ 116], [ 118] Strukturelle und molekulare Informationen gehen im Zuge der
Ionisierung komplett verloren. [116] Eine genaue Beschreibung der Ionisation im
induktiv gekoppeltem Plasma erfolgt in Kapitel 1.7. Die gebildeten Ionen werden iiber
ein Plasma-Interface, das aus Lochblenden (Cones) und einem differentiellen
Pumpsystem besteht, vom Normaldruck ins Vakuum iiberfiihrt (10" bis 10"'° bar) und im
Massenspektrometer analysiert. [119], [120] Im Element XR™ erfolgt die Trennung der
Ionen in einem doppelfokussierenden Sektorfeld, in dem sie erst durch ein Magnetfeld
(magnetischer Analysator) und anschlieBend durch ein elektrostatisches Feld

(elektrostatischer Analysator) geleitet werden. Die Ionen werden in Abhédngigkeit vom
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Scan-Modus (B-Scan oder E-Scan) entweder im magnetischen Feld richtungsfokussiert
oder im nachgeschalteten elektrischen Feld energiefokussiert. [120] Im Modus B-Scan
arbeitet man daher bei Variation des Magnetfeldes B und dem Ausgleich der
unterschiedlichen kinetischen Energien der Ionen im nachgeschalteten elektrischem Feld.
Im Modus E-Scan wird hingegen bei konstanten Magnetfeld B und Variation der
Beschleunigungsspannung im elektrischen Feld gearbeitet. Im Anschluss werden die
Ionen in den Detektor geleitet, der beim Element XR™ aus einem
Sekundérelektronenvervielfacher (SEV) fiir kleine Ionenstréme und einem zusétzlichem
Faraday-Detektor flir hohe Ionenstrome aufgebaut ist. [120] Nach der Analyse mit der
ICP-MS wird fiir jede abgetragene Linie und jedes Isotop (sog. Linienscan) ein Datensatz
(ASCII File) erzeugt und aus allen Linienscans eines Isotops eine Matrix erstellt, aus der
mit Origin® ein Konturdiagramm erstellt wird, dass die Verteilung der analysierten
Elemente im gewéhlten Bildausschnitt zeigt. Die Elementverteilungen der Proben kdnnen
mit einer lateralen Auflosung im pm-Bereich dargestellt werden, welche durch die
Laserspotgrofle und das zu analysierende Element begrenzt werden, da naturgemal durch
Reduktion der Spotgrofe, auch das Volumen der abgetragenen Probe und damit die
Menge der zu analysierenden Elemente reduziert wird. Weitere Verbesserungen der
Laser-Ablation-Hardware gehen in Richtung reduzierter Spotgrofe sowie schnellere
Auswaschzeiten und Datenanalyse. [121] Die LA-ICP-MS kann neben der Darstellung
der Elementverteilungen von festem Probenmaterial, auch fiir ICP-MS-basierte
Immunoassays genutzt werden, bei denen metallmarkierte Antikérper zum Einsatz

kommen.

1.5.1 ICP-MS-basierte Immunoassays

Die Anwendung metallmarkierter Antikdrper in Immunoassays und deren hoch-
sensitive Detektion mit der LA-ICP-MS ist ein aktueller Forschungsbereich der
Bioanalytik. [122], [123] Uber die Detektion der konjugierten Metalle werden
Riickschliisse auf spezifische Target-Molekiile moglich und somit beispielsweise der
Nachweis krankhafter Zellen in Geweben (z.B. Biopsieproben). [124] Kommerziell
erhiltlich sind derzeit die Metallmarkierungsreagenzien MeCAT® (Metal coded affinity
tags; Proteome Factory, Berlin) und MaxPar® (Fluidigm, USA), wobei beide einige
Nachteile aufweisen. Die molekulare Struktur der Reagenzien und das Prinzip ihrer

Konjugation an Antikorper ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Das Reagenz MeCAT® besitzt eine begrenzte Empfindlichkeit, da das Molekiil nur
einen Chelat aufweist, in dem nur ein Metallatom komplexiert werden kann.
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Abbildung 14: Kopplung von MeCAT® und MaxPar® zur Metallmarkierung von Antikorper, in Anlehnung
an Waentig et al., 2012. [123]

Die Konjugation der MeCAT®-Reagenzien an Antikdrper erfordert zudem sehr
harsche Bedingungen, bei der die Disulfidbriicken des Antikorpers gedffnet werden.
Durch Offnen der Disulfidbriicken wird eine Trennung der Antikdrperketten beobachtet,
was zu einer Beeintrachtigung des Bindungsvermdogens fiihren kann. Bei der Reduzierung
der Disulfidbriicken geht man jedoch davon aus, dass bevorzugt die Gelenkregion der
Antikorper angegriffen wird und daher zwei identische Teile mit intakten
Antigenbindungsstellen vorliegen, die weiterhin bei der Immunreaktion eine Antigen-
Selektivitat zeigen. [122] Die Konjugation der Antikorper erfolgt schlieBlich iiber die
gebildeten Thiol-Gruppen, die mit dem Maleimid-Linker an den MeCAT®-Reagenzien
zu einer stabilen Thioether-Bindung reagieren. Das polymerbasierte Markierungsreagenz
MaxPar® ist kommerziell fiir die Massenzytometrie (CyTOF®-MS Technologie)

erhéltlich. An dem Polymermaterial konnen bis zu 35 Metallatome iiber Chelatbildner

komplexiert werden (https://www.fluidigm.com/reagents/mass-cytometry), woraus eine
Empfindlichkeitssteigerung im Vergleich zu den MeCAT®-Reagenzien resultiert. Bei der
Massenzytometrie werden wie bei der konventionellen Durchflusszytometrie einzelne
Zellen in einer heterogenen Probenfliissigkeit analysiert. Die Detektion verschiedener
Proteine erfolgt bei der Durchflusszytometrie iiber Fluorochrom-markierte Antikorper.
Die Anzahl an spektral auflésbaren Fluorochromen ist beschrinkt, da die gingigen

Fluoreszenz-Farbstoffe breite Emissionsbanden aufweisen, weshalb sie fiir Multiplex-
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Anwendungen weniger geeignet sind. [72], [125] Bei der Massenzytometrie werden
hingegen metallmarkierte Antikorper eingesetzt, die nach ihrer Flugzeit (time-of-flight,
TOF) getrennt und analysiert werden. Dies ermdglicht mit den kommerziell erhiltlichen
MaxPAR® Reagenzien derzeit die Analyse von mehr als 40 Parametern pro Zelle

(https://www.fluidigm.com/products/helios). [126] Da die MaxPar® Reagenzien die

gleiche Linkerchemie wie die MeCAT® Reagenzien erfordern, gelten hierfiir die
dieselben Nachteile (siche Abbildung 14). Zudem tragen die Polymere Restladungen, die
in Immunoassays zu unspezifischen Wechselwirkungen zwischen den markierten
Antikorpern und dem Gewebe fithren und somit das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis in der

Bildgebung verschlechtern kdnnen. [123]

Bei der Entwicklung neuer Metallmarkierungsreagenzien gilt grundsétzlich, dass eine
steigende Anzahl an Metallatomen mit einer Empfindlichkeitssteigerung einhergeht. Um
fiir die LA-ICP-MS Metallmarkierungsreagenzien mit hoher Sensitivitét zu erhalten, ist
die Kopplung von Antikdrpern an die weitverbreiteten SPIO-Nanopartikel nur bedingt
geeignet. Bei der Detektionsmasse *°Fe mit einer Isotopen-Héufigkeit von 91,66 % tritt
bei der ICP-MS die Hauptinterferenz ArO" (m/z=56) auf, die aus den Argon-Ionen des
Plasmas und den Sauerstoff-Ionen der Probenmatrix gebildet wird. [116], [127] Bestimmt
man eine alternatives Eisen-Isotop, z.B. das Isotop **Fe, erreicht man nicht mehr die
bestmdgliche Empfindlichkeit. Fiihrt man die Messung bei der Masse *°Fe durch, ohne
die ArO" Interferenz zu entfernen, erreicht man niedrigere Nachweisgrenzen, weil ein
ausgesprochen grofler Hintergrund das Signal {iberlagert. Die Anwendung von
Kollisionszellen kann die Hintergrundsignale reduzieren, indem man ausnutzt, dass das
Interferenz-Ton ArO" groBer als das Analyt-Ion Fe™ ist. [116] Werden in der
Kollisionszelle beide Ionen durch das Inertgas Helium geleitet, wird das Interferenz-lon
aufgrund seiner Grof3e hdufiger mit Helium kollidieren als das Analyt-Ion. Jedes dieser
ZusammenstofBe reduziert dabei eine gewisse kinetische Energie der Interferenz-Ionen.
Daraus folgt, dass am Ende des Inertgas-Stroms die Analyt-lonen eine groBere Energie
besitzen als die Interferenz-lonen. Am Ausgang der Zelle wird eine Energiebarriere
platziert, die nur von Analyt-lonen mit hoherer Energie passiert werden kann. Dieser
Prozess wird als Bewegungsenergie-Diskriminierung (engl. Kinetic Energy Discrisption,
KED) bezeichnet. Der Einsatz von Kollisionszellen kann die Hintergrundsignale
reduzieren, jedoch wird gleichermaflen das Analyt-Signal und damit die Sensitivitét

reduziert. [116], [128], [129], [130]
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Fiir die Darstellung metallmarkierter Antikorper, die eine
Empfindlichkeitssteigerung im Vergleich zu den kommerziellen Reagenzien aufweisen,
werden die in Kapitel 1.2.2 beschriebenen Nanokristalle untersucht. Durch Dotierung der
GdVO4-PAA Nanokristalle mit verschiedenen Lanthanoiden konnen sie der
Multielementfdhigkeit der ICP-MS zuginglich gemacht werden. Mit einem
Multiplexansatz konnen zahlreiche Markierungselemente simultan bestimmt werden,
wodurch die immunohistologische Diagnostik wesentlich verbessert und erweitert
werden kann. Die Nanokristalle konnen iiber ihre funktionelle Polyacrylsdure-Hiille via
einer Carbodiimid-vermittelten Reaktion an Antikdrper konjugiert werden. Dabei kommt
es zwischen den Carboxygruppen auf der Partikeloberfliche und den freien
Aminogruppen am Antikorper zur Ausbildung einer stabilen Amidbindung. Fiir die
Reaktion miissen die Carboxygruppen zundchst mit EDC (1-Ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]|carbodiimid) und anschlieBender Zugabe von NHS (N-
Hydroxysuccinimid) aktiviert werden. Die Aktivierung und die Konjugation erfolgen in
wassrigen Medien und ermdglichen eine schonende Behandlung der Antikorper. Im
Gegensatz zu den MeCAT® und MaxPar®-Reagenzien sind keine reduzierenden
Bedingungen erforderlich. Abbildung 15 zeigt das Reaktionsschema der Antikorper-
Konjugation iiber EDC/NHS Chemie.

0
Q Antikérper-Konjugat
Nanopartikel mit | (stabile Amidbindung)

funktioneller Hiille Antikorper

0 o NH, v
™ @
\ \L 0
/ 0 N = ot e Q/J\U‘ regenerierte Carboxylgrupe

A
o 07 N
f O-Acylharnstoff-Intermediat @_
NH,

0 0
M Ebc T k= L L9
¥ NHS N N
j : @™
0
r n Antikorper-Konjugat
L NHS-Ester (stabile Amidbindung)

Abbildung 15: Reaktionsschema zur Verkniipfung einer Carbodiimid-aktivierten Carboxygruppe mit einer

Aminogruppe eines Antikdrpers. In Anlehnung an Hermanson, 2013. [58]

In Abbildung 15 ist ersichtlich, dass nach Aktivierung der Carboxygruppen mit EDC
die direkte Umsetzung des O-Acylharnstoff-Intermediates mit den Aminogruppen des
Antikorpers erfolgen kann. Das O-Acylharnstoff-Intermediat kann jedoch auch leicht von
anderen Nukleophilen angegriffen werden, wie z.B. Sauerstoffatomen aus

Wassermolekiilen. Bei der Reaktion mit Wasser hydrolysiert das aktivierte Intermediat
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zum Ausgangsstoff und als Nebenprodukt entsteht ein disubstituierter Isoharnstoff. Zur
Erzeugung eines stabileren Intermediates erfolgt die Zugabe von NHS oder sulfo-NHS.
Die Hydroxylgruppe des NHS bewirkt einen nukleophilen Angriff auf den
Carbonylkohlenstoff des O-Acylharnstoffs und fiihrt zur Bildung eines semi-stabilen
NHS-Esters, der mit den Aminogruppen eines Antikdrpers zu einem stabilen Konjugat
reagiert. Der NHS-Ester kann ebenfalls einer Hydrolyse unterliegen, die bei saurem pH-
Wert dramatisch kiirzer ablauft. [58] Nachteilig bei der Antikorper-Konjugation tiber
EDC/NHS Chemie ist die unspezifische Bindung der Antikérper an die Nanokristalle, da
freie Aminogruppen auf der gesamten Antikorperoberfliche exponiert sein konnen. [131]
Ein Teil der Antikorper kann beispielsweise so konjugiert werden, dass nicht beide
Antigenerkennungssequenzen funktionsfahig auf der Nanopartikeloberfldche prasentiert
werden (Abbildung 16). Hierdurch wiirde sich die Antigenbindekapazitét eines einzelnen
Nanokristalls verringern. Zudem kann ein ,,Cross-Linking® zwischen den Nanokristallen
und den Antikdrpern stattfinden, was zum Ausfallen der Konjugate fiihren wiirde. Um
dies zu vermeiden, muss in optimalen stochiometrischen Verhéltnissen an

Aktivierungsreagenzien, Nanokristallen und Antikdrpern gearbeitet werden.

A B [

Abbildung 16: Bindungsmoglichkeiten von Antikorpern an feste Oberflachen (beispielsweise Glas,
Agarose oder verschiedene Polymere) bei unspezifischer Kopplung iiber Amino- oder Carboxygruppen. A:
optimale Kopplung, beide Antigenstellen sind frei zugénglich. B: nur eine funktionsfihige
Antigenbindestelle. C: schlechte Kopplung, beide Antigenbindestellen sind funktionsunféhig. In
Anlehnung an Luttmann et al., 2014. [131]
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Die Qualitit der Bildgebung mit der LA-ICP-MS sowie mit der MRT hingt folglich
entscheidend von den eingesetzten Reagenzien bzw. Kontrastmitteln ab. Daher ist es
wichtig, die synthetisierten Reagenzien mit verschiedenen analytischen Methoden zu
charakterisieren. In der vorliegenden Arbeit zdhlten die dynamische Lichtstreuung, die
Bestimmung des Zetapotentials und die ICP-MS zu den am héufigsten eingesetzten
analytischen Methoden. Mit der ICP-MS Analytik erfolgte die quantitative Bestimmung
der Lanthanoide in den Reagenzien, deren Messprinzip in Kapitel 1.7 beschrieben wird.
Zunéchst werden die dynamische Lichtstreuung und die Bestimmung des Zetapotentials
vorgestellt. Diese beiden Methoden sind zur Bewertung der nanopartikulédren Reagenzien
von besonderer Bedeutung, da die hydrodynamische Grofe der Nanopartikel ein
wichtiges Kriterium fiir ihre Anwendung als Markierungsreagenz und Kontrastmittel
darstellt, wahrend das Zetapotenial Aussagen zur Stabilitidt der Nanopartikel in einer

Dispersion ermoglicht.

1.6 Dynamische Lichtstreuung und Zetapotential

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine unverzichtbare Methode zur Messung
der hydrodynamischen Gréfe und der GroBBenverteilung von Molekiilen und Partikeln im
Bereich von 1 nm-1 pm. Das Messprinzip beruht auf dem Faraday-Tyndall-Eftekt, der
die Streuung von eingestrahltem Licht durch kolloidale Losungen beschreibt. [132] Bei
einer DLS Messung trifft monochromatisches Laserlicht durch eine Linse auf eine
Kiivette mit der Partikeldispersion und wird an den Partikeln gestreut. Die Intensitét des
gestreuten Lichtes durch ein einzelnes Partikel ist abhdngig von seinem
Molekulargewicht und seiner Gestalt, dem Unterschied zwischen dem Brechungsindex
der Partikel und dem umgebenden Dispergiermedium sowie der Wellenldnge des
eingestrahlten Lichtes. Die Streuintensitét ist der Differenz der Brechungsindizes direkt
proportional. Aufgrund der Brown’schen Molekularbewegung bewegen sich Molekiile
oder Partikel in alle Raumrichtungen mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten und
streuen das eingestrahlte Licht mit unterschiedlichen Intensititen. Die gemessene
Streulichtintensitét unterliegt somit zeitlichen Schwankungen und wird in Abhéngigkeit
von der Zeit an einem festen Ort detektiert. Aus diesen Schwankungen berechnet ein

Korrelator eine Summe von Autokorrelationsfunktionen (Formel 1). [133]
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g(t) = e72Da’t Formel 1

In Formel 1 bezeichnet ¢ den Streulichtvektor, der sich aus der Wellenldnge des
Laserlichtes und dem Streulicht-(Detektions)winkel berechnet und 7z die Messzeit. Die
einzige Unbekannte in Formel 1 ist der Diffusionskoeffizient D, der nun aus der
Gleichung berechnet werden kann. Der Diffusionskoeffizient D ist von der Temperatur
T, der Viskositdt # des Dispergiermittels und der Teilchen selbst abhidngig. Aus der
Stokes-Einstein-Gleichung (Formel 2) kann aus diesen Werten mit der Boltzmann

Konstante kp der hydrodynamische Radius 7, der Partikel berechnet werden.

kg-T Formel 2

rh=6-n-n-D

Der hydrodynamische Radius der untersuchten Partikel entspricht dem Radius einer
Kugel, welche die gleichen Diffusionseigenschaften in dem gegebenen Dispergiermittel
ausweist wie die Probe. [132] Praktisch erfolgt die Berechnung des mittleren
hydrodynamischen Durchmessers, das sog. z-Mittel des Diffusionskoeffizienten, iiber die
Auswertung der Autokorrelationsfunktionen mit einer Kumulantenanalyse, bei der die
gemessene Autokorrelationsfunktion an eine exponentielle Korrelationsfunktion
angepasst wird (Formel 3). Aus zweckméBigen Griinden wurde die Formel 3 nach dem

quadratischen Term abgebrochen.

1 F 13
In(g(z)) = —K; "7+ Sk -2 orme

Aus dem ersten Kumulanten K; ldsst sich das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten
Dz berechnen (Formel 4) und aus dem Quotienten des zweitem und des ersten quadrierten

Kumulanten berechnet sich der Polydispersitéitsindex (PDI) (Formel 5).

_ K Formel 4
D, = q_2
K.
PDI = _22 Formel 5
Ki

Die  Anpassung von  mehrfachen  Exponentialfunktionen an  die
Autokorrelationsfunktion ergibt die Verteilung der Partikelgroen (z.B. nach CONTIN).
[134]
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Das Zetapotenzial ist ein MaB fiir die elektrostatische AbstoBung bzw. Anziehung
von geladenen Partikeln und ist damit ein wichtiger Parameter, um die physikalische
Stabilitdt von Nanopartikeln einer Dispersion zu bewerten. [135] Geladene Partikel
ziechen in wéssrigen Losungen entgegengesetzt geladene Ionen an, sodass sich eine
elektrochemische Doppelschicht bildet, bei der sich die entgegengesetzten Ladungen
flichenartig gegeniiberstehen. Abbildung 17 zeigt die grafische Darstellung der
elektrochemischen Doppelschicht (Stern-Doppelschicht) anhand eines negativ geladenen
Partikels und den Verlauf des elektrischen Potentials mit zunehmenden Abstand von der
Partikeloberflache. Die hier gezeigte Doppelschicht besteht aus einer starren Stern-
Schicht, bei der die Gegen-Ionen stark an der Partikeloberfldche haften und einer diffusen
Schicht aus beweglichen Gegen-lonen. Das zustande kommende Potential an der
effektiven Scherebene zwischen starrem und beweglichen Teil der Doppelschicht wird

als &-Zetapotential bezeichnet.

Gouy Ebene Y, = Oberflachen oder Nernstpotential

Diffuse Schicht

* - W= Sternpotential

Scherebene

Neg.
geladener _=

{ = Zetapotential

Sternschicht

Partikeloberflache

.
-

Abstand von der
Partikeloberflache

Abbildung 17: Potentialverlauf in Abhéngigkeit zur Entfernung einer negativ geladenen Partikeloberfléche.

In Anlehnung an Somasundaran et al., 2009. [136]

Die Messung des Zetapotentials erfolgt {iiber die Bestimmung der
Bewegungsgeschwindigkeit der geladenen Partikel im elektrischen Feld mithilfe des
Laser-Doppler-Effektes. Das Messprinzip beruht auf der Streuung von Laserlicht durch
die Partikel, wobei aufgrund des Doppler-Effektes eine Frequenzverschiebung des
gestreuten Lichtes resultiert, das von der Geschwindigkeit der Partikel im elektrischen

Feld und damit von ihrer Ladung abhédngt. Bei bekannter Feldstdrke kann aus der
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gemessenen Frequenzverschiebung, die Bewegungsgeschwindigkeit der Partikel
berechnet werden, aus der sich gemi3 Formel 6 die elektrophoretische Mobilitdt (EM)
ergibt.

v [um - s71] Formel 6

EM=—"——
E[V-cm™1]

EM... elektrophoretische Mobilitit
v... Bewegungsgeschwindigkeit der Partikel
E...elektrische Feldstéirke

Mit der elektrophoretischen Mobilitdt kann nun das Zetapotential berechnet werden.
In dieser Arbeit wurde hierfiir die Smoluchowski-Ndherung herangezogen (sieche
Formel 7).

= E . M Formel 7

EM
3 n

g... Dielektrizititskonstante
ftka)... Smoluchowski-Néherung mit f(ka) = 1,5
7... dynamische Viskositét

Im Allgemeinen gilt, desto groBer der Betrag des Zetapotentials, desto groBer sind
die elektrostatischen AbstoBungen zwischen den Teilchen und umso stabiler ist die
Dispersion. GemiB Riddick agglomerieren Partikel nicht mehr ab einem Zetapotential
von -31 mV und ab -41 mV kann man von einer guten Stabilitdt der Dispersion sprechen.

[137]

1.7 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) ist eine
Methode fiir die schnelle Multielement-Analytik, die seit 1983 kommerziell erhéltlich ist
und Nachweisgrenzen vom unteren ppt bis oberen ppm Bereich erlaubt. Der hohe lineare
Messbereich und die hohe Empfindlichkeit zeichnen diese Methode besonders fiir die
anorganische Spurenanalytik aus. [138] Die hdufigsten Anwendungsbereiche umfassen
Fragestellungen der Medizin, der Umweltanalytik, der Biologie sowie die Untersuchung
von Halbleitermaterialien. Fiir die quantitative Bestimmung der Lanthanoide in den
synthetisierten Reagenzien wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem ICP-MS iCAP Q

(Thermo Scientific™) gearbeitet, das mit einem Quadrupol-Massenanalysator
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ausgestattet ist. Abbildung 18 zeigt die schematische Darstellung der wichtigsten Bauteile
eines ICP-MS Gerites.

Ionen-Detektot MS Schnittstelle

Plasmagas
Quadrupol Analysator Tonen-Optik
RF Versorgung
Turbo- Turbo-
molekularpumpe molekularpumpe
Mechanische
Pumpe

Abbildung 18: Schematischer Aufbau eines ICP-MS mit Quadrupol-Massenanalysator. In Anlehnung an
Brennan et al., 2015. [139]

Alle ICP-MS Systeme bestehen grundsitzlich aus einem Zerstduber, der
Sprithkammer, dem ICP als Ionenquelle und dem Detektor. Die MS Schnittstelle, der
Massenanalysator, der lonendetektor und die Vakuum-Kammer kénnen je nach Hersteller
und Bauart Unterschiede aufweisen. Der Analytik mit dieser Methode liegt folgendes
Funktionsprinzip zugrunde: Zunédchst wird die zu analysierende, fliissige Probe mit einer
Flussrate von 1 mL/min {iber eine peristaltische Pumpe in den Zerstduber gepumpt. Mit
einem Argon-Gasstrom von 1 L/min wird die Fliissigkeit in ein feines Aerosol iiberfiihrt.
[129] In der Spriihkammer werden die feinen Fliissigkeitstropfchen des Aerosols von
groBeren Tropfen getrennt, da das in das Plasma einzubringende Aerosol moglichst fein
und beziiglich der Tropfchengrofe gleich verteilt sein muss. Das feine Aerosol wird liber
den Proben-Injektor aus der Sprilhkammer in die ICP Fackel transportiert, wo die
Probenmolekiile zu einfach positiv geladenen lonen umgesetzt werden. Das Plasma wird
am Ende der ICP Fackel gebildet. Die Fackel besteht aus drei konzentrischen
Quarzrohren. Durch die beiden &dulleren Rohre flieBt Argon in unterschiedlichen
Flussraten, das dritte, innere Rohr, ist das Probeninjektions-Rohr. Zwischen du3eren und
mittleren Rohr wird eine hohe Flussrate von ca. 15 L Argon/min zur Kiihlung der

Quarzrohre benétigt, zwischen dem mittlerem Rohr und dem Injektionsrohr fliet ein
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Hilfsgasstrom mit einer Flussrate 1 L Argon/min, was zur Positionierung des Plasmas
genutzt wird. Im Injektionsrohr wird die Probe mit dem Tragergas in Form eines Aerosols
durch das Zentrum des Rohrs in das Plasma geblasen. Die ICP-Fackel ist von einer
wassergekiihlten Induktionsspule aus Kupfer umgeben, die an einen Hochfrequenz-
Generator (27 MHz) angeschlossen ist und ein oszillierendes elektromagnetisches
Wechselfeld erzeugt. Dies erzeugt im Argon-Gas einen Induktionsstrom. Das Plasma
wird durch einen Funken geziindet, wodurch ein kleiner Teil dieses Gases ionisiert. Es
werden Argon-lonen und Elektronen gebildet, die mit weiteren Argon-Atomen
kollidieren und weitere lonen bilden. Liegen Ionen und Elektronen im Gas in einem
ausgeglichenen Ladungszustand vor, bezeichnet man es als Plasma. [140] Am offenen
Ende des Rohrs bildet sich eine Plasmawolke in der die Probe unter Normaldruck
atomisiert und anschlieBend ionisiert wird. Im Argon-Plasma konnen die meisten
Elemente des Periodensystems ionisiert werden. Die Massenspektrometer-Schnittstelle
dient zur Uberfiihrung der unter Atmosphirendruck erzeugten Ionen in das Quadrupol-
Massenspektrometer. In der Schnittstelle (Interface) herrscht ein Druck von ca. 3 mbar,
der die Ionen durch eine konusférmige Lochblende (Sample Cone) saugt. Uber eine
zweite Lochblende (Skimmer Cone) gelangen die lonen zum Massenanalysator, in dem
Hochvakuum herrscht (10 mbar). Die Ionen gelangen im Hochvakuum zunichst in die
Ionenoptik, wo verschiedene lonenlinsen, den lonenstrahl auf den Massenanalysator
fokussieren und neutrale Teilchen, Photonen und Elektronen entfernt werden. Das
Quadrupol-Massenspektrometer besteht aus vier parallel angeordneten Metallstdben. An
den gegeniiberliegenden Stiben liegt eine Gleichspannung an. Die Gleichspannung wird
iberlagert von einer, um 180 phasenverschobenen, hochfrequenten Wechselspannung.
Durch die anliegenden Spannungen werden die Ionen auf eine spiralformige Bahn
gezwungen. Bei einem bestimmten Verhdltnis von Frequenz und Amplitude der
Wechselspannung sowie der Gleichspannung kénnen nur Ionen in einem schmalen
Bereich von Masse-zu-Ladungsverhiltnissen (m/z Verhiltnissen) in einer stabilen Bahn
das Quadrupol passieren und im Ionendetektor (Sekundirelektronenvervielfacher)
nachgewiesen werden. Alle anderen lonen werden abgelenkt, kollidieren mit den Stdben
und werden somit nicht detektiert. [119], [129], [140], [141] Durch elektrische
Ansteuerung des Quadrupols kann der Bereich der m/z Werte variiert und der gewiinschte
Massenbereich abgetastet werden. [119] Dies erfolgt ohne Zeitverlust, so dass
Quadrupol-Massenspektrometer sehr schnell messen konnen. Die Rohdaten der Signale

haben die Einheit ,,counts per second* (cps).
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Zusammenfassendes Ziel der vorliegenden Arbeit war Synthese von Gadolinium-
haltigen makromolekularen und nanopartikuliren Reagenzien, die sich fiir die
praklinische MRT-Bildgebung und fiir die intrazelluldre Metallmarkierung eignen. Die
Funktionalisierung kommerziell verfiigbarer PAMAM-Dendrimere [12], [51], [142] und
die Darstellung von Nanokristallen auf Basis von Gadoliniumorthovanadat (GdVOs)
[62], [65], [74] wurde bereits mehrfach publiziert. In der vorliegenden Arbeit sollten
ausschlieBlich Ln:GdVOs-Nanokristalle (Ln = Eu, Tb) mit funktioneller
Polyacrylsdure(PAA)-Hiille dargestellt werden, sodass iiber die Carboxygruppen eine
schonende Konjugation von Antikorpern iber EDC/NHS-Chemie moglich wird, ohne
Reduktion der Disulfidgruppen am Antikdrper. Uber die Dotierung der Nanokristalle mit
den verschiedenen Lanthanoiden sollten sie der Multielementfdhigkeit der ICP-MS
zuginglich gemacht werden. Die Synthese der PAA-funktionalisierten Nanokristalle
wurde insbesondere dahingehend optimiert, um Nanokristalle mit hoher Ausbeute und
schmaler Partikelgrofenverteilung zu erhalten. Die PartikelgroBe- sowie die
PartikelgroBenverteilung sind von besonderer Bedeutung bei einer potentiellen in vivo
Anwendung, da die PartikelgroBe die Biodistribution beeinflusst und bei einer in vitro
Anwendung als intrazelluldres Metallmarkierungsreagenz die Aufnahme in die Zelle.
In vitro Studien zeigten, dass die Zellaufnahme von Nanopartikeln in der Grof3enordnung
zwischen 10-60 nm am effizientesten erfolgt. [143] Ziel war daher die Synthese von
Nanokristallen mit einer Partikelgrofe <60 nm, die ihre kolloidale Stabilitit in
biologischen Medien beibehalten. Bei den makromolekularen Reagenzien galt es das die
zahlreichen primdren Aminogruppen der G5-PAMAM Dendrimere in geeigneter Weise
mit dem Chelator DOTA zu funktionalisieren, um moglichst vielen Gadoliniumionen je
Dendrimer zu komplexieren und eine Sensitivitdtssteigerung im Vergleich zu den
zugelassenen Markierungsreagenzien und Kontrastmitteln zu erreichen. Nach
Optimierung der Synthesen wurden beide Reagenzien eingehend charakterisiert und
hinsichtlich ihrer potentiellen Anwendung als priklinische MRT-Kontrastmittel bewertet
sowie fiir die Anwendung zur invitro Markierung von Zellen untersucht. Die
entsprechenden Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im folgenden Kapitel

vorgestellt.
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2  Ergebnisse und Diskussion

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden die Ergebnisse zur Optimierung der
Synthesen fiir die Darstellung makromolekularer und nanopartikulérer Reagenzien fiir
die Anwendung als préklinische MRT-Kontrastmittel bzw. fiir die intrazelluldre
Metallmarkierung von Zellen vorgestellt. Im Anschluss folgen die Ergebnisse zur
Charakterisierung der Reagenzien mit verschiedenen analytischen Methoden wie der
Infrarotspektroskopie, der Rontgenweitwinkel-Pulverdiffraktometrie, der
Transmissionselektronenmikroskopie und der Fluoreszenzspektroskopie sowie die
Bestimmung der ri-Relaxivititen und die Untersuchungen der Biokompatibilitit mit dem
MTT-Assay. Im ndchsten Abschnitt werden die Ergebnisse der Zellmarkierung mit den
synthetisierten Reagenzien anhand zwei verschiedener Zellarten (Mesenchymale
Stammzellen aus dem humanen Fettgewebe und Zellen der Linie A549 von einem
Adenokarzinom der Lunge) vorgestellt. Zuletzt folgen die Ergebnisse der Antikorper-
Konjugation an die nanopartikuldren Reagenzien mit der Reaktionskontrolle iiber einen

Dot Blot Assay.

2.1 DOTA(Gd*")-G5-PAMAM Dendrimere

Fiir die Darstellung der makromolekularen Reagenzien beschreiben die folgenden
beiden Kapitel die Untersuchungen zur Funktionalisierung der G5-PAMAM Dendrimere,
wobei Kapitel 2.1.1 die Untersuchung der Acetylierung der Dendrimere beschreibt und

Kapitel 2.1.2 die DOTA-Funktionalisierung mit anschlieBender Gd**-Komplexierung.

2.1.1 Acetylierung von G5-PAMAM

Die Acetylierung der G5-PAMAM Dendrimere erfolgte stets im ersten
Reaktionsschritt, da alle weiteren Reaktionsschritte in wéssrigen Systemen durchgefiihrt
wurden. Um einen Acetylierungsgrad von ca. 50 % zu erreichen, wurden verschiedene
molare Verhéltnisse von Essigsdureanhydrid und der korrespondierenden Base
Triethylamin untersucht (sieche Tabelle 1). Die entsprechende Synthesevorschrift zur

Acetylierung der G5-PAMAM Dendrimere mit anschlieBender NMR-Analytik sowie die
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DOTA(Gd*")-Funktionalisierung sind im Anhang, Kapitel 4.1.3, beschrieben. Um die
erzielten Acteylierungsgrade zu bestimmen, wurden 'H-NMR-Spektren der Dendrimere
aufgenommen. Tabelle 1 zeigt neben den molaren Verhéltnissen der Ausgangsstoffe eine
Ubersicht der eingefiihrten Acetylgruppen je Dendrimer sowie die entsprechenden
Acetylierungsgrade, die anhand der Integrale in den 'H-NMR-Spektren berechnet
wurden.

Tabelle 1: Ubersicht der molaren Verhiltnisse zur Acetylierung von G5-PAMAM mit Darstellung der
erzielten Acetylierungsgrade nach Auswertung der 'H-NMR-Spektren.

Nr.  mol. mol. (-CH3/-CH2-) n (Acetyl- Acetylierung
Uberschuss Uberschuss gruppen) [%]
(Ac)20: Et:N :
PAMAM (Ac),0

1 64 2,65 0,053 36 28

2 85 2,00 0,092 62 48

3 450 1,25 0,128 85 67

4 450 2,00 0,134 90 70

Abbildung 19 zeigt das "H-NMR-Spektrum nach Acetylierung des Dendrimers (Ac-
G5-PAMAM) mit 85-fachen molaren Uberschuss Essiganhydrid und 2-fachen molaren
Uberschuss der korrespondierenden Base Triethylamin (siehe Tabelle 1, Acetylierung Nr.
2). Die 'H-NMR-Spektren der weiteren Acetylierungen befinden sich im Anhang, Kapitel
4.2.1.
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Abbildung 19: "TH-NMR-Spektrum von acetyliertem G5-PAMAM nach Umsetzung mit 85-fachen molaren

Uberschuss an Essigsdureanhydrid und 2-fachen molaren Uberschuss der korrespondierenden Base

Triethylamin (siche Tabelle 1, Acetylierung Nr. 2).

Die Berechnung der eingefiihrten Acetylgruppen erfolgte iiber das Verhéltnis der
Integrale der CH3 Protonen im Hochfeld (ca. 1,87 ppm) zur Summe der integrierten
Signale aller CH> Protonen zwischen 2,2-4,8 ppm unter Einbeziehung der molaren

Massen der Acetylgruppen und des Dendrimers (siehe Formel 8). [56], [144]

M (G5 — PAMAM) CH CH " Formel 8
M (CHco—y  (~CHs /—CH, —ratio)

n (Acetyl — Gruppen) =

Der erste Peak bei ca. 1,8 ppm stammt aus einer Nebenreaktion, die wiahrend der
Acetylierung ablduft. Die Zugabe von Triethylamin (Et:N) erfolgt zur Umsetzung der
freiwerdenden Essigsdure unter Bildung eines Alkylammonium-Salzes, sog. quartiren
Ammoniumverbindungen (Abbildung 20). Das Signal bei 1,8 ppm stammt folglich von
den CH3-Protonen der entsprechenden Salze. Wird die freiwerdende Essigsdure nicht mit
Triethylamin umgesetzt, kann sie ebenfalls unter Salzbildung mit den priméren

Aminogruppen des Dendrimers reagieren (Abbildung 21).
H
_ @ o
Et3—I|\I—Et3 + CHsCOOH —* Et;—N—FEt; + CH,;COO
Ets Ety

Abbildung 20: Nebenreaktion des Triethylamin mit Essigsdure unter Bildung des entsprechenden

Alkylammonium-Salzes.
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H
l@ o
R-NHy + CHsCOOH —*= R—N—H + CH,COO

H

Abbildung 21: Nebenreaktion der primdren Aminogruppen des Dendrimers mit Essigsdure unter Bildung

des entsprechenden Ammonium-Salzes.

Die Reaktion der freiwerdenden Essigsdure mit den primdren Aminogruppen
konkurriert mit der Umsetzung der Essigsdure mit Triethylamin unter Bildung der
entsprechenden Triethylamin-Acetat-Salze. Triethylamin wird daher im Uberschuss
zugegeben, um die freiwerdende Essigsdure umzusetzen und die Reaktion mit den
primdren Aminogruppen zu unterbinden. Neben der Auswertung der NMR-Spektren war
die Loslichkeit der Dendrimere in DO unmittelbar vor der NMR-Analytik ein Indiz fiir
den Acetylierungsgrad. Von der Acetylierung Nr. 1 bis nach Acetylierung Nr. 4 (siche
Tabelle 1) nahm die Loslichkeit der Proben zu, was fiir eine Zunahme des
Acetylierungsgrades spricht. Dendrimere, die nach der Acetylierung Nr. 1 acetyliert
wurden, lie8en sich schlecht in D>O l6sen, wihrend die Proben nach Acetylierung Nr. 2
nach kurzer Durchmischung und Behandlung im Ultraschallbad in D>O gelost werden
konnten. Bei den untersuchten Acetylierungen wurde nur bei Acetylierung Nr. 1 unter
Schutzgasatmosphdre (N2) gearbeitet. Hier wurde nach der Publikation von Waite ef al.
[144] das Dendrimer und Triethylamin zunichst in wasserfreiem Methanol vorgelegt und
30 min bei Raumtemperatur geriihrt, bevor die Reaktionsmischung 2 min mit Stickstoff
gespiilt wurde und die Zugabe von Essigsiureanhydrid unter Stickstoff Uberspiilung
erfolgte. Bei der Acetylierung Nr. 2-4 wurde die Publikation von Majoros et al. [56]
herangezogen und, wie dort beschrieben, alle Edukte im Rundkolben ohne Schutzgas
vorgelegt. Der Vergleich der Ergebnisse nach Acetylierung Nr. 2-4 mit dem Ergebnis
nach Acetylierung Nr. 1 zeigt, dass die Arbeit unter Schutzgasatmosphdre keine
entscheidenden Vorteile, bzw. in Relation zur Menge an Essigsdureanhydrid, keine
hoheren Acetylierungsgrade liefert. Der hochste Acetylierungsgrad wurde bei der
Acetylierung Nr. 4 erreicht. Bei diesem Ansatz wurden 90 Aminogruppen acetyliert, was
einem Acetylierungsgrad von 70 % entspricht. Da jedoch noch moglichst viele
Aminogruppen fiir die DOTA-Konjugation zur Verfiigung stehen sollten, wurde die
Acetylierung nach der Reaktion Nr. 2 bevorzugt, bei der ein Acetylierungsgrad von 48 %
erreicht wurde. Bei einer partiellen Acetylierung von ca. 50 % wurde ein guter
Kompromiss zwischen Loslichkeit der Dendrimere und zur Verfiigung stehenden

Aminogruppen fiir die DOTA-Konjugation erhalten.
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2.1.2 DOTA(Gd*")-Funktionalisierung von G5-PAMAM

Im néchsten Schritt wurde der bifunktionelle Chelator DOTA-NHS bzw. DOTA-
NCS sowie verschiedene Puffer und Temperaturen fiir die darauffolgende Gd**-
Komplexierung untersucht. Zur Untersuchung der optimalen Bedingungen fiir die Gd*'-
Komplexierung wurde in Anlehnung an Waentig et al. [145] bei 37 °C sowie bei
Raumtemperatur gearbeitet. Fiir beide Temperaturen wurden die Komplexierungspuffer
20 mM TBAA (Tetrabutylammoniumacetat) und 10 mM Citrat-Puffer mit pH 6,0
untersucht. Das Balkendiagramm in Abbildung 22 zeigt hierzu die grafische Darstellung
der Anzahl der komplexierten Gd**-Ionen je Dendrimer nach den unterschiedlichen
Reaktionsfiihrungen, die mit der ICP-MS Analytik ermittelt wurden. Nach der Gd*'-
Zugabe trat vor allem bei den Blindwerten (keine DOTA-Zugabe) eine starke Triibung
auf, die vermutlich aus der Bildung von Gd(OH); resultierte. Die DOTA-
funktionalisierten Proben zeigten nach der Gd*'-Zugabe, in Abhiingigkeit von der
Reaktionsfithrung, eine leichte bis keine Triilbung. Da der Blindwert und alle Proben
gleichbehandelt wurden, erfolgte vor der Dialyse zur Aufreinigung der
Reaktionsprodukte zunéchst die Filtration {iber einen 0,45 pm Spritzenfilter, wodurch die

Triibung aus den Losungen entfernt werden konnte.

mDOTA-NHS / Citrat-Puffer pH 6,0
mDOTA-NHS / TBAA-Puffer pH 6,0

DOTA-NCS / Citrat-Puffer pH 6,0

N W R OO N 0 ©

DOTA-NCS / TBAA-Puffer pH 6,0

n (Gd3*-lonen)/ Dendrimer

RT 37°C
T (Komplexierung) °C

Abbildung 22: Untersuchung der bifunktionellen Linker DOTA-NHS und DOTS-NCS zur
Funktionalisierung von acetylierten G5-PAMAM Dendrimeren fiir die anschlieBende Gd**-
Komplexierung. Die Gd**-Komplexierung erfolgte jeweils in Citrat- bzw. TBAA-Puffer mit pH 6,0 sowie

bei Raumtemperatur bzw. 37°C.
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Das Balkendiagramm in Abbildung 22 zeigt deutlich, dass {liber die Reaktion mit dem
Hydroxysuccinimid-Ester mehr DOTA-Gruppen konjugiert werden konnten und folglich
mehr Gd*>*-Ionen je Dendrimer komplexiert wurden als bei der Verwendung von DOTA-
NCS. Beim Chelator DOTA-NHS ist zu beachten, dass der funktionelle NHS-Ester an
eine Carboxygruppe des Komplexes gebunden vorliegt, wihrend beim DOTA-NCS die
Funktionalitit am Makrozyklus gebunden ist. Eine schlechtere Gd**-Komplexierung von
DOTA-NHS im Vergleich zu DOTA-NCS wurde jedoch bei den verschiedenen
Reaktionsfilhrungen beobachtet. Mit DOTA-NHS und Citrat-Puffer fiir die Gd*'-
Komplexierung wurden bei Raumtemperatur 8 Gd**-Ionen je Dendrimer komplexiert.
Die Gd**-Komplexierung bei 37°C unter Verwendung des 20 mM TBAA-Puffers erzielte
bei allen Ansitzen geringere Gd**-Ausbeuten als bei Raumtemperatur. Bei weiteren
Synthesen erfolgte die Komplexierung daher nur noch bei Raumtemperatur in 10 mM
Citrat-Puffer bei pH 6,0. Aufgrund der hoheren Gd**-Ausbeuten bei Verwendung von
DOTA-NHS wurde ausschlieBlich mit diesem Chelator weitergearbeitet, der zudem rund

70 % preiswerter ist als DOTA-NCS.

Fir die qualitative Bewertung der funktionalisieren Dendrimere wurde eine
Gelpermeationschromatographie (GPC) durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Methode beruht
auf der Trennung von Probenmolekiilen nach ihrem Molekulargewicht, wobei grof3e
Molekiile die Saule schneller passieren als kleine, da die kleinen Molekiile zu einem
grofleren Anteil in die Poren der stationdren Phase diffundieren konnen. Abbildung 23
zeigt die Chromatogramme der Blindwerte (Reaktion ohne DOTA-Zugabe) und der
DOTA(Gd)-funktionalisierten Ac-G5-PAMAM Dendrimere. Die Peaks nach Detektion
der Leitfdhigkeit sind rot und die nach Detektion der UV-Absorption sind blau dargestellt.
Fiir die Einteilung der Y-Achse wurde die Einheit mAU (UV-Absorption) gewéhlt, die

iiber dem Elutionsvolumens aufgetragen wurde.
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1500

Abbildung 23: Gelpermeationschromatographie von acetyliertem G5-PAMAM ohne DOTA-
Funktionalisierung mit Gd**-Zugabe (Blindwert) und von DOTA(Gd?*")-funktionalisierten, acetylierten G5-
PAMAM Dendrimeren bei Verwendung von DOTA-NHS mit Gd**-Komplexierung bei Raumtemperatur
und 10 mM Citrat Puffer bei pH 6,0. Die gestrichelte Linie zeigt die Signale vom Blindwert, die
durchgezogene Linie zeigt die Signale des funktionalisierten Dendrimers. Die roten Linien zeigen die
Detektion der Leitfahigkeit und die blauen Signale zeigen die Detektion der UV-Absorption iiber dem

Elutionsvolumen.

Im Chromatogramm ist das Dendrimer G5-PAMAM (M=28.826 g/mol) im ersten
Peak bei ca. 10 mL Elutionsvolumen erkennbar. Der zweite Peak bei ca. 13 mL zeigt bei
Detektion der Leitfihigkeit die freien, nicht komplexierten Gd**-Ionen. Im Vergleich zum
Blindwert, bei dem die gleiche Menge des Dendrimers eingesetzt wurde wie fiir die
DOTA-Funktionalisierung, zeigt das funktionalisierte Dendrimer ein ca. doppelt so hohes
UV-Signal. Dies lédsst auf eine erfolgreiche DOTA-Funktionalisierung schliefen. Die
Einfiihrung zahlreicher Carbonyl-Funktionen resultierte in einer zunehmenden
Absorption von UV-Licht. Wahrend im Chromatogramm beim DOTA-funktionaliserten
Dendrimer nur eine Erhohung der Leitfdhigkeit auf der Peakhohe des Dendrimers zu
erkennen ist, zeigt der Blindwert einen breiten zweiten Peak bei ca. 13 mL, welcher auf
einen deutlich héheren Anteil an freien Gd**-lonen hinweist. Das Chromatogramm
verdeutlicht ergédnzend zur ICP-MS Analytik die erfolgreiche DOTA-Funktionalisierung
mit anschlieBender Gd*"-Komplexierung. Das entsprechende Chromatogramm nach

Gd**-Komplexierung in TBAA-Puffer ist im Anhang, Kapitel 4.2.2, zu finden.
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Um die Gd**-Ausbeute in folgenden Synthesen zu steigern, wurde DOTA-NHS vor
der Zugabe zum Dendrimer in DMSO (500 mg/mL) gelost, um die Hydrolyse des
reaktiven Hydroxysuccinimid-Esters vor der Reaktion mit den primdren Aminogruppen
zu vermeiden. Die anschlieBende Gd**-Komplexierung fand in 10 mM Citrat-Puffer
pH 6,0 statt. Mit der optimierten Reaktionsfithrung konnten abziiglich des Blindwertes
bis zu 22 Gd**-lonen/Dendrimer komplexiert werden. Bei allen Synthesen zeigten die
Blindwerte selbst nach mehrfacher Dialyse, Gd**-Gehalte von bis zu 0,2 mg/mL. Die
Proben der Blindwerte und die funktionalisierten Dendrimere wurden im Anschluss an
die Dialyse mit 1 N NaOH auf pH 12 gestellt, um zu iiberpriifen, ob freie Gd**-Ionen als
Gd(OH); ausfallen. Weder beim Blindwert noch bei den Proben war ein Niederschlag
oder eine Triibung zu beobachten, was dafiirspricht, dass die Gd**-lonen zum Teil (ca.
15 %) in der Polymer-Matrix immobilisiert vorlagen. Fiir die Markierung der A549
Zellen und MSCs (siehe Kapitel 2.4) wurden ausschlieflich funktionalisierte Dendrimere
verwendet, bei denen DOTA-NHS als Losung in DMSO zu den acetylierten G5S-PAMAM
Dendrimeren gegeben wurde und die Gd**-Komplexierung in 10 mM Citrat-Puffer bei
pH 6,0 stattfand. Neben den eben vorgestellten Funktionalisierungen der G5-PAMAM-
Dendrimere beschreibt das nédchste Kapitel die Synthese von Ln:GdVO4-PAA-

Nanokristallen zur Darstellung der nanopartikuldren Markierungsreagenzien.

2.2 Ln:GdVO4+-PAA Nanokristalle

Fir die Darstellung dotierter GdVOs-Nanokristalle mit funktioneller
Polyacrylsdurehiille (Mw=1.800g/mol) wurde eine Solvothermal-Synthese in Anlehnung
an Nunez et al. [74] optimiert, um Nanomaterialien mit Partikelgrofen <60 nm zu
erhalten. Fiir den Einsatz als priklinische Kontrastmittel bzw. als Markierungsreagenz fiir
Zellen miissen die Nanokristalle reproduzierbar herstellbar sein, sie miissen eine schmale
GroBenverteilung aufweisen und ihre kolloidale Stabilitit in biologischen Medien
beibehalten. Die allgemeine Synthesevorschrift zur Darstellung von Ln:GdVO4-PAA
Nanokristallen iiber die Solvothermal-Synthese befindet sich im Anhang, Kapitel 4.1.5.
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2.2.1 Priparation der Reaktionsmischung und Einfluss der Polyacrylsiure

Bei der Solvothermal-Synthese zeigte sich zunéchst, dass die Préparation der
Reaktionsmischung aus beiden Ausgangslosungen, der Na3VOs-Lésung mit zugesetzter
Polyacrylsiure und der Lanthanoid(Ln*")-Lésung, vor der Alterung bei 120°C einen
Einfluss auf den hydrodynamischen Durchmesser der Nanokristalle hatte. Der geringste
hydrodynamische Durchmesser wurde erhalten, wenn beide Ausgangslosungen
gleichzeitig unter Riihren 1:1 miteinander gemischt wurden. Wurde dagegen die
Na3;VOs-Losung vorlegt und die Ln*"-Ldsung langsam zugegeben, war bereits vor der
Alterung eine Triibung zu beobachten. Legte man umgekehrt die Ln**-Lésung vor und
gab die Na3VO4-Losung langsam zu, erhielt man eine Triibung, die im Laufe der Zugabe
wieder verschwand. Wurde eine Ausgangslosung vorgelegt und die jeweils andere unter
Riihren schnell zugegeben, trat keine Triibung auf und die Gemische blieben klar. Die
Ursache fiir die auftretende Triibung vor der Alterung war die Bildung von Lanthanoid-
Hydroxiden (Ln(OH)3), die bei besonders basischen pH-Werten auftritt. [146] Die
Lanthanoid-Hydroxide reagieren nur langsam mit den Vanadat-Ionen. [69], [70] Bei
niedrigen pH-Werten bilden sich hingegen neben protoniertem Orthovanadat, auch
verstirkt Divanadat [V.07]* und Metavanadat [VOs] sowie deren protonierte Formen.
[147], [148] Fiir die pH-Werte der klaren Mischungen wurde pH 12 ermittelt. Bei allen
Ansitzen bildete sich ein weifler Niederschlag, der aus der Bildung der Nanokristalle
resultierte und durch Zentrifugation aufgereinigt werden konnte. Wéhrend nach den
verschiedenen Prédparationen der Reaktionsmischungen durchweg Ausbeuten von
80-90 % erhalten wurden, betrug der hydrodynamische Durchmesser nur nach
gleichzeitiger Mischung beider Ausganslosungen 59,5 nm. Bei den weiteren Synthesen
wurden hydrodynamische Durchmesser zwischen 72,4-82,5 nm erhalten. Bei allen
Ansidtzen lagen die Zetapotentiale im Bereich von -58 mV bis -45 mV und die PDI’s
zwischen 0,09-0,10. Beim Vorliegen einer streng monodispersen
PartikelgroBenverteilung wiirde der PDI den Wert 0 annehmen. [132] In der Praxis wird
eine Dispersion mit einem PDI bis 0,06 als monodispers bezeichnet. Bei Werten zwischen
0,1-0,2 spricht man von einer engen Verteilung, eine breite Verteilung liegt bei Werten
zwischen 0,25 und 0,5 vor und ab einem PDI {iber 0,5 spricht man von einer polydispersen
Verteilung. [132], [135] Beim Zetapotential deutet ein Wert grofer = 30 mV darauf hin,
dass eine Dispersion ausreichend elektrostatisch stabilisiert ist, da die

Oberfldchenladungen die Aggregation der Nanopartikel verhindern. [149] Die
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bestimmten Zetapotentiale und PDI’s weisen daher auf ausreichend stabile Dispersionen
mit engen PartikelgroBenverteilungen hin. Der hydrodynamische Durchmesser, das
Zetapotential und der PDI sind zudem wichtige Parameter, um eine potentielle
Anwendung der Nanokristalle als préaklinische MRT-Kontrastmittel und/oder als
Metallmarkierungsreagenz fiir Zellen zu bewerten. Die Grof3e der Nanokristalle hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Pharmakokinetik bei der in vivo Anwendung und die
Oberfldchenladung bzw. das Zetapotenial hat einen Einfluss auf deren Stabilitit. Die
Langzeitstabilitit von ausgewéhlten Ansdtzen wurde durch wiederkehrende Messung des
hydrodynamischen Durchmessers iiber einen Zeitraum von 6 Monaten bestimmt. Die

Ergebnisse hierzu sind im folgenden Abschnitt unter Punkt 2.2.4 zu finden.

Fir weitere Optimierungen der Synthese wurden die Reaktionsmischungen
ausschlieBlich durch gleichzeitige Mischung beider Ausgangsldsungen préapariert und der
Einfluss der Polyacrylsdure-Menge auf den hydrodynamischen Durchmesser und die
Ausbeute untersucht. Abbildung 24 zeigt ein Foto der Ansitze nach dreistiindigem Altern
bei 120°C, bei denen die Polyacrylsdure im Bereich von 1,0-20,0 mg/mL zur Vanadat-

Phase zugesetzt wurde.

1 mg/mL PAA
2 mg/mL PAA
5 mg/mL PAA
10 mg/mL PAA
20 mg/mL PAA

Abbildung 24: Foto der Reaktionsmischungen nach drei stiindigem Altern im Trockenschrank bei 120°C
zur Darstellung von Euo,10Gdo,00VOs-PAA-Nanokristalle iiber eine Solvothermal-Synthese. Das Foto zeigt
die erhaltenen Reaktionsprodukte bei Verwendung unterschiedlicher Polyacrylsdure-Mengen vor der

Aufreinigung der Nanokristalle.

Mit 1 mg/mL Polyacrylsdure in der Vanadat-Phase wurde bereits bei der
Untersuchung einer geeigneten Methode zur Préparation der Reaktionsmischung
gearbeitet. Hier ist ein deutlich weiller Niederschlag erkennbar, der mit steigender PAA-
Menge von links nach rechts bis 10 mg/mL PAA abnimmt und bei 20 mg/mL PAA durch
Bildung eines kriftigen gelb-braunen Niederschlages schlie8lich wieder stark zunimmt.

Dieser gelbliche Niederschlag resultierte aus der Anwesenheit von Polyvanadat. [69]
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Beim Einsatz von 2, 5 und 10 mg/mL PAA konnte das Reaktionsprodukt nach der
Synthese nicht tiber Zentrifugation aufgereinigt werden. Eine Aufreinigung konnte nur
bei den Reaktionsprodukten mit 1 mg/mL PAA und 20 mg/mL PAA in der
Reaktionsmischung erfolgen. Beim Einsatz von 20 mg/mL PAA wurde nach der
Aufreinigung ein hydrodynamischer Durchmesser von 591,0 nm bestimmt, die Partikel
fielen jedoch am Tag nach der Synthese aus. Fiir den Ansatz mit 1,0 mg/mL wurde ein
hydrodynamischer Durchmesser von 64,6 nm mit einem PDI von 0,100 bestimmt.
Weitere Synthesen wurden mit PAA-Mengen im Bereich von 0,8-1,2 mg/mL je Ansatz
durchgefiihrt (siche Anhang, Kapitel 4.2.3, Tabelle 13). Der hydrodynamische
Partikeldurchmesser war bei Anwesenheit von 1,0 mg/mL PAA am geringsten. Fiir alle
weiteren Synthesen wurde daher mit 1 mg/mL PAA je Reaktionsansatz weitergearbeitet
und der Einfluss der Ln**-Menge und das Verhiltnis von Ethylenglykol zu Wasser in der
Reaktionsmischung auf die hydrodynamische Grofe der Nanokristalle und auf die

Ausbeute untersucht.

2.2.2 Variation der Ln**-Menge

Zur Evaluierung der optimalen Reaktionsbedingungen wurden unterschiedliche
Mengen der Lanthanoide in der Reaktionsmischung bei verschiedenen
Ethylenglykol(EG)-Wasser-Verhéltnissen — untersucht. Die Synthese in einer
Ethylenglykol-Wasser-Mischung zeichnet sich im Vergleich zu reinen Wasser durch
einen leicht erhohten Siedepunkt aus (Siedepunkt EG-Wasser=1,5:3,5 bzw.
30 Vol-% EG ca. 105°C). Ethylenglykol besitzt folglich nicht nur positive thermische
Eigenschaften, wie einen hohen Siedepunkt und eine Stabilitit iiber einen groflen
Temperaturbereich hinweg, es dient gleichzeitig als hervorragendes Losungsmittel fiir die
Edukte aufgrund seiner hohen Dielektrizititskonstante und wirkt als Stabilisator zur
Kontrolle des Partikelwachstums. Ethylenglykol, aber auch andere Polyole, wie
Diethylenglykol oder Glycerol, wurden bereits mehrfach erfolgreich fiir die Synthesen
nanostrukturierter Metalle und Metalloxide eingesetzt. [150] GemiR der Publikation von
Nunez et al. [74] wurde mit einer Ln**-Konzentration von 0,020 mol/L in einem EG-
Wasser-Gemisch von 3,5:1,5 gearbeitet. Mit diesen Reaktionsparametern wurden
Nanokristalle mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 63 nm synthetisiert, jedoch
sollte die Ausbeute der Nanokristalle gesteigert werden. Die eingesetzten Mengen der

seltenen Erden wurden daher im Bereich zwischen 0,02-0,08 mol/L je Reaktionsansatz
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erhoht, um maximale Ausbeuten bei moglichst kleiner Partikelgrofe zu erhalten. Die
Grafik in Abbildung 25 zeigt die Abhédngigkeit des hydrodynamischen Durchmessers und
der Ausbeute von der Ln**-Konzentration in den verschiedenen EG-Wasser-Gemischen.
Eine tabellarische Ubersicht aller analysierten Parameter befindet sich im Anhang,

Kapitel 4.2.3 (Tabelle 14).
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Abbildung 25: Abhingigkeit des hydrodynamischen Durchmessers und der Ausbeute von der Ln*'-
Konzentration in verschiedenen EG-Wasser-Mischungen zur Darstellung Euo10GdogooVO4-PAA-

Nanokristallen iiber eine Solvothermal-Synthese.

Die Grafik in Abbildung 25 verdeutlicht die Abhingigkeit des hydrodynamischen
Durchmessers und der Ausbeute der Nanokristalle gegeniiber der eingesetzten Ln*'-
Konzentration und dem gewihlten EG-Wasser-Verhiltnis in der Reaktionsmischung. In
den EG-Wasser-Verhéltnissen 8,5:1,5 und 4:1 wurden iber den gesamten
Konzentrationsbereich der seltenen Erden hydrodynamische Durchmesser der
Nanokristalle im Bereich von 66-76 nm erhalten. In den EG-Wasser-Verhéltnissen von
3,5:1,5 und 3:2 konnten in Abhingigkeit von der Ln**-Menge um ca. 15 nm geringere
PartikelgroBen im Bereich von 51-65 nm erzielt werden. Fiir die Zetapotentiale wurden
durchweg Werte kleiner -40 mV bestimmt, was fiir stabile Dispersion bei allen Ansétzen
spricht. Allgemein resultierte mit steigendem Anteil Ethylenglykol im Dispergiermedium
ein Anstieg der PartikelgroBe. Die kleinsten Nanokristalle wurden mit einem
hydrodynamischen Durchmesser von ca. 55 nm in einem EG-Wasser-Verhiltnis von
3,5:1,5 bzw. 3 : 2 erhalten. Die relative Ausbeute der Nanokristalle stieg bis zu einer

Ln**-Menge von 0,057 mol/L im Reaktionsansatz auf 85 % an, bis sie bei 0,08 mol/L
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Ln3" schlieBlich wieder leicht abnahm. Unter Beriicksichtigung von hydrodynamischem
Durchmesser und Ausbeute wurden die besten Ergebnisse bei einer Ln**-Konzentration
von 0,040 mol/L bzw. 0,057 mol/L in einem EG-Wasser-Verhiltnis von 3:2 bzw. 3,5:1,5
erzielt. Bei diesen Reaktionsbedingungen wurden Nanokristalle mit hydrodynamischen

Durchmessern zwischen mit 51-57 nm bei Ausbeuten von 78-84 % erhalten.

2.2.3 Untersuchung der Reproduzierbarkeit

Mit einer Ln*"-Konzentration von 0,040 mol/L in der Reaktionsmischung erfolgten
im EG-Wasser-Gemisch von 3,5:1,5 fiir die Dotierungselemente Europium und Terbium
Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der Solvothermal-Synthese. Hierfiir wurden
jeweils drei Solvothermal-Synthesen fiir jede Dotierung im Bereich von 5 %-60 %
durchgefiihrt. Abbildung 26 zeigt die grafische Auswertung der Ergebnisse fiir das
Dotierungselement Europium und Abbildung 27 fiir das Dotierungselement Terbium.
Beide Grafiken verdeutlichen die hohe Reproduzierbarkeit der Synthese hinsichtlich
hydrodynamischem Durchmesser und experimentell ermitteltem Dotierungsgrad.
Wihrend bei der Eu**-Dotierung eine leichte Abnahme der hydrodynamischen GroBe
(STAW 2,33) iiber den Dotierungsbereich zu beobachten war, zeigte die Tb**-Dotierung
einen leichten Aufwiértstrend des hydrodynamischen Partikeldurchmessers (STAW 2,08).
Bei der Eu*'-Dotierung lagen die experimentell ermittelten Dotierungsgrade bis 15 %
maximal 1,3 % iiber dem theoretischen Dotierungsgrad. Von 20 % bis 60 % Europium
wurden im Vergleich zur Theorie zunehmend geringere Dotierungsgerade bestimmt. Bei
60 % Europium war die Abweichung vom theoretischen Dotierungsgrad mit 2,8 % am
groften. Im Falle der Tb**-Dotierung wurden durchweg geringere Dotierungsgrade
bestimmt als theoretisch berechnet. Bei der 15 % Tb**-Dotierung war die Abweichung
mit 2,0 % am groBten. Beide Grafiken verdeutlichen jedoch, dass sich alle Dotierungen
reproduzierbar und klar voneinander unterscheidbar herstellen lieBen. Nach erfolgreicher
Konjugation der Nanokristalle an Antikdrper eignen sie sich folglich prinzipiell als
Markierungsreagenz fiir Multiplex-Anwendungen mit der ICP-MS, da die verschiedenen
Dotierungsgrade in der ICP-MS klar voneinander unterscheidbar sind. Eine tabellarische

Ubersicht der Analysenwerte fiir alle Synthesen befindet sich im Anhang, Kapitel 4.2.3.
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Abbildung 26: Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Solvothermal-Synthese zur Darstellung von
Eu:GdVO4-PAA Nanokristallen iiber Bestimmung der hydrodynamischen Durchmesser bei verschiedenen
Eu**-Dotierungen im Bereich von 5 %-60 %. Alle Synthesen fanden in EG : Wasser-Mischungen von

3,5 : 1,5 mit Ln*=0,040 mol/L und PAA=1 mg/mL statt.
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Abbildung 27: Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Solvothermal-Synthese zur Darstellung von
Tb:GdVO4-PAA Nanokristallen iiber Bestimmung der hydrodynamischen Durchmesser bei verschiedenen
Tb3*-Dotierungen im Bereich von 5 %-60 %. Alle Synthesen fanden in EG : Wasser-Mischungen von

3,5 : 1,5 mit Ln*"=0,040 mol/L und PAA=1 mg/mL statt.
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Neben der Dotierung der GdVO4-Nanokristalle mit einem Dotierungselement verlief
die simultane Dotierung mit Eu*" und Tb*" ebenfalls erfolgreich. Fiir Nanokristalle vom
Typ Euo05Tbo0sGdoooVO4-PAA wurde mit der ICP-MS ein experimenteller
Dotierungsgrad fiir Eu** von 4,8 % und fiir Tb*" von 4,3 % bestimmt. Der praktisch
ermittelte Dotierungsgrad fiir Nanokristalle vom Typ Euo,05Tbo,10Gdo,s5sVOs-PAA betrug
fiir Eu’"=4,5 % und fiir Tb3'=9,3 %, und fiir Euo,10Tbo,10Gdos0VOs-PAA-Nanokristalle
wurden fiir Eu*"=9,3 % und fiir Tb>"=9,5 % bestimmt. Die Dotierung der Nanokristalle
mit zwei oder mehr Lanthanoiden wiirde ihr Spektrum fiir Multiplexanwendungen in

ICP-MS basierten Immunoassays um ein Vielfaches erweitern.

Neben den Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der Solvothermal-Synthese im
5 mL Batch wurde ebenfalls iiberpriift, ob ein Up-Scaling auf einen 50 mL Batch
durchgefiihrt werden kann. Um in einem 50 mL Batch Nanokristalle mit gleichbleibender
hydrodynamischer Grofle zu erhalten, musste insbesondere die Riihrgeschwindigkeit
wihrend der Mischung beider Ausgangslosungen angepasst werden, um eine dhnliche
Durchmischung der Reaktanden wie im 5 mL Batch zu gewdhrleisten. Beide
Ausgangslosungen wurden zunéchst anstatt {iber einen 0,2 pm Spritzenfilter iiber einen
0,2 um Bottle-Top Filter filtriert. Je 25 mL dieser Ausgangslosungen wurden gleichzeitig
in einem 400 mL Becherglas bei 1.200 rpm anstatt bei 800 rpm gemischt. Fiir die
Alterung bei 120°C wurde die Reaktionsmischung zu je 25 mL in 50 mL Falcon-Tubes
aufgeteilt. Unter diesen Bedingungen wurde ein erfolgreiches Up-Scaling der Synthese
erreicht, bei der Nanokristalle mit hydrodynamischen Durchmesser von 59 nm

(PDI=0,086) und einem Zetapotential von -46,2 mV erhalten wurden.

2.2.4 Untersuchung der Partikelstabilitat

Zur Beurteilung der Partikelstabilitdt wurde der hydrodynamische Durchmesser der
Nanokristalle vom Typ Euo,10Gdoo0VO4-PAA iiber einen Zeitraum von sechs Monaten
bei Lagerung im Kiihlschrank (+8°C) zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.
Abbildung 28 verdeutlicht den nahezu konstanten hydrodynamischen Durchmesser iiber
den untersuchten Zeitraum. Es wurden folglich kolloidal stabile Nanokristall-
Dispersionen erhalten, die mindestens {iber einen Zeitraum von sechs Monaten stabil in

Milli-Q-Wasser gelagert werden konnten.
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Abbildung 28: Untersuchung der Stabilitit von Eug 10Gdo00VOs-PAA Nanokristallen iiber einen Zeitraum
von sechs Monaten nach Synthese in einer EG : Wasser-Mischung von 3,5 : 1,5 mit Ln**=0,057 mol/L und

1 mg/mL PAA.

2.2.5 Zeitabhiangige Synthese

Bei den zeitabhidngigen Synthesen wurde der Einfluss der Zeit fiir die Alterung bei
120°C auf die Ausbeute und den hydrodynamischen Durchmesser untersucht. Die Grafik
in Abbildung 29 verdeutlicht, dass nach dreistiindiger Alterung die maximale Ausbeute
der Nanokristalle erhalten wurde, wobei sich die Ausbeute und der hydrodynamische
Durchmesser bereits nach einer Stunde nicht mehr signifikant verénderte. Mit der
gewihlten dreistiindigen Alterung kann man dementsprechend davon ausgehen, dass die

Bildung des Prézipitates vollstindig abgeschlossen war.
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Abbildung 29: Abhingigkeit der Ausbeute und des hydrodynamischen Durchmessers von der Zeit der
Alterung (1-6 Stunden) der Reaktionsmischung bei 120°C zur Darstellung von Eug10Gdoo0VO4-PAA-
Nanokristallen iiber eine Solvothermal-Synthese. Die gezeigten Synthesen fanden in einer EG : Wasser-

Mischung von 3,5 : 1,5 mit Ln*"=0,040 mol/L und PAA=1 mg/mL statt.
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2.2.6 Formulierung und Sterilisation

Fiir eine potentielle in vivo Anwendung sowie flir die Untersuchung des biologischen
Verhaltens der Nanokristalle ist es von groBer Bedeutung, dass sie unter den gegebenen
Versuchsbedingungen stabil sind. Besonders in biologischer Umgebung muss verifiziert
werden, dass die Nanokristalle ihre kolloidale Eigenschaft als diskrete Teilchen
beibehalten. Kolloide neigen aufgrund ihrer groBBen Oberflichenenergie zur
Agglomeration, die mit einer Verminderung der Oberflichenenergie einhergeht. [132],
[151], [152] Das Zetapotential der Nanokristalle liel3 fiir wéssrige Systeme auf kolloidal
stabile Dispersionen schliefen. Die kolloidale Stabilitdt hdngt jedoch ebenso von der
Elektrolytkonzentration im Dispergiermedium ab. Je hoher die Elektrolytkonzentration
und die Ladung der Gegenionen, desto schmaler ist die Grenzschicht um die
Nanokristalle und umso leichter konnen sie sich anndhern und agglomerieren. [132],
[153] Die Agglomeration der Nanokristalle wird folglich nicht nur durch ihre
physikochemischen Eigenschaften beeinflusst, sondern auch durch extrinsische Faktoren,
wie der Temperatur, dem pH-Wert, dem osmotischen Druck und die Anwesenheit von
Proteinen (Serum) im Dispersionsmedium. [ 149] Zellkulturmedien weisen stets eine hohe
Elektrolytkonzentration auf, da sie erhebliche Mengen an Salzen, Zuckern, Aminosaduren
und Proteinen enthalten, die zu einer Agglomeration der Nanopartikel fiihren konnen.
[154], [155] Zellkulturmedien wird auBerdem fetales Kélberserum (engl. fetal calf serum,
FCS) zugesetzt, dass zahlreiche Bestandteile fiir Wachstum und Proliferation der Zellen
enthdlt. FCS besteht aus liber 5.000 Komponenten, unter anderem Serumproteinen,
Hormonen, extrazelluliren Enzymen und Fettsduren. [156] Beim direkten Mischen der
wassrigen Nanokristall-Dispersionen mit DMEM-Zellkulturmedium zeigte sich, dass die
Nanokristalle sofort agglomerierten und als Niederschlag ausfielen. Bei einer in vivo
Anwendung werden aggregierte Nanopartikel rasch vom retikulohistiozytiren System
erkannt und iiber Leber und Milz vom Organismus beseitigt. Die Nanopartikel reichern
sich unter Umstinden nicht am gewiinschten Zielort an. Dariiber hinaus kdnnen
Agglomerate im Blutkreislauf schwerwiegende Nebenwirkungen verursachen wie den
Verschluss von Blut- oder Lymphgefaen. [149] Um die Stabilitdt der Nanokristalle in
physiologischer Umgebung Zu gewdhrleisten, wurden verschiedene
Formulierungsmedien aus nicht-ionischen Tensiden und D-Mannitol untersucht. Die
Formulierung umfasste neben der Anpassung der Osmolalitit (250-350 mosmol/kg),

auch die Adjustierung des pH-Wertes in den physiologischen Bereich (pH 7,35-7,45). Fiir
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die Untersuchung einer geeigneten Formulierung wurden Euo,10Gdoo0VO4s-PAA
Nanokristalle in der Formulierung auf eine Gd**-Konzentration von 25 mM eingestellt.
Diese Gd**-Konzentration wurde gewihlt, da sie auch bei den priklinischen
niedermolekularen Kontrastmitteln angewendet wird. Fiir die Herstellung der
Formulierungen wurde zu den dialysierten, wéssrigen Nanokristall-Dispersionen
(di=61 nm) D-Mannitol bzw. eine Mischung aus D-Mannitol mit den nicht-ionischen
Tensiden Pluronic® F 68 oder Kollidon® 17 PF gegeben und der pH-Wert mit 0,1 N
NaOH auf physiologische Bedingungen eingestellt. Unter dem Handelsname Pluronic®
werden sog. Poloxamere vertrieben, bei denen es sich um Blockcopolymere aus
Ethylenoxid und Propylenoxid handelt, die als Dispergiermedium fiir chemisch-
technische oder biologische Anwendungen genutzt werden. Kollidon® 17 PF, chemisch
Polyvinylpyrrolidon, ist ein Formulierungsmedium, was speziell bei Injektionspraparaten
Anwendung findet. Die Konzentration an D-Mannitol wurde in allen Formulierungen auf
300 mM eingestellt, um isoosmolare Bedingungen zu erreichen. Fiir die Tenside wurden
im Formulierungsmedium Massenanteile im Bereich von 0,5-2 % w/w untersucht.
Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der hydrodynamischen Durchmesser, der Osmolarititen
und der pH-Werte in allen Formulierungen. Bei der Verwendung von Pluronic® F 68
wurde eine geringfiigige Zunahme der hydrodynamischen Gréfe von 61 nm auf bis zu
65 nm mit steigendem Massenanteil Pluronic® F 68 beobachtet. Bei der Verwendung von
Kollidon® 17 PF resultierte bereits ab 0,5 % w/w in der Formulierung eine Zunahme der
GroBe auf 74 nm, die bei 1,5 % Kollidon® 17 PF bis 107 nm weiter anstieg. Bei der
Formulierung, bei der ausschlielich D-Mannitol verwendet wurde, blieb der
hydrodynamische Durchmesser in der Formulierung mit 61,0 nm konstant.

Tabelle 2: Hydrodynamischer Durchmesser, Osmolalitit und pH-Wert nach Formulierung von

Buo,10Gdo,00VO4-PAA Nanokristallen mit ¢(Gd*")=25 mM in verschiedenen Formulierungsmedien.

Formulierungsmedium dn [nm] mosm/kg pH
D-Mannitol 61 288 7.4
D-Mannitol + 1 % Pluronic® F 68 62 280 7.5
D-Mannitol + 2 % Pluronic® F 68 65 298 7,4
D-Mannitol + 0,5 % Kollidon® 17 PF 74 275 7.4

D-Mannitol + 1,5 % Kollidon® 17 PF 107 295 7,4




2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION Seite |53

Um die Stabilitdt der Formulierungen im DMEM Zellkulturmedium zu untersuchen,
wurden alle Formulierungen im Verhdltnis 1:10 bzw. 1:5 mit 37°C temperierten
Kulturmedium gemischt. Die Mischungsverhéltnisse wurden gewdéhlt, weil die
Nanokristalle in hochster Konzentration in den Zellversuchen in einer 1:10 Verdiinnung
im Kulturmedium vorlagen. Zusétzlich wurde die 1:5 Verdiinnung untersucht, um zu
tiberpriifen, ob die Nanokristalle auch in hoherer Konzentration im Kulturmedium stabil
sind. Zur Uberpriifung der Partikelstabilitit wurden alle Mischungen bei 37°C gelagert
und der hydrodynamische Durchmesser erneut zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 24 h,
72 h, 216 h) bestimmt. Bei allen Formulierungen und beiden Mischungsverhiltnissen war
eine Zunahme der hydrodynamischen Durchmesser im Zellkulturmedium zu beobachten,
der jedoch im weiteren Verlauf bis zu 9 Tage (216 h) weitestgehend konstant blieb
(Abbildung 30).

1:10 Verdiinnung mit DMEM (T=37°C) 1:5 Verdiinnung mit DMEM (T=37°C)
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Abbildung 30: Untersuchung der Stabilitdt von Euo,10Gdo,00VOs-PAA Nanokristallen in unterschiedlichen
Formulierungsmedien nach 1:10 und 1:5 Mischung mit DMEM Zellkulturmedium bei 37°C.

Nach 1:10 Mischung der Formulierungen mit DMEM resultierte ein maximaler
Anstieg der hydrodynamischen Durchmesser auf bis zu 197 nm nach Formulierung der
Nanokristalle mit D-Mannitol und Pluronic®. Nach der Formulierung mit D-Mannitol

stieg die Partikelgro3e mit 160 nm am geringsten an. Bei der 1:5 Verdiinnung mit DMEM
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wurde eine stirkere Zunahme der hydrodynamischen Grof3e als bei der 1:10 Verdiinnung
beobachtet. Fiir die Formulierung mit D-Mannitol und 2 % Pluronic® stieg die GroBe in
der 1:5 Verdiinnung auf bis zu 235 nm an. Die geringste Zunahme wurde bei der 1:5
Verdiinnung ebenfalls nach Formulierung mit D-Mannitol beobachtet, bei der die
hydrodynamische Gréfe auf 185 nm anstieg. Eine Zunahme der PartikelgroBen konnte
aufgrund der hohen Elektrolyt- und Proteinkonzentration im Kulturmedium nicht
verhindert werden. Die Nanokristalle lagen im Kulturmedium jedoch mit akzeptabler
GroBBe vor, um vorrangig iiber die Clathrin-vermittelte Endozytose von den Zellen
aufgenommen zu werden. Die Formulierungsversuche zeigten, dass sich D-Mannitol
sowie ein Gemisch aus D-Mannitol mit geringen Mengen der nicht-ionischen Tenside fiir
die Formulierung der Nanokristalle eigneten. Da die Zugabe der Tenside jedoch keine
entscheidenden Vorteile lieferte, erfolgte aus Griinden der Praktikabilitit die
Formulierung der Nanokristalle fiir die zellbiologischen Experimente ausschlieSlich mit
D-Mannitol. Fiir eine potentielle in vivo Anwendung miissen die Nanokristalle jedoch
nicht nur in einer geeigneten Formulierung vorliegen, sie miissen bei unverdnderter
Partikelgroe gleichermallen steril sein, das heifit frei von vermehrungsfihigen
Mikroorganismen (DIN 58900, Teil 1 Sterilisation, allgemeine Grundlagen und Begriffe,
vom April 1986. [157] Fiir die Herstellung eines sterilen Produktes kann die Sterilisation
entweder im Endbehéltnis erfolgen oder {iiber eine Herstellung unter aseptischen
Bedingungen. Bei der Herstellung steriler Arzneimittel fordert das Europdische
Arzneibuch klare Prioritét fiir ein Verfahren, bei dem die Sterilisation im Endbehéltnis
erfolgt (Ph.Eur.6 Grundwerk 2008 Teil 5.1.1). Weitere Sterilisationsverfahren, die vor
allem bei Medizinprodukten angewendet werden, die in Kontakt mit Blut kommen, sind
u.a. die Gassterilisation (mit Ethylenoxid oder Formaldehyd), die Plasmasterilisation (mit
H>0») oder die thermische Sterilisation mit feuchter (Autoklavieren) bzw. trockener Luft.
[157] Fiir thermolabile Substanzen und fiir Gase wird haufig die Sterilfiltration eingesetzt.
Hierfiir werden tblicherweise 0,22 um-Filter angewendet, um Mikroorganismen aus
einem Produkt abzutrennen. Zur Abscheidung von Viren sind Filter mit geringerer
PorengroBe von 0,02-0,05 um noétig. Zur Sicherheit wird die Sterilfiltration meist mit
anderen Methoden kombiniert. [158] Die Sterilfiltration mit einem 0,22 pm Filter wurde
in dieser Arbeit fiir alle Proben angewendet, mit denen in der Zellkultur gearbeitet wurde.
Fiir eine potentielle in vivo Anwendung der Nanokristalle wurde die Sterilisation im
Endbehiltnis (Glasvials) durch Autoklavieren untersucht und der Einfluss auf den

hydrodynamischen Durchmesser bei allen Formulierungen analysiert. Fiir ein
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préklinisches Kontrastmittel gelten zwar nicht die gleichen regulatorischen
Anforderungen wie fiir ein Medizinprodukt oder fiir ein Arzneimittel, dennoch wurde das
Autoklavieren im Endbehéltnis favorisiert, da es nicht nur ein kostengiinstiges, sondern
auch ein effizientes Sterilisationsverfahren ist. Beim Autoklavieren wird gesattigter
Wasserdampf in einem Druckkessel (Autoklaven) auf eine Temperatur von mehr als
100°C gebracht. Die Einwirkzeit der Proben im Autoklaven betrug bei 2 bar, bei der sich
der Wasserdampf auf 121°C erhitzte, 10-20 min. Durch die Hitze im Autoklaven kommt
es zur irreversiblen Denaturierung von Proteinen und damit zur Abtoétung der
Mikroorganismen. [159] Bei allen Formulierungen wurde nach dem Autoklavieren eine
geringe bis médfBige Abnahme des Partikeldurchmessers beobachtet (Abbildung 31). Bei
den Formulierungen mit Kollidon® 17 PF war die Abnahme der PartikelgroBe um 24 nm
(1,5 % Kollidon® 17 PF) bzw. 7 nm (0,5 % Kollidon® 17 PF) am groBten. Bei allen
weiteren Formulierungen reduzierte sich der Partikeldurchmesser um maximal 5 nm. Im
weiteren Verlauf blieben die hydrodynamischen Partikeldurchmesser bei allen
Formulierungen, auBer der mit 2 % Pluronic®, iiber einen Zeitraum von mindestens 12

Wochen nahezu konstant.

110 647nm
100 :L
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90

—e—D-Mannitol / 1 % Pluronic
80 I —=—D-Mannitol / 2 % Pluronic
—+—D-Mannitol / 1,5 % Kollidon 17PF
—=—D-Mannitol / 0,5 % Kollidon 17PF

dy [nm]

70
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50 -/
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Abbildung 31: Untersuchung der Partikelstabilitit von Euo10GdoooVOs-PAA Nanokristallen in
unterschiedlichen  Formulierungsmedien nach dem Autoklavieren durch Bestimmung des
hydrodynamischen Durchmessers iiber einen Zeitraum von 12 Wochen. Die Lagerung der Proben erfolgte

bei Raumtemperatur.

Nach Formulierung der Nanokristalle mit D-Mannitol und 2 % Pluronic® F 68 war
nach zwdolf Wochen Lagerung ein starker Anstieg der PartikelgroBe auf 650 nm zu
beobachten. Die Nanokristalle waren folglich nicht mehr stabil und fielen aus. Die

Untersuchungen der Partikelstabilitit nach Formulierung mit anschlieBender



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION Secite |56

Autoklavierung bestitigte, dass die Verwendung von D-Mannitol ausreichend ist, um
stabile Nanokristall-Dispersionen fiir einen Zeitraum der Lagerung von mindestens 3
Monaten zu gewdhrleisten. Nach Etablierung der optimalen Reaktionsbedingungen fiir
die Synthese der Markierungsreagenzien in den vorangegangenen Kapiteln, sowie der
Formulierung und Sterilisierung der Nanokristalle im vorliegenden Kapitel, stellt das
nachfolgende Kapitel die umfassende Charakterisierung der Reagenzien mit

verschiedenen analytischen Methoden vor.

2.3 Charakterisierung der Reagenzien

2.3.1 Infrarotspektroskopie

Mit Hilfe der Infrarot(IR)spektroskopie werden insbesondere von organischen
Molekiilen charakteristische Absorptionsbanden erhalten, die Aufschluss dariiber geben,
bei welchen Wellenldngen ein Molekiil Strahlungsenergie aufnimmt. Aus IR-Spektren
lassen sich somit funktionelle Gruppen identifizieren, wobei Banden <1.500 cm™!
spezifisch fiir das jeweilige Molekiill sind und den sog. ,.fingerprint“-Bereich
kennzeichnen. Banden >1.500 cm™' kénnen hingegen funktionellen Gruppen zugeordnet
werden. [91] Um das Vorhandensein der funktionellen Polyacrylsdure-Hiille auf den
Nanokristallen nachzuweisen, wurden daher Synthesen mit und ohne Zugabe von
Polyacrylsdure durchgefiihrt. Von den gefriergetrockneten Nanokristallen sowie von
reiner Polyacrylsdure wurden IR-Spektren aufgenommen, um iiber einen Vergleich des
Absorptionsverhaltens Aussagen iiber deren Oberflichenfunktionalisierung treffen zu

kdénnen. Abbildung 32 zeigt eine Ubersicht der betreffenden IR-Spektren.
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Abbildung 32: FTIR-Spektren von Polyacrylsdure (PAA), Euo10GdoooVOs Nanokristallen und
Euo,10Gdo00VO4-PAA Nanokristallen. Die Bande bei 1.550 cm™ im Spektrum Eug10GdoooVOs-PAA

Nanokristalle zeigt das Vorhandensein der funktionellen Polyacrylséure-Hiille.

Die IR-Spektren der Nanokristalle zeigen bei ca. 800 cm™ jeweils starke
Absorptionsbanden der Gitterschwingungen, die der V-O bzw. der Gd(Eu)-O
Valenzschwingung zuzuordnen sind. [160] Die breite Bande bei ca. 3.400 cm™! resultiert
aus der O-H Valenzschwingung von adsorbiertem Wasser. [74], [160], [161] Im IR-
Spektrum der PA A-funktionalisierten Nanokristalle und der reinen Polyacrylsdure sind
bei ca. 1.550cm™ die charakteristischen Absorptionsbanden der (C=0)-
Valenzschwingung  erkennbar.  Diese = Valenzschwingungen  werden  auch
Streckschwingungen genannt, wobei sich die Bindungslédngen durch die aufgenommene
Infrarotstrahlung &@ndern. [91], [162] Da die Carbonylbanden in beiden Spektren
deckungsgleich sind, konnte das Vorhandensein der polymeren Hiille auf den
Nanokristallen und damit die Polyacrylsdure eindeutig nachgewiesen werden. Die Lage
der Carbonylbande ldsst zudem Riickschliisse auf den Doppelbindungscharakter der
Carbonyl-Gruppen zu. Je hoher der Doppelbindungscharakter der Carbonyl-Bindung,
d.h. je stirker elektronenziehend eine Gruppe X im System R-CO-X ist, umso hoher liegt
die Wellenzahl der Bande. Elektronenziehende Substituenten verschieben die Bande
daher in Richtung hoherer Wellenzahlen und elektronenliefernde Substituenten in
Richtung niedrigerer Wellenzahlen. [91] Die Lage der Bande zwischen

1.550 -1610 cm™ lisst folglich auf das Vorhandensein von Carboxylat-Ionen schlieBen,
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bei denen die negative Ladung gleichmidBig iiber beide Sauerstoffatome der

Carboxygruppe delokalisiert vorliegt.

2.3.2 Rontgenweitwinkel-Pulverdiffraktometrie und

Rontgenfluoreszenzanalyse

Die Rontgenweitwinkel-Pulverdiffraktometrie (auch WAXD, engl. wide-angle X-ray
diffraction) ist eine Standardmethode zur Strukturaufklarung von Kristallen. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der Wechselwirkung von Rontgenstrahlung mit den
Elektronen eines Kristalls, das als Beugungsgitter wirkt. Die Auswertung der
Beugungserscheinungen ermoglicht Riickschliisse auf die Anordnung der Atome im
Kristall. [163], [164] Rontgenbeugungs-Untersuchungen werden routineméfig an
Pulvern durchgefiihrt. Es war daher besonders wichtig, dass die Proben komplett
homogenisiert und pulverisiert vorlagen. Geeignete Pulver wurden nach Dialyse der
Nanokristall-Dispersionen gegen Milli-Q-Wasser und anschlieBender Gefriertrocknung
erhalten. Die Messparameter fiir die Rontgenweitwinkel-Pulverdiffraktometrie sind im
Anhang, Kapitel 4.1.7, zu finden. Abbildung 33 =zeigt die entsprechenden
Rontgenpulverdiffraktogramme von Ln:GdVO4-PAA-Nanokristallen mit Europium und

Terbium mit den Dotierungsgraden 5%, 10% und 15%.
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Abbildung 33: Rontgenpulverdiffraktogramme von Ln:GdVO4-P A A-Nanokristallen mit 5%, 10% und 15%
Europium- bzw. 5%, 10% und 15% Terbium-Dotierung sowie der Referenzdaten fiir tetragonales GdVO4
vom ICSD File #15607. A: Uberlagerte Rontgendiffraktogramme. B: Einzelaufnahmen der
Rontgendiffraktogramme. Die untersuchten Nanokristalle wurden im EG-Wasser-Verhéltnis von 3,5:1,5

mit ¢(Ln*")=0,057 mol/L und 1 mg/mL PAA synthetisiert.
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Zur Phasenidentifizierung wurden die gemessenen Diffraktogramme mit der
Datenbank ICSD (Inorganic Crystal Structure Database) abgeglichen. Die Reflexe in
Abbildung 33 zeigen eindeutig, dass sich die synthetisierten Ln:GdVO4-PAA-
Nanokristalle der Phase Gadoliniumvanadiumoxid (ICSD#15607) zuordnen lassen.
GdVOs kann in zwei verschiedenen Strukturen kristallisieren, im tetragonalen
Kristallsystem (Zirkons-Type, ZrSiO4) oder im monoklinen Kristallsystem (Monazits-
Type, CePOy4). [74] Bei der Analyse zeigte sich, dass die Nanokristalle im tetragonalen
Kristallsystem mit den Gitterparametern a=7,218A und ¢=6,348A kristallisieren und die
Raumgruppe I4i1/amd (141) aufweisen, welche kristallographische Informationen tiber
die rdumliche Anordnung des Kristalls liefern. Generell sei darauf hingewiesen, dass je
kleiner die Kristalle werden, umso breiter werden die beobachteten Reflexe. Neben der
Bestimmung der Kristallstruktur bietet die Rontgendiffraktometrie zudem die
Moglichkeit, die KristallitgroBen nach der Scherrer-Methode iiber die Bestimmung der
Reflexverbreiterung abzuschdtzen (siche Kapitel 4.1.7, Formel 9). Dabei wurden nahezu
identische KristallitgroBen mit 20,254+0,084 nm fiir beide Dotierungselemente mit
unterschiedlichen Dotierungsgraden bestimmt, was die gute Reproduzierbarkeit der
Synthese verdeutlicht. Die Scherrer-Methode lieferte jedoch nur eine grobe Naherung fiir
die  KristallitgroBe,  die  eindeutige = Bestimmung  erfolgte  mit  der
Transmissionselektronenmikroskopie (siehe folgendes Kapitel 2.3.3). Zusétzlich wurde
untersucht, ob mit der Rontgenbeugung auch der Dotierungsgrad bestimmt werden kann.
Beim Intensitédtsvergleich der intensivsten Reflexe im Diffraktogramm verschwand der
Intensitatsunterschied der nahestehenden Elemente jedoch nahezu im Rauschen der
Methode. Von den Nanokristallen mit 5 %, 10 % und 15 % Terbium-Dotierung wurde
daher eine Rontgenfluoreszenzanalyse (siche Anhang, Kapitel 4.1.8) durchgefiihrt, um zu
zeigen, dass die verschiedenen Dotierungsgrade nach Anregung mit Rontgenstrahlung
unterscheidbar ~ sind.  Die  erhaltenen  Intensititen  (kcps) nach  der
Rontgenfluoreszenzanalyse sind in Tabelle 3 gezeigt.

Tabelle 3: Rontgenfluoreszenzanalyse von Tb:GdVOs-PAA Nanokristallen mit 5%, 10 % und 15 %

Terbium-Dotierung.

Dotierung 5% Tb 10 % Tb 15% Tb

Intensitét [keps] 14.35 29.51 51.64
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Zunéchst bestdtigte die Rontgenfluoreszenzanalyse das eindeutige Vorhandensein
von Terbium in den Nanokristallen. Durch die starke Rontgenstrahlung der Fluoreszenz-
Methode (60 kV/66 mA) haben sich allerdings alle Proben schon nach 15s
Bestrahlungszeit briaunlich verfarbt, was auf Verdnderungen der Polyacrylsédure
zurlickzufiihren war. Da kein geeigneter Terbium- und Gadolinium-Standard bei der
Rontgenfluoreszenzanalyse zum Einsatz kam, war mit den ermittelten Intensititen keine
Quantifizierung der Terbium-Gehalte moglich. Das Verhéltnis der gemessenen
Intensitdten von ca. 1:2:3 stimmte jedoch nahezu mit dem Verhéltnis der theoretischen
Tb**-Dotierungsgrade von 5%, 10% und 15% iiberein. Wirde man die
Rontgenfluoreszenzanalyse standardmifig zur quantitativen Elementbestimmung
durchfiihren, wére ein Aufschluss der Proben vor der Analyse nicht zwingend
erforderlich, was die Probenvorbereitung und die Auswertung deutlich verkiirzen wiirde.
[165] Da jedoch wihrend der Anfertigung dieser Arbeit die Elementanalytik mit der ICP-
MS dauerhaft zur Verfiigung stand, erfolgten die Gehaltsbestimmungen standardmiBig

mit dieser Methode.

2.3.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Fiir eine direkte Abbildung der Nanokristalle und zur Bestimmung der Partikelgrof3e
erfolgten Aufnahmen mit der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Die
Probenvorbereitung und die Betriebsparameter fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie sind im Anhang, Kapitel 4.1.9, beschrieben.
Abbildung 34 zeigt die TEM-Aufnahmen von Euo,10Gdoo0VOs-PAA Nanokristallen in
steigender VergroBerung von A nach C. Die rechte Aufnahme ldsst in der hochsten
Vergroflerung die Gitternetzlinien der Nanokristalle erkennen, was fiir eine gute

Kristallinitdt spricht.
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Abbildung 34: TEM-Aufnahmen von Eug 10Gdo00VO4-PAA-Nanokristallen mit steigender Vergroferung

von A nach C.

Bei den TEM-Aufnahmen ist zu beachten, dass nur die Nanokristalle und nicht die
Polyacrylsdure-Hiille abgebildet wurde. Atome mit geringer Ordnungszahl (z.B. H, O, C)
streuen die Elektronen nur gering und erzeugen einen schwachen Kontrast. Bei hoherer
Ordnungszahl, wie z.B. bei Eu, Tb oder Gd, konnen mehr Elektronen gestreut werden
und der Kontrast wird verstérkt. Organische Molekiile und biologische Proben miissen
daher iiber eine spezielle Probenpréparation mit Schwermetallen vorbehandelt werden,

um den Kontrast zu verstiarken. [166], [167]

Um mit der Transmissionselektronenmikroskopie eine Aussage {iber die
GroBenverteilung der Nanokristalle treffen zu konnen, wurden mit dem Programm
,»Olympus Stream Essential 2.2 in einer Ubersichtsaufnahme die Durchmesser von
insgesamt 270 Nanokristallen ausgemessen (Abbildung 35, A). Der mittlere Durchmesser
ergibt sich hierbei als arithmetisches Mittel aus kleinstmdglichen Kreis, der an die Kanten
angelegt werden kann und dem groBtmdoglichen Kreis, der die Eckpunkte bertihrt. Nach
Auswertung dieser Daten resultierte ein mittlerer Durchmesser von 36,7+7,2 nm.
Abbildung 35 zeigt rechts neben dem Ubersichtsbild ein Histogramm, dass die Hiufigkeit
einzelner GroBenklassen der Nanokristalle zeigt. Die Partikelklasse mit 40 nm tritt mit
66,3 % (126 von 270 Nanokristallen) am hiufigsten auf. Nach der Scherrerauswertung
(siche Kapitel 2.3.2) wurde fiir die KristallitgroBe ein durchschnittlicher Wert von
20,3 nm bestimmt. Dieser Wert konnte nach Auswertung der Partikelgroen in den TEM-
Aufnahmen nicht reproduziert werden. Bei den Nanokristallen handelt es sich folglich,
wie bei den meisten anorganischen Feststoffen, um polykristalline Proben, die aus

mehreren kleinen Kristalliten mit unterschiedlicher Orientierung ausgebaut sind.



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION Secite |62

140 120% B
120 100%
1
L. 100 80%
2 g0 mm Haufigkeit
2 60%  —=—Kumuliert %
g 60
. 0,
T w0 40%
20 20%
0+ - 0%

10 20 30 40 50 60 70
Partikeldurchmesser [nm]

Abbildung 35: A: Auswertung der mittleren Partikeldurchmesser in der TEM-Aufnahme von
Euo,10GdoooVO4-PAA Nanokristallen. B: Histogramm der bestimmten Partikeldurchmesser nach

Ausmessung von 270 Nanokristallen.

Weitere TEM-Aufnahmen von Nanokristallen mit Tb**-Dotierung bzw. einer
Mischung aus Eu**- und Tb*"-Dotierung lieBen keine Unterschiede in
Partikelmorphologie und -grofe erkennen und verdeutlichen nochmals die gute
Reproduzierbarkeit der Solvothermal-Synthese fiir verschiedene Dotierungselemente und

-gehalte (Abbildung 36).

e

Abbildung 36: A: TEM-Aufnahme von Eug,10Tbo,10GdosoVOs-PAA-Nanokristallen. B: TEM-Aufnahme
von Tbo,10Gdo00VO4-PAA-Nanokristallen.

Zusatzlich  zur  Abbildung der  Nanokristalle  wurden mit dem
Transmissionselektronenmikroskop Beugungsmuster und energiedispersive
Rontgenspektren erzeugt. Fiir die Erzeugung der Beugungsmuster (Bragg-Beugung)
wurden alle Elektronen, welche die Probe unter gleichem Winkel verlassen haben, in
einem Punkt fokussiert. [168] Man spricht daher von Feinbereichsbeugung oder engl.
selected area electron diffraction (SAED). Da es sich um eine polykristalline Probe
handelt, zeigten die Beugungsmuster konzentrische Ringe (Abbildung 37, A),

einkristalline Proben wiirden hingegen ein Beugungsmuster erzeugen, das aus einzelnen
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Punkten aufgebaut ist. Das zugehorige energiedispersive Rontgenspektrum fiir
Nanokristalle vom Typ Tbo,10Gdo,00VO4-PAA (Abbildung 37, B) zeigt die Signale der

enthaltenen Elemente sowie des Kupfers vom TEM-Grid.

A 1500
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Energy (keV)

Abbildung 37: Energiedispersives Spektrum (A) und SAED (selected area electron diffraction) Aufnahme
(B) fiir Nanokristalle vom Typ Tbo,10Gdo00VO4-PAA.

2.3.4 Fluoreszenzspektroskopie

Zur Untersuchung der Lumineszenz-Eigenschaften der Nanokristalle wurden vor der
Fluoreszenzspektroskopie zunichst UV-VIS-Spektren der mit Eu**- und Tb**-dotierten
GdVO4-PAA Nanokristalle aufgenommen (Abbildung 38).
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Abbildung 38: UV-VIS-Spektren von Ln:GdVO4-PAA-Nanokristallen im Bereich von 280-450 nm
(UV/VIS Photometer der Fa. Analytik Jena, Specord 50plus).

Beide UV-VIS-Spektren zeigen breiten Absorptionsbanden im UV-Bereich zwischen
280-350 nm mit einem Maximum bei 300 nm. Die Absorptionsbanden konnen dem
Ladungstransfer von den Sauerstoff-Liganden (O?") zum zentralen Vanadium (V>%) im

VO4> -Anion zugeordnet werden. [66] Die Ilumineszierenden Eigenschaften der
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Nanokristalle mit Eu**-Dotierung wurden bereits bei Betrachtung der Dispersion unter
der UV-Lampe (Anregungswellenldnge von 254 nm) sichtbar, bei der die typische
Emission im roten Spektralbereich zu erkennen war (Abbildung 39). Fiir die Tb*'-
Dotierung war hingegen keine sichtbare Lumineszenz erkennbar und die Probe lie3 sich

optisch nicht von den Nanokristallen ohne Dotierung unterscheiden. Charakteristisch fiir

Terbium wire eine gelblichgriine Lumineszenz nach Anregung mit UV-Strahlung. [169]

s ¢ 8

|
T

GdVO; Tb:GdVOs; Eu:GdVO,

Abbildung 39: Foto der Messlésungen fiir die Fluoreszenzspektroskopie unter der UV-Lampe bei 254 nm
Anregungswellenlinge fiir Nanokristalle vom Typ GdVO4-PAA, Tbo,10GdoooVOs-PAA und
Euo,10Gdo,00VOs-PAA (Konzentration 1 mg/mL).

Details zum verwendeten Fluoreszenzspektrometer und der Aufnahme der Spektren
sind im Anhang, Kapitel 4.1.10, zu finden. Um die optimalen Messbedingungen fiir die
Aufnahme der Fluoreszenzspektren zu evaluieren, wurde zundchst fiir beide
Dotierungselemente eine Excitation-Emission Map aufgenommen. Hierfiir wurden die
Nanokristalle im Bereich von 300-410 nm alle 5nm angeregt und fiir jede
Anregungswellenldnge das resultierende Emissionsspektrum alle 1 nm aufgezeichnet.
Tragt man im Anschluss alle Emissionsspektren gegen ihre Anregungswellenldngen auf,
erhilt man ein zweidimensionales Bild, aus dem sich die Bereiche mit maximaler
Emission visualisieren lassen. Fiir die Eu**-Dotierung (Abbildung 40) lisst sich aus der
Excitation-Emission-Map bei einer Anregungswellenlinge von 325nm ein
Emissionsmaximum bei 618 nm erkennen, die der typisch roten Lumineszenz des

Europiums zuzuordnen ist.
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Abbildung 40: Excitation-Emission-Map von Eug 10GdoooVO4s-PAA Nanokristallen (1 mg/mL).
Messparameter: Ahexc=5 nm, Alem=1 nm, Dwell time=1 s, CutOff Filter=495 nm.

Fiir die lumineszierenden Eigenschaften des Europiums konnen zwei verschiedene
Mechanismen verantwortlich sein. Die Eu**-lonen kénnen entweder direkt vom UV-
Licht angeregt werden, woraus eine geringe Lumineszenz im sichtbaren Bereich resultiert
oder durch einen effizienten Energietransfer von der Vanadat-Matrix zu den Eu**-Ionen.
Der Transfer der absorbierten Energie von der VO4>*-Gruppe zu den Eu**-Ionen fiihrt zu
einer Anregung des °D,-Zustandes mit J>0. Lumineszenz wird allerdings erst bei der

Riickkehr vom °Dy-Zustand auf den ’F-Zustand beobachtet (Abbildung 41). [170]
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Abbildung 41: Energieiiberginge bei der Eu**-Lumineszenz in einer Ln**-Vanadat-Matrix. [66]

Terbium hingegen zeigt nach Anregung mit UV-Strahlung charakteristische
Ubergiinge zwischen dem angeregten D4-Zustand und den ’F;-Grundzustinden (J=0-6)
[169] Fiir die Tb*"-dotierten Nanokristalle l4sst sich aus der Excitation-Emission-Map
(Abbildung 42) bei einer Anregungswellenlédnge von 320 nm ein Emissionsmaximum bei

546 nm erkennen, die dem charakteristischen °Ds-’Fs Ubergang (AJ=5) zuzuordnen ist.
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Die breite Bande ab ca. 600 nm mit dem intensivsten Signal nach Anregung mit einer
Wellenlinge von ca. 370 nm konnte keinem Tb**-Ubergang eindeutig zugeordnet
werden. Da das Tb>*-Signal wesentlich geringer als das Eu**-Signal ist, konnte es sich
um Untergrundsignale handeln, die in den Eu’*-Emissionsspektren im Untergrund

verschwanden.
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Abbildung 42: Excitation-Emission-Map von Tbg 10GdoooVOs-PAA Nanokristallen (10 mg/mL).
Messparameter: AAexc=5 nm, AAem=1 nm, Dwell time 1 s, CutOff Filter=495 nm.

Fiir eine eindeutige Zuordnung der unbekannten Bande ab ca. 600 nm wurde eine
weitere Excitation-Emission-Map von undotierten GdVO4-PAA Nanokristallen
aufgenommen (Abbildung 43). In dieser Excitation-Emission-Map ist ebenfalls eine

Bande ab ca. 600 nm erkennbar.
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Abbildung 43: Excitation-Emission-Map von GdVO4-PAA Nanokristallen (10 mg/mL). Messparameter:
Alexc=5 nm, AAem=1 nm, Dwell time 1 s, CutOff Filter=495 nm.

Trotz Verwendung eines 495 nm CutOff Filters sind folglich Streueffekte detektiert

worden, die im Falle der Excitation-Emission-Map fiir die Eu**-Dotierung aufgrund der
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hoheren Intensitdt im Rauschen verschwunden sind. Streupeaks entstehen durch Streuung
des Anregungswellenlichts an den Nanokristallen. Im Spektrum werden somit Banden
sichtbar, bei denen es sich um keine echte Emission handelt. Die Streulichtbanden wurden
durch Messung des Emissionsspektrums bei verschiedenen Anregungswellenldingen
identifiziert. Die Position (nicht aber die Intensitit) der charakteristischen
Fluoreszenzsignale blieb dabei unverindert, wihrend die Streupeaks in Abhéngigkeit von

der Anregungswellenlédnge variierten.

Nach Aufnahme der Excitation-Emission-Maps wurden Fluoreszenzspektren bei
fester Anregungswellenldnge aufgenommen. Hierfiir wurde ebenfalls ein 495 nm Cut-Off
Filter im Emissionsstrahlengang des Spektrometers eingebaut. Aufgrund apparativ
bedingter Einfliisse ist es zudem sinnvoll, Fluoreszenzspektren zu korrigieren. Die
automatische Korrektur der Spektren konnte bei dem verwendeten Gerit nur fiir eine
Spaltbreite von 1,5 nm erfolgen, da hierfiir die spektralen FEigenschaften des
Emissionsstrahlenganges ermittelt worden sind und die gemessenen Spektren damit
korrigiert werden konnten. Das Fluoreszenzspektrum der Euo10GdoooVOs-PAA
Nanokristalle (1 mg/mL) wurde nach Anregung mit 330 nm zwischen 500-700 nm
aufgenommen und ist in Abbildung 44 gezeigt. Die charakteristischen Energielibergéinge
des Europiums sind im Spektrum bei 593 nm (°Do-"F1, AJ=1), bei 618 nm (°Dy-"F2, AJ=2)
und bei 699 nm (°Do-"F4, AJ=4) zu erkennen. [66], [68], [171], [172], [173] Aufgrund des
Kristallfeldes ist die intensive rote Lumineszenz bei 614 nm und 618 nm in zwei Banden

aufgespalten. [74]
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Abbildung 44: Emissionsspektrum von Eugi10GdoooVOs-PAA Nanokristallen (1 mg/mL). Messparameter:
Aexc=330 nm; Spaltbreite 1,5 nm; CutOff Filter=495 nm.
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Abbildung 45 zeigt das Fluoreszenzspektrum der Tbo,10GdoooVOs-PAA
Nanokristalle (10 mg/mL) mit deutlich geringerem Fluoreszenzsignal im Vergleich zur
Eu’*-Dotierung. Damit bei den Tb>*-dotierten Nanokristallen ein Signal detektiert werden
konnte, musste die Spaltbreite auf 5 nm erweitert werden. Die Messung eines korrigierten
Spektrums war nicht méglich. Im Fluoreszenzspektrum konnte nach Anderung der
Messparameter jedoch bei 546 nm die Bande fiir den °Ds-’Fs Ubergang (AJ=5)
nachgewiesen werden (Abbildung 45). [174], [175], [176] Aufgrund der geringen
Intensitit dieses Uberganges war die griine Lumineszenz des Terbiums nicht unter der

UV-Lampe sichtbar. [174]
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Abbildung 45: Emissionsspektrum von Tb10Gdo,00VOs-PAA Nanokristallen (10 mg/mL). Messparameter:
Aexc=330 nm; Spaltbreite 5 nm; CutOff Filter=495 nm.

Bei der Bewertung der optischen Eigenschaften der Nanokristalle ist zu beachten,
dass bei der Eu**- und Tb**-Dotierung eine Anregung mit UV-Strahlung erforderlich war,
um eine entsprechende Lumineszenz zu beobachten. Die synthetisierten Nanokristalle
konnen folglich nicht fiir die optische in vivo Bildgebung genutzt werden. Aufgrund des
schiadlichen Effektes von UV-Strahlung auf lebende Organismen erfordern in vivo
Experimente Anregungswellenldngen > 466 nm. [68] Yin ef al. [161] umgingen dieses
Problem, in dem sie GAVOy4 gleichzeitig mit mehreren Lanthanoiden dotierten und somit
Upconversion Nanopartikel erhielten, die sich sowohl fiir die optische als auch fiir die
MRT-Bildgebung eigneten. Bei der Dotierung von GdVOs4 mit Yb und Er (40 mol %,
2 mol %) erhielten sie beispielsweise Nanokristalle, die nach Anregung mit 980 nm eine
rote Emission zwischen 650-670 nm zeigten. [63] Allgemein kénnen durch Auswahl
geeigneter Lanthanid-Dotierungen eine Vielzahl verschiedener Emissionsfarben erhalten

werden. [177] Die Variabilitit der Dotierungen konnte auch fiir die vorliegenden



2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION Seite |69

Nanokristalle gezeigt werden. In dieser Arbeit umfassen die angestrebten Anwendungen
der Nanokristalle, neben der MRT-Bildgebung, jedoch nur in vitro Untersuchungen. Eine
Weiterentwicklung der Nanokristalle fiir die optische in vivo Bildgebung wurde daher

zunéchst nicht durchgefiihrt.

2.3.5 Bestimmung der ri-Relaxivitiit

Die Bestimmung der ri-Relaxivitit erfolgte durch Messung der NMR-Relaxation der
Wasserstoffkerne in  wiissrigen Losungen in Gegenwart der DOTA(Gd*)-
funktionalisierten G5-PAMAM-Dendrimere, der Ln:GdVO4-PAA Nanokristalle sowie
der Referenzsubstanz Magnevist® mit einem NMR-Spektrometer (Minispec). Fiir die
Euo,10Gdoo0VO4-PAA Nanokristalle erfolgte zusidtzlich die Bestimmung der ri-
Relaxivitdt am praklinischen PET/MRT. Die Gerdteparameter und die experimentelle
Durchfiihrung sind im Anhang, Kapitel 4.1.11, beschrieben. Zunichst wurden jedoch
Fliissig-Phantome der dotierten Nanokristalle und der Referenzsubstanz Magnevist® am
préklinischen PET/MRT gemessen, um die Kontrasteigenschaften der Nanokristalle im
Vergleich zum klinischen Kontrastmittel Magnevist® visuell zu bewerten. Abbildung 46
zeigt die erstellte HeatMap der Fliissig-Phantome, wobei erwartungsgemill mit
steigender Gd**-Konzentration eine zunehmende Kontrastverstirkung erkennbar ist. Je
heller die Spots in der HeatMap erscheinen, umso stirker war die Verkiirzung der Ti-
Relaxationszeit und umso grofer ist die ri-Relaxivitdt. Der direkte Vergleich der Spots
der Referenzsubstanz Magnevist® und der Spots der Ln:GdVO4-PAA Nanokristalle mit

gleicher Gd**-Konzentration zeigt eine dhnliche Kontrastverstirkung.
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Abbildung 46: Messung von Fliissig-Phantome der Ln:GdVO4-PAA Nanokristalle mit unterschiedlichen
Gd*"-Konzentrationen am préklinischen PET/MRT (nanoScan, Fa. Mediso) bei 1 T mit der Sequenz
T1 GRE EXT 3D, der Repetitionszeit TR=13,7 ms, der Echozeit TE=3,0 ms und einem Flip-Angle
(Anregungswinkel) von 25°. A: Euo,10Gdoo0VO4-PAA und B: Tbo,10Gdo00VOs-PAA.

Fiir die Bestimmung der ri-Relaxivitdt mit dem préklinischen PET/MRT wurde von
den Phantomen der Euo,10GdoooVOs-PAA Nanokristalle eine sog. Ty Map erzeugt
(Abbildung 47, A). Die Kurven in der T; Map zeigen die Auftragung der gemessenen
Signalintensitidten gegen die Inversionszeiten T, die den Zeitraum zwischen dem 180°-
Inversionsimpuls und dem Auslesen des MRT-Signals beschreibt. [178] Jeder Kurve in
der Ty Map wurde eine T;-Relaxationszeit flir jedes Phantom zugeordnet. [179] Eine
Ubersicht der ermittelten Ti-Relaxationszeiten befindet sich im Anhang, Kapitel 4.2.4.
Uber die Erstellung der T1 Map ergibt sich fiir die Euo,10Gdo.00VOs-PAA Nanokristalle
nach Auftragung der reziproken Ti-Relaxationszeiten iiber der Gd*'-Konzentrationen

eine ri-Relaxivitit von 2,0 mM! s! (Abbildung 47, B).
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Abbildung 47: Bestimmung der r;-Relaxivitit von Euo,10Gdoo0VO4s-PAA-Nanokristallen nach Messung
einer T; Map mit der Sequenz ,JR GRE SNAP T1 maps® von Fliissig-Phantomen mit unterschiedlichen
Gd*-Konzentrationen am priklinischen PET/MRT. Fiir die lineare Regressionsgerade wurde die

Gleichung 2,0x+0,5 (R=0,9974) ermittelt, was einer r;-Relaxivitit von 2,0 mM-! s! entspricht.

Diese bestimmte ri-Relaxivitit der Euo,10GdoooVOs-PAA Nanokristalle am
praklinischen PET/MRT konnte mit der Messung am Minispec bestétigt werden, bei der
ein Wert fiir r; von 2,1 mM! 57! ermittelt wurde. Hierbei ist zu beachten, dass die Messung
am Minispec bei 40 °C und 0,94 T erfolgte, wohingegen am PET/MRT bei 18 °C
Raumtemperatur und 1T gemessen wurde. Rohrer et al. [180] bestimmten die
Relaxivititen verschiedener klinischer Kontrastmittel bei physiologischer Temperatur
und unterschiedlichen Feldstirken. Fiir Magnevist® ermittelten sie bei 1,5 T eine
Relaxivitit von r; = 3,3 mM! 5!, die mit der ermittelten Relaxivitit fiir Magnevist® am
Minispec mit 1 =3,2mM"'s! nahezu iibereinstimmt. Fiir die DOAT(Gd*")-
funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimere wurde sogar eine mehr als dreifach héhere

Relaxivitit von r; = 11,0 mM™ s im Vergleich zu Magnevist® erhalten.

Die unterschiedlichen ri-Relaxivititen der verschiedenen Substanzklassen lassen sich
mit ihrer chemischen Struktur begriinden. Magnevist® (Gadopentetat-Dimeglumin)
besteht aus Gd**-Komplexen mit linearen Polyaminopolycarbonsiure-Liganden. Da
Gd**-Komplexe die Koordinationszahl neun des Zentralatoms bevorzugen, bleibt bei den
achtzahnigen Liganden nur eine Koordinationsstelle fiir Wasserstoffkerne offen. [181]
Zwischen dem Relaxationszentrum Gadolinium und einem an die freie
Koordinationsstelle vorriibergehend gekoppelten Wasserstoftkern finden intensive
magnetische Wechselwirkungen statt, die eine Verkiirzung der Ti-Relaxationszeit zur
Folge haben. Im Falle der Nanokristalle konnen die stdrksten magnetischen

Wechselwirkungen mit den umliegenden Wasserstoffkernen nur zwischen den Gd*'-
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Ionen nahe der Partikeloberfliche stattfinden. Die Gd**-Ionen im Partikelinneren {iben
nur noch einen geringen oder ggf. keinen Einfluss mehr auf die umgebenden Protonen
aus. Fiir die Nanokristallen resultierte daher im Vergleich zu Magnevist® eine geringere
ri-Relaxivitdt. Die Aufnahmen der Fliissig-Phantome mit dem praklinischen PET/MRT
(Abbildung 46) zeigten jedoch bei c¢(Gd*")=0,5mM keine eindeutig schwichere
Kontrastverstirkung bei den Nanokristallen im Vergleich zu Magnevist®. Aus der
molekularen Struktur der DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM-Dendrimere
resultiert eine hohe lokale Konzentration an Gd*'-Komplexen, die die umgebenden
Protonen wirksam beeinflussen, wodurch sich die deutlich hdhere rj-Relaxivitdt im
Vergleich zu den Nanokristallen und zum Magnevist® ergibt. Bei beiden synthetisierten
Reagenzien kann man davon ausgehen, dass sie insbesondere bei Anwendungen als
préiklinische ,,blood-pool* Kontrastmittel langer im Blut zirkulieren als niedermolekulare
Kontrastmittel und sich besser fiir Angiographien eignen als beispielsweise Magnevist®.
Beim direkten Vergleich beider Reagenzien ldsst sich schlussfolgern, dass die
Ln:GdVO4-PAA Nanokristalle mit einer Partikelgroe von knapp 37 nm lénger
intravaskulir verbleiben als die ca. 5 nm groBen DOTA(Gd*>")-funktionalisierten-G5-
PAMAM Dendrimere. [143] Im Gegensatz zu den niedermolekularen Kontrastmitteln
implizieren auch die Nanokristalle trotz geringerer ri-Relaxivitit als Magnevist®
entscheidende Vorteile bei der Kleintierbildgebung. Durch den EPR-Effekt (erhdhte
Permeabilitdt und Retention) von Tumorgeweben und Entziindungsorten neigen beide
Reagenzien dazu sich im Endothelium anzureichern und fithren somit zu einer
Kontrastverstarkung in der MRT-Bildgebung, wobei einige Studien zeigten, dass die
Anreicherung von Nanopartikeln mit Durchmessern <30 nm in Tumorgeweben

begiinstigt ist. [143]

2.3.6 Biokompatibilititsuntersuchungen

Untersuchungen zur Biokompatibilitit werden routinemadflig mit in vitro
Toxizitétstests durchgefiihrt, die alle auf der Messung eines direkten Effektes von Proben
auf grundlegende und =zelltypspezifische Prozesse beruhen. Weitverbreitete
Toxizitdtstests sind u.a. der Trypanblau-Test, der Neutralrot-Test, der LDH-Test und der
MTT-Test. [182] In dieser Arbeit wurde mit dem MTT-Test gearbeitet, bei dem der gelbe
MTT-Farbstoff  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)  in

metabolisch aktiven Zellen quantitativ zum blau gefarbten Formazan reduziert wird.
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Reduktionsprozesse durch biologische Systeme wurden erstmals 1941 von Kuhn und
Jerchel publiziert. [183] Seitdem Mosmann 1983 dieses Testprinzip fiir Zellkulturen
beschrieb, wird es weitverbreitet fiir Zytotoxizitidtsuntersuchungen eingesetzt. [ 184] Das
Prinzip des MTT-Tests beruht auf der Reduktion des MTT-Farbstoffs durch
mitochondriale Succinat-Dehydogenasen, bei dem der Tetrazolium-Ring mit Hilfe des
Cytochrom-Oxidase-Systems aufgebrochen wird und stark gefarbte, wasserunlosliche
Formazane gebildet werden. Durch anschlieBende Lyse der Zellen mit 0,04 N HCI in i-
Propanol kénnen die Formazane in Losung gebracht werden. Da nur metabolisch aktive,
sprich gesunde, Zellen diese Enzymaktivitit aufweisen, ist eine einfache Quantifizierung
durch photometrische Messung des gebildeten Formazans bei 570 nm moglich. Der
MTT-Test wurde an verschiedenen Passagen der Erhaltungskultur von humanen
Leukémie-Zellen der Linie U937 durchgefiihrt. U397 Zellen bieten den Vorteil der
einfachen Kultivierung, sie adhidrieren nicht an Kunststoffoberfldchen, sind bestindig
gegeniiber mechanischen Einfliissen, teilen sich schnell (Verdoppelung der Zellzahl
innerhalb von 20 h) und gehéren zu den wenigen humanen Zelllinien, die noch
monozytire Eigenschaften aufweisen. [185] Abbildung 48 =zeigt die bestimmten
Zytotoxizititsprofile der Eu0,10Gdo00VO4-PAA Nanokristalle (A) im
Konzentrationsbereich von ¢(Gd*")=0,06-4,13 mM und der DOTA(Gd*")-
funktionalisierten G5-PAMAM-Dendrimeren (B) im Konzentrationsbereich von
c(Gd*") =0,03-1,55 mM.
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Abbildung 48: MTT-Test zur Zytotoxizitdtsanalyse von Eug10GdoVOs-PAA Nanokristallen (A) und
DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimeren (B) nach 24-stiindiger Inkubation mit 4x10*
U937 Zellen. Der prozentuale Anteil an gesunden Zellen wurde relativ zur Kontrolle mit Zellkulturmedium

(n=6) bestimmt.

Fiir die Nanokristalle wurde die geringste Zellviabilitit mit 75,6 % bei einer Gd**-
Konzentration von 4,13 mM im Kulturmedium festgestellt. Bei Gd*"-Konzentrationen

< 1,59 mM wurden Zellviabilititen > 80% bestimmt, womit keine zytotoxischen Effekte
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mehr durch die Nanokristalle zu erwarten waren. Bei der préklinischen MRT-Bildgebung
werden Kontrastmittel auf Gadolinium-Basis von der Marke Viscover™ {iblicherweise
in einer Dosis von 100 umol Gd**/kg (fiir eine 25 g Maus) eingesetzt. Bei einer Maus mit
einem durchschnittlichen Blutvolumen von 1,75 mL betrigt die Gd**-Konzentration im
Blut ca. 1,4 mM. Die Nanokristalle vom Typ Lno,10Gdo,90VO4-PAA koénnen folglich in
dieser Dosis fiir die in vivo MRT-Bildgebung eingesetzt werden. Bei den DOTA(Gd*")-
funktionalisieren G5-PAMAM Dendrimeren wurde hingegen bereits ab 1,55 mM Gd**
eine Beeintrachtigung der Zellviabilitit beobachtet, die prozentual zur Kontrolle 65,7 %
betrug. Bei Konzentrationen <1,55mM Gd** waren keine zytotoxischen Effekte mehr zu
erwarten. Aufgrund der hervorragenden ri-Relaxivitit der funktionalisieren Dendrimere
(siche Kapitel 2.3.5) wire jedoch bei der in vivo MRT-Bildgebung im Vergleich zu den
Nanokristallen, die Applikation einer geringeren Gd**-Konzentration ausreichend, um
einen gleichwertigen Kontrast zu erzeugen. Beide Reagenzien eignen sich somit
potentiell als praklinische in vivo MRT-Kontrastmittel sowie flir die Untersuchung ihrer
Eignung zur Zellmarkierung. /n vivo Versuche zur Beurteilung der Kontrasteigenschaften
in einem Organismus konnten aufgrund der regulatorischen Hiirden nicht durchgefiihrt

werden. Die Ergebnisse zur Zellmarkierung werden im nédchsten Kapitel vorgestellt.

2.4 Metallmarkierung verschiedener Zellarten

Fiir die Untersuchungen der synthetisierten Reagenzien zur in vitro Zellmarkierung
wurden die Testsubstanzen direkt zum Zellkulturmedium gegeben und gemeinsam mit
adhdrent wachsenden, humanen Lungentumorzellen der Linie A549 bzw.
mesenchymalen Stammzellen (MSCs) aus dem humanen Fettgewebe auf Deckgldsern
kultiviert. Beide Zellarten weisen eine erhohte Proliferation auf, jedoch zeigen
Tumorzellen ein pathologisches Wachstumsverhalten, wodurch sie gesundes Gewebe in
einem Organismus zerstoren. Stammzellen konnen hingegen zu verschiedenen
Gewebearten differenziert werden und besitzen die Fahigkeit geschiadigtes Gewebe zu
regenerieren. [22], [186] Der Einsatz von Stammzellen fiir regenerative Therapien sowie
der Nachweis der Sicherheit eine Stammzell-Therapie sind aktuelle Forschungsbereiche,

die mit dem Zell-Tracking vorangetrieben werden konnen.
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Bei der Untersuchung der invitro Zellmarkierung zeigte sich, dass die
nanopartikuldren Reagenzien zu einem grofBeren Anteil von beiden Zellarten
aufgenommen werden und besser flir die Zellmarkierung geeignet sind als die
DOTA(Gd*")-funktionalisieren =~ G5-PAMAM-Dendrimere. Der Nachweis  der
effizienteren Zellmarkierung erfolgte fiir beide Markierungsreagenzien sowie fiir die
Referenz Magnevist® durch eine Quantifizierung der Lanthanoide in den Zellen mit der
ICP-MS. Die ICP-MS Analytik bestitigte die hohere Aufnahme der Nanokristalle im
Vergleich zu den DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM-Dendrimeren sowie zum
Magnevist®. Die anschlieBende qualitative Bewertung der Zellmarkierung erfolgte fiir die
Nanokristalle nach der Préparation von Zell-Phantomen mit der MRT-Bildgebung, mit
der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (engl. CLSM, Confocal Laser Scanning
Microscopy) sowie mit dem Bioimaging mit der LA-ICP-MS. Fiir die DOTA(Gd*")-
funktionalisierten G5-PAMAM-Dendrimeren erfolgte die qualitative Bewertung der
Zellmarkierung ausschlieBlich mit der LA-ICP-MS, da dies die empfindlichste der drei

Methoden ist, um die Markierungsreagenzien nachzuweisen.

2.4.1 Quantifizierung der Lanthanoide nach der Zellmarkierung

Die Quantifizierung der Lanthanoide erfolgte nach Aufschluss einer vorgegebenen
Anzahl von Zellen und Analyse der Lysate mit der ICP-MS. Die experimentelle
Durchfiihrung zur Markierung der Zellen und mit anschlieBendem Aufschluss zur
Freisetzung der Lanthanoide ist in Kapitel 4.1.14 beschrieben. Abbildung 49 zeigt eine
Ubersicht der Quantifizierungen nach Markierung von A549-Zellen (A, C, E) und MSCs
(B, D, F) mit Ln:GdVOs-PAA Nanokristallen (A, B), DOTA(Gd*>")-funktionalisieren G5-
PAMAM-Dendrimeren (C, D) sowie Magnevist® (E, F). Die durchgezogenen Linien
zeigen die absoluten Mengen der Lanthanoide nach der Inkubation mit den verschiedenen
Reagenzien in pmol. Im Falle der Nanokristalle entspricht die Menge der Lanthanoide
der Summe aus den Gd**-Ionen und dem Dotierungselement. Fiir die funktionalisierten
G5-PAMAM-Dendrimere und Magnevist® entspricht dies der Gd**-Konzentration. Die
gestrichelten Linien zeigen die relative Aufnahme der Markierungsreagenzien in Bezug
auf ihre Ausgangskonzentration. Alle Diagramme in Abbildung 49 lassen nach
Inkubation mit den Reagenzien fiir beide Zellarten eine Aufnahme erkennen, da die
Mengen der Lanthanoide in den Zellaufschliissen mit steigender Konzentration

zunehmen. Die grofite prozentuale Aufnahme erfolgte fiir beide Zellarten bei den
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Nanokristallen (Abbildung 49 A, B), gefolgt von den DOTA(Gd*")-funktionalisierten
G5-PAMAM Dendrimeren (Abbildung 49 C, D) und Magnevist® (Abbildung 49 E, F).
Bei den Nanokristallen blieb ab einer Konzentration von 15 pmol Ln*"/Zelle die
prozentuale Aufnahme der Reagenzien nahezu konstant, wihrend bei den MSCs noch
eine erneute Zunahme der relativen Aufnahme ab 15 pmol Ln**/Zelle zu beobachten war.
Die DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimere zeigten fiir beide
Zellarten ab 1 pmol Ln**/Zelle keinen signifikanten Anstieg der prozentualen Aufnahme
der Reagenzien. Beim Magnevist® zeigten die A549-Zellen ab 1,5 pmol Ln**/Zelle eine
Abnahme der prozentualen Aufnahme, withrend die MSCs ab 15 pmol Ln**/Zelle eine
erneute Zunahme der prozentualen Aufnahme zeigten. Die prozentuale und die absolute
Aufnahme war fiir beide Zellarten bei den Nanokristallen am gréBten und bei Magnevist®
am geringsten. Magnevist® zihlt zu den extrazelluldren Kontrastmitteln, die sich nach
intravendser Applikation schnell vom Intravasalraum in den interstitiellen Raum verteilen
und iiber die Nieren ausgeschieden werden. [ 187] Besonders in Zellkultur werden jedoch
auch niedermolekulare Kontrastmittel zu einem gewissen Anteil tiber (Makro)Pinozytose
in die Zellen aufgenommen werden, wihrend die Aufnahme von partikulédren Substanzen
vornehmlich iiber Endozytose erfolgt (siehe hierzu auch Kapitel 1.3). [37], [188] Die
Aufnahme von Substanzen in die Zelle ist abhidngig von der verwendeten Zellart und dem
Zellstoffwechsel, wobei die Aufnahme makromolekularer Substanzen in Abhédngigkeit
threr Grof3e und chemischen Struktur oft begiinstigt ist. [ 189] Dies konnte auch in diesem
Experiment gezeigt werden, da die Aufnahme der Nanokristalle um eine GréBenordnung
hoher war als die des Magnevist®. Der Vergleich beider Zellarten macht deutlich, dass
alle Markierungsreagenzien zu einem grofleren Anteil von den MSCs aufgenommen
wurden. Bei den Nanokristallen und den DOTA(Gd>")-funktionalisierten G5-PAMAM
Dendrimeren war die Aufnahme durch die MSCs um bis zu einer Grof3enordnung héher

als bei den A549-Zellen.
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Abbildung 49: Quantifizierung der Lanthanoide nach 6 h Inkubation von 5x10° A549-Zellen bzw.
5x10° MSCs mit unterschiedlichen Mengen der Markierungsreagenzien Ln:GdVO4-PAA Nanokristalle,
DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM und Magnevist®. A: Inkubation von A549 Zellen mit
Ln:GdVO4-PAA. B: Inkubation von MSCs mit Ln:GdVO4-PAA. C: Inkubation von A549 Zellen mit
DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimeren. D: Inkubation von MSCs mit DOTA(Gd*)-
funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimeren. E: Inkubation von A549 Zellen mit Magnevist®. F:
Inkubation von MSCs mit Magnevist®. Die durchgezogenen Linien zeigen die absolute Menge der
bestimmten Lanthanoide nach der Inkubation in umol. Die gestrichelte Linie zeigt die relative Aufnahme

der Markierungsreagenzien in Bezug auf deren Ausgangskonzentration.

2.4.2 Mikroskopische Bewertung der Zellmarkierung mit Nanokristallen

Vor der Untersuchung der Zellmarkierung mit der MRT-Bildgebung, der konfokalen
Laser-Raster-Mikroskopie und der LA-ICP-MS erfolgten zundchst Aufnahmen der
A549-Zellen nach der Markierung mit den Nanokristallen mit der weiterverbreiteten
Fluoreszenz-Mikroskopie (siche Kapitel 4.1.13). Fiir die fluoreszenzmikroskopischen

Aufnahmen wurden die Zellkerne nach der Markierung mit dem Farbstoff DAPI
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angefarbt. Der Farbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) bindet spezifisch an die
DNA im Zellkern und zeigt nach Anregung mit ca. 360 nm ein Emissionsmaximum bei
etwa 460 nm (Abbildung 50, A, B). [190] Neben der reinen Fluoreszenzmikroskopie, die
im Falle der durchgefiihrten DAPI Farbung nur die Zellkerne erkennen lésst, erfolgten
zusitzlich Aufnahmen mit zugeschaltetem Durchlicht (Abbildung 50, C, D).

A

* L B AL

Abbildung 50: Mikroskopische Aufnahmen von Lungenkarzinomzellen nach 24 h Inkubation mit
Euo,10Gdo00VO4-PAA Nanokristallen in einer Konzentration von 5 pmol Ln**/Zelle (A, C) und einer
Kontrolle, bei der nur Kulturmedium eingesetzt wurde (B, D). Der Vergleich der Fluoreszenz-Aufnahmen
der DAPI-gefarbten Zellkerne (A, B) zeigt keine Verdnderung der Zellkernmorphologie zwischen beiden
Aufnahmen. Auch bei den Durchlicht-Aufnahmen (C, D) konnten keine Verdnderungen festgestellt

werden.

Beim direkten Vergleich der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung
50, A und B) nach Inkubation der A549-Zellen mit den Nanokristallen sowie der
Kontrolle (keine Testsubstanz, nur Zugabe von Kulturmedium) sind keine
morphologischen Unterschiede der Zellkerne erkennbar, welche typisch wéren fiir
nekrotische oder apoptotische Prozesse. Bei einer beginnenden Nekrose wire eine
Schwellung die Zellkerne im Vergleich zur Kontrolle erkennbar. Im weiteren Verlauf
wiirden sich die Zellkerne und die Zellmembran aufldsen und der Zellinhalt unkontrolliert
freigesetzt werden. Die Nekrose ist ein pathologischer Prozess, der infolge schédlicher
Einfliisse auf Zellen in Gang gesetzt wird. Die Apoptose wird hingegen auch als

programmierter Zelltod bezeichnet, die zur Aufrechterhaltung einer konstanten Zellzahl
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in gesundem Gewebe dient. Bei einer beginnenden Apoptose werden die Zellkerne
dichter gepackt, bis sie schlieBlich segmentiert werden. Im Gegensatz zur Nekrose wird
der Zellinhalt nicht freigesetzt und entsteht keine Entziindungsreaktion. [186]

Tumorzellen sind jedoch haufig gegen Apoptose resistent.

Da in der Beurteilung der Morphologie der Zellen keine negativen Einfliisse auf die
Zellviabilitdt festgestellt werden konnte, konnen die Zellen in der vorliegenden
Konzentration bis zu 24 Stunden bedenkenlos mit den Nanokristallen inkubiert werden,
womit die Ergebnisse des MTT-Tests bestétigt wurden. Zur Visualisierung der gesamten
Zelle wurden zusitzlich Durchlichtaufnahmen mit gleichzeitiger Anregung des
Farbstoffs DAPI aufgenommen (Abbildung 50, C und D). Der Vergleich der A549-Zellen
mit und ohne der Markierung mit den Nanokristallen zeigt in allen Aufnahmen
Unterschiede im Zytosol der Zellen. Auffillig bei den Zellen mit den Testsubstanzen sind
die stirker sichtbaren Granula aufgrund der, iiber Endozytose aufgenommenen,
Nanokristalle. Der eindeutige Nachweis der Zellmarkierung erfolgt in den néchsten
Kapiteln mit der MRT-Bildgebung, der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie und der
LA-ICP-MS. Da die verwendeten Nanokristalle mit 10 % Eu-Dotierung vorlagen,
wurden die Objekttrager nach 6 h und 24 h Inkubation mit verschiedenen Mengen der

Testsubstanzen zusétzlich auf einem UV-Tisch begutachtet (Abbildung 51).

Abbildung 51: Foto der eingedeckten Lungenkarzinomzellen auf dem UV-Transilluminator nach
Inkubation von mit Eug 10Gdo00VO4-PAA Nanokristallen in verschiedenen Konzentrationen. Obere Reihe:
6 h Inkubation. Untere Reihe: 24 h Inkubation. Von links nach rechts: 0,8 pmol Ln*"/Zelle; 2,5 pmol
Ln*"/Zelle; 3,2 pmol Ln*"/Zelle; 5 pmol Ln**/Zelle; Blindwert (nur A549-Zellen mit Kulturmedium);
Blindwert (1,5 mM Gd** ohne Zellen)

Die Objekttriiger zeigten auf dem UV-Tisch die typisch rote Eu**-Lumineszenz, die
bereits bei den wissrigen Nanokristalldispersionen unter der UV-Lampe erkennbar war
(siehe Kapitel 2.3.4, Abbildung 39). Die rote Fluoreszenz erscheint mit steigender

Inkubationszeit intensiver. So zeigt die obere Reihe eine schwichere rotliche
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Lumineszenz nach 6 h Inkubation als die untere Reihe nach 24 h Inkubation. Die
Objekttrager ohne Zellen, die nur mit den Testsubstanzen behandelt wurden sowie die
Zellen ohne Testsubstanz, die in den letzten beiden Reihen erkennbar sind, zeigten im
Vergleich zu den restlichen Objekttragern keine Lumineszenz. Eine unspezifische
Absorption der Nanokristalle an die Zellen oder die Deckglidser kann somit
ausgeschlossen werden. Auf diese Weise ist eine qualitative Uberpriifung der

Zellmarkierung moglich.

2.4.3 Bildgebung von Zell-Phantomen am PET/MRT

Die Messung der Zell-Phantome erfolgte mit einem praklinischen PET/MRT System
(nanoScan 1 T, Fa. Mediso), das eine raumliche Aufldsung von bis zu 100 pm ermdglicht.
Fiir die Praparation der Phantome wurden A549-Zellen und MSCs mit Ln:GdVO4-PAA
Nanokristallen und mit der Referenzsubstanz Magnevist® markiert. Nach der Markierung
wurden die Zellen fixiert, zentrifugiert und die erhaltenen Zell-Pellts mit Agarose
tiberschichtet. Die genaue Beschreibung der experimentellen Durchfithrung zur
Zellmarkierung und Bildgebung befindet sich im Anhang, Kapitel 4.1.15. Fiir die
Messung der Zell-Phantome mit dem Kleintier PET/MRT musste die Geometrie der
Probengefiale in geeigneter Weise ausgewihlt werden, um die Phantome im Messfeld
(engl. Field of View, FOV) der Bildgebungskammer platzieren zu konnen. Das FOV
spielt besonders bei der Signalverarbeitung eine wichtige Rolle, da die Phasenkodierung
nur im FOV eine Ortskodierung durchfiihrt. Spins aullerhalb des FOV erhalten eine
Phasenkodierung, die von Spins innerhalb des Messbereiches nicht mehr unterscheidbar
sind. In den MRT-Aufnahmen bilden sich solche falsch kodierten Anteile auf der
gegeniiberliegenden Seite im Bild ab. [178] Geeignete Zell-Phantome wurden nach
Priparation in 200 pL ProbengefdBlen erhalten. Dabei wurde insbesondere darauf
geachtet, keine Luftblasen in die Zell-Pellets einzubringen, da Luft im MRT ein negatives
Signal erzeugt. Nachteilig bei der Verwendung der 200 pnL Probengeféfle war die Position
der Zell-Pellets nahe dem oberen Rand des FOV, da die Gefdlle kopfiiber auf der
Mausliege platziert werden mussten. Die mittige Platzierung im ,,Field of View* wire
besser geeignet, jedoch lielen sich die Zell-Phantome trotzdem gut vermessen, was die
entsprechenden MRT-Aufnahmen in Abbildung 52 bestétigen. Im Gegensatz zu den Zell-
Phantomen trat dieses Problem bei Messung der Fliissig-Phantome (siehe Kapitel 2.3.5)
nicht auf, da die 200 pL Probengefdlle komplett befiillt wurden, so dass sich die Probe
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iiber ein groferes Volumen im FOV verteilte. Die Aufnahmen der Bilder erfolgten fiir die
Fliissig-Phantome durch die Koronarebene und fiir die Zell-Phantome durch die
Sagittalebene. Fiir die Messung der Zell-Phantome wurde zudem eine geeignete Sequenz
evaluiert, um die Phantome mit einem moglichst guten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
(engl. signal to noise ratio, SNR) darzustellen. Hierzu wurden die Pulssequenzen
T1 SE 2D und T1 GRE EXT 3D getestet und in den wichtigsten Parametern variiert und
optimiert. Die besten Aufnahmen hinsichtlich der Bildschérfe und -kontrast wurden mit
der Sequenz T1 GRE EXT 3D erhalten. Da die Messung Ti-gewichtet erfolgte, wurden
insbesondere die Repetitionszeit (TR) und die Echozeit (TE) optimiert, damit der
Kontrast maB3geblich durch die Ti-Relaxationszeit bestimmt wurde. Bei der gewihlten
Gradienten-Echo-Sequenz (GRE) ist zudem der Anregungswinkel (Flip-Angle) ein
wichtiger Parameter fiir die Bildqualitit. Fiir die Messung der Zell-Phantome erfolgte mit
TR=50, TE=2,9 und 0=30°. Die entsprechenden MRT-Aufnahmen der in vitro Zell-
Phantome von markierten A549-Zellen und MSCs zeigt die Abbildung 52.

Zell-Phantome A549 Zell-Phantome MSC
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Abbildung 52: MRT-Aufnahmen der Zell-Phantome nach Markierung von A549-Zellen (A) und MSCs (B)
mit steigender Gd**-Konzentration von Eug 10Gdoo0VO4-PAA-Nanokristallen bzw. Magnevist® bei
gleichbleibender Zellzahl nach 24 h Inkubation mit den Testsubstanzen. Fiir die Kontroll-Phantome wurde
die gleiche Anzahl unmarkierter Zellen der jeweiligen Zelllinie verwendet. Die MRT-Aufnahmen erfolgten
mit der Sequenz T1 GRE EXT 3D bei einer Repetitionszeit TR=50 ms, einer Echozeit TE=2,9 ms und

einem Flip-Angle von 30°.
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Die Aufnahmen der Zell-Phantome mit dem PET/MRT zeigten deutlich, dass sowohl
Magnevist® als auch die Nanokristalle von beiden Zellarten aufgenommen werden, da die
Zell-Pellets mit den Testsubstanzen am Boden der 200 pL. Probengefille ein stirkeres
Signal erzeugen als die dariiberliegende Agaroseschicht. Grund hierfiir ist die
Verkiirzung der Ti-Relaxationszeit durch das paramagnetische Element Gadolinium. In
den Kontroll-Phantomen, bei denen die Volumina der Testsubstanzen durch D-Mannitol
ersetzt wurden, war erwartungsgemall keine Kontrastverstirkung der Zell-Pellets
erkennbar. Beide Zellarten zeigten bei gleicher Gd**-Konzentration einen stirkeren
Kontrast nach Inkubation mit den Nanokristallen als mit Magnevist®. Beide Zellarten
haben dementsprechend mehr von den nanopartikulidren Reagenzien als vom Magnevist®
aufgenommen, was ebenfalls nach der Quantifizierung der Lanthanoide in den Zellen
gezeigt wurde (siehe Kapitel 2.4.1). Auch die erhohte Aufnahme-Fahigkeit der MSCs im
Vergleich zu den A549-Zellen konnte mit den MRT-Aufnahmen bestitigt werden.
Sowohl nach Markierung der MSCs mit den Nanokristallen, als auch mit der
Referenzsubstanz Magnevist® war eine deutlich hohere Kontrastverstirkung der Zell-

Pellets erkennbar.

2.4.4 Bildgebung der Zellmarkierung mit CLSM

In Kapitel 2.3.4 wurden bereits die lumineszierenden Eigenschaften der Eu:GdVOs-
PAA-Nanokristalle beschrieben. In diesem Kapitel wurden A549-Zellen und MSCs nach
der Markierung mit den Nanokristallen mit der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie
(engl. Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM) untersucht (siche Kapitel 4.1.13).
Im Gegensatz zur Lichtmikroskopie wird bei CLSM nicht das gesamte Objekt beleuchtet,
sondern von einem fokussierten Laserstrahl abgerastert, wodurch sich rdumlich
hochaufgeloste Bilder erzeugen lassen. [191] Bei den ersten CLSM-Aufnahmen der
markierten Zellen zeigte sich, dass eine gleichzeitige Darstellung der mit DAPI-
markierten Zellkerne und der Eu’'-dotierten Nanokristalle nicht ohne spezielle
Optimierung der Messbedingungen mdoglich war. Das Absorptionsmaximum von DAPI
liegt bei etwa 360 nm und zeigt im Gegensatz zum Europium eine breite Emissionsbande
im Bereich von 370-600 nm mit einem Maximum bei ca. 460 nm. [190], [192] Da fiir die
Anregung beider Substanzen nur ein DPSS Laser mit einer Wellenldnge von 355 nm zur
Verfligung stand, wurde das Eu**-Signal von der DAPI Fluoreszenz stark iiberstrahlt.

Zudem unterscheiden sich die Messbedingungen beider Substanzen. Wéhrend fiir
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Fluoreszenzmessungen mit DAPI kurze Messzeiten ausreichend sind, erfordern die
seltenen Erden aufgrund der schmalen Emissionsbanden und der langen
Fluoreszenzlebensdauern ldngere Messzeiten. [74], [172] Die CLSM-Aufnahmen
erfolgten daher ohne Kernfirbung mit einer Anregungswellenlinge von 355 nm zur
Erzeugung des Fluoreszenzsignals vom Europium und teilweise bei gleichzeitiger
Anregung mit 488 nm zur Erzeugung eines Transmissionsbildes der Zelle. Die
Nanokristalle konnten somit in den Zellen dargestellt und lokalisiert werden. Abbildung
53 und Abbildung 54 zeigen die CLSM-Aufnahmen der mit Euo,10Gdo,ooVOs-PAA
markierten A549-Zellen. Das Fluoreszenzsignal des Eu®* wurde in diesen Aufnahmen
griin eingefarbt. Die Aufnahmen in Abbildung 53 (B) und Abbildung 54 (A) und zeigen
deutlich, dass in Bereichen, in denen sich keine Zellen auf den Deckgldsern befinden, nur
sehr schwache Fluoreszenzsignale detektiert wurden. Intensivere Fluoreszenzsignale
waren im Zytosol der Zellen erkennbar, vornehmlich lokalisiert um den Zellkern. Zur
besseren Darstellung der Verteilung der Nanokristalle wurde zusétzlich ein raumlich

aufgelostes Emissionsspektrum aufgenommen (Abbildung 54, B).

Abbildung 53: CLSM-Aufnahmen von markierten A549 Zellen mit Eug,10Gdo,00VO4-PAA Nanokristallen
(10 pmol  Ln*"/Zelle, 24h Inkubation) mit dem konfokalen Laser-Raster-Mikroskop. A:
Fluoreszenzaufnahme bei Aexc=355 nm. B: Uberlagerung von Transmissions- und Fluorenzaufnahme

durch Messung bei Aexc=355 nm und 488 nm.

Abbildung 54: A: CLSM-Aufnahme von markierten A549 Zellen mit Eup 10Gdo,00VO4-PAA Nanokristallen
(10 pmol Ln?*"/Zelle, 24 h Inkubation) bei Aexc=355 nm und 488 nm mit dem konfokalen Laser-Raster-

Mikroskop. B: Raumlich aufgeldste Emissionsmessung der Fluoreszenzaufnahme in Abbildung 54 (A).
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Das ridumlich aufgeldste Emissionsspektrum in Abbildung 54 (B) zeigt das
entsprechende Intensitdtsprofil der Fluoreszenz-Aufnahme in Abbildung 54 (A) und
verdeutlicht die Verteilung der Nanokristalle in den Zellen. Im Intensitdtsprofil ist ein
relativ starkes Untergrundsignal erkennbar, das auf eine geringe Signalintensitit der
Fluoreszenz hinweist, aber dennoch die Visualisierung der Nanokristalle in den Zellen
ermoglichte. Hierbei ist zu beachten, dass analog der Untersuchung der Zell-Phantome
mit der PET/MRT Bildgebung (sieche Kapitel 2.4.3) ein Eu**-Dotierungsgrad von 10 %
eingesetzt wurde, um die Eignung der Nanokristalle fiir die multimodale Bildgebung zu
zeigen. Um sicherzustellen, dass das Fluoreszenzsignal auch vom Eu®" stammt und nicht
durch Streueffekte hervorgerufen wurde, erfolgte die Messung von Emissionsspektren

am CSLM direkt in den A549 Zellen.
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Abbildung 55: A: Mikroskop-Aufnahme im Durchlicht der Eug,10Gdo,00VO4s-PAA markierten A549-Zellen
(10 pmol Ln**/Zelle, 24 Inkubation) mit ROI’s (engl. region of interest) innerhalb und auBerhalb der Zellen
fiir die Messung von Emissionsspektren. B: Emissionsspektren der ROI‘s von mit dem konfokalen Laser-

Raster-Mikroskop nach Anregung mit Aexc=355 nm.

Abbildung 55 (B) zeigt die Emissionsspektren von den Abbildung 55 (A) definierten
ROTI’s (engl. region of interest). Die Emissionsspektren der ROI’s innerhalb der Zellen
(ROI 1-4) zeigten bei ca. 612 nm intensive Banden, wihrend die Spektren fiir die ROI’s
auBerhalb der Zellen (ROI 5-6) keine Emission bei 612 nm zeigten. Die Bande bei
612 nm kann daher der typisch roten Lumineszenz des Eu*" fiir den *Do-'F,» Ubergang
zugewiesen werden. [173] Fiir alle ROI’s inner- und auflerhalb der Zellen wurde in den
Emissionsspektren jeweils eine zweite Bande bei ca. 575 nm detektiert. Diese Bande
findet sich nicht im Emissionsspektrum des Eu** wieder (siehe Kapitel 2.3.4, Abbildung
44). Da die Banden bei 575 nm sowohl in den ROI‘s ohne Zellen als auch innerhalb der
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Zellen detektiert wurden, handelt es sich hierbei um einen Artefakt. Bei der Anregung
konnen jedoch auch Wechselwirkungen des eingestrahlten Lichts mit den Zellen selbst
stattfinden. Diese Wechselwirkungen konnen zur Reflektion, zur Transmission oder zur
Streuung der eingestrahlten Photonen an Zellen und Zellbestandteilen fiihren sowie zur
Lichtabsorption, bei der die aufgenommene Energie in Form von Wirme oder als
Fluoreszenz abgegeben wird. [193], [194] Weiterhin wird oft Autofluoreszenz
beobachtet, wenn biologische Proben mit UV- oder sichtbaren Licht angeregt werden.
[72] Die Wahrscheinlichkeiten, dass diese Effekte auftreten, hingen von der Wellenldnge
des eingestrahlten Lichts und vom Zelltyp ab.

Neben den Zellen der Linie A549 wurden ebenfalls die markierten MSCs mit dem
CLSM untersucht. Das Fluoreszenzsignal des Eu®" wurde bei den MSCs rot eingefirbt.
Abbildung 56 zeigt die Emissionsspektren, die nach Anregung mit Aexc=355 nm an
verschiedenen Bereichen der Deckglédser inner- und auerhalb der Zellen aufgenommen

wurden.
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Abbildung 56: A: CLSM-Aufnahme von Euo,10GdoooVOs-PAA markierten MSCs (10 pmol Ln*'/Zelle,
24 h Inkubation) mit ROI’s (engl. region of interest) innerhalb und auBerhalb der Zellen fiir die Messung
von Emissionsspektren. B: Emissionsspektren der ROI‘s mit dem konfokalen Laser-Raster-Mikroskop

nach Anregung mit Aexc=355 nm.

Die CLSM-Aufnahme der markierten MSCs (Abbildung 56, A) zeigt analog zu den
Messungen an den A549-Zellen Fluoreszenzsignale in den Zellen. Im Gegensatz zu den
A549-Zellen, in denen die Nanokristalle vornehmlich um bzw. in der Ndhe des Zellkerns
detektiert wurden, zeigten die Nanokristalle in den MSCs eine Verteilung im gesamten

Zytoplasma der Zelle. Fiir beide Zellarten wurde fluoreszenzmikroskopisch eine
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intrazellulire Akkumulation der Nanokristalle feststellt. Aus der Lokalisation
Fluoreszenz-Signale lassen sich die Stadien der Endozytose ableiten. Direkt um den
Zellkern sind die Lysosomen lokalisiert, weshalb Signale der Markierungsreagenzien
nahe dem Zellkern auf den Endpunkt der Endozytose hinweisen und die Verteilung im

Zytoplasma einen frithen Zeitpunkt der Endozytose zeigt. [195]

Die gemessenen Emissionsspektren in den MSCs (Abbildung 56, B) zeigten bei ca.
618 nm die charakteristische Bande fiir die rote Lumineszenz des Eu**, die im Vergleich
zu den A549-Zellen zu leicht hoheren Wellenldngen verschoben war. Vergleicht man die
CLSM-Intensitét auf der y-Achse der Emissionsspektren von den MSCs mit der in den
Spektren von den A549-Zellen (Abbildung 55, B) wurde bei den MSCs eine bis zu 40 %
hohere Intensitdt bei der Emission gemessen. Bei der Quantifizierung der Zellmarkierung
(siche Kapitel 2.4.1) sowie bei der Analyse der Zell-Phantome (siehe Kapitel 2.4.3) wurde
ebenfalls eine erhohte Aufnahme der Nanokristalle von den MSCs im Vergleich zu den
A549-Zellen festgestellt. Zusammenfassend wurde mit den CLSM-Aufnahmen die
Markierung der Zellen mit den Nanokristallen eindeutig nachgewiesen und ihre Eignung
fiir die optische in vitro Bildgebung gezeigt. Die Durchlichtaufnahmen mit dem
Fluoreszenzmikroskop (siehe Kapitel 2.4.1, Abbildung 50) deuteten bereits darauf hin,
dass die mikroskopisch sichtbaren Granula der Zellen einer erfolgreichen Markierung mit

den Nanokristallen zugeordnet werden konnen.

2.4.5 Bildgebung der Zellmarkierung mit der LA-ICP-MS

Die Bildgebung der Elementverteilungen (Bioimaging) nach der Markierung von
A549-Zellen und MSCs mit Eu:GdVOs-PAA Nanokristallen, mit DOTA(Gd*")-
funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimeren und mit der Referenzsubstanz Magnevist®
wurde mit der Laser-Ablation(LA)-ICP-MS untersucht. Die experimentelle
Durchfithrung zur Zellmarkierung ist in Kapitel 4.1.13 und deren Messung mit der
LA-ICP-MS ist in Kapitel 4.1.16 beschrieben. Fiir die analytische Bewertung der
Zellmarkierung wurden die eingesetzten Konzentrationen, die Inkubationsdauer und die
Geréteeinstellungen am Lasersystem optimiert, um Aufnahmen mit hoher Auflosung und
guter Qualitdt zu erhalten. Die Auflosung wird bei der LA-ICP-MS von der gewéhlten
Laser-SpotgroBe und der Scan-Geschwindigkeit bestimmt und ist limitiert durch die
Empfindlichkeit der zu analysierenden Elemente. [196] Am Lasersystem wurden

verschiedene Parameter wie die Laserenergie, Frequenz, und Scan-Geschwindigkeit
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variiert, um die Zellen komplett zu ablatieren ohne Probenmaterial von benachbarten
Spots mitzufiihren. Die durchschnittliche Analysendauer fiir die Bildgebung der
Elementverteilung in einer Zelle betrug bei Messungen mit 4 um Laser-Spotgrof3e,
abziiglich der Herstellung der Messbereitschaft der Gerite, ca. eine halbe Stunde, womit
die Leistungsfihigkeit der Methode unterstrichen wird. Zur Darstellung der Zellkerne in
den LA-ICP-MS Aufnahmen wurden die Zellen nach der Markierung mit den
Testsubstanzen mit einem Ir-Interkalator behandelt. Der Interkalator schiebt sich
zwischen die Basenpaare in die Zellkern-DNA und ermoglicht iiber die Detektion des
193[r-Signals die Lokalisation der Zellkerne in den LA-ICP-MS Aufnahmen. In den
Tabellen 4-9 ist eine Auswahl der elementmikroskopischen Aufnahmen nach der
Zellmarkierung gezeigt. Die Aufnahmen nach der Markierung mit den Euo,10Gdo,00VOs-
PAA Nanokristallen sind fiir die A549-Zellen in Tabelle 4 und fiir die MSCs in Tabelle
5 gezeigt. Nach der Zellmarkierung mit den Nanokristallen konnte mit Auflosungen von
25um, 12um, 6pum und 4 um Laser-SpotgroBe gemessen werden. Die
elementmikroskopischen Aufnahmen mit Auflésungen von 6 um und 4 pm Laser-
Spotgrofe sowie die der Kontroll-Zellen mit einer Aufldsung von 12 um Laser-Spotgrofie
sind in Tabelle 4-5 nach Messung der '*’Ir- und '°®Gd-Signale gezeigt. Die Aufnahmen
mit Auflésungen von 25 pm und 12 um Laser-Spotgréf3e sowie die Aufnahmen nach
Messung der '*Eu und °'V-Signale sind im Anhang (Kapitel 4.2.5, Tabelle 23-26)
zusammengestellt. Nach der Zellmarkierung waren nur bei den Nanokristallen
Aufnahmen bis zu einer Aufldsung von 4 pm Laser-SpotgroBe mdglich. Da die '*8Gd,
133Eu und °'V-Konzentrationen in den Zellen ausreichend hoch waren, konnten auch bei
geringer Laser-SpotgroBe, Intensititen fiir 1°Gd von bis zu 10° cps erreicht werden. Bei
Spotgréflen >12 um waren die Intensitdten des Untergrundes relativ stark ausgepragt. Die
Konzentration des Ir-Interkalators war hingegen optimal, um den Zellkern bis zu einer
Auflosung von 6 um Laser-SpotgroBe gut sichtbar darzustellen, wéhrend
untergrundbedingte Storungen gering ausfielen. [4], [197] Bei einer Auflosung von 4 pm
Laser-Spotgrofe lieBen sich die Zellkerne nicht mehr vom Rest der Zellen abgegrenzt
darstellen und die '*’Ir-Signale verteilten sich iiber die gesamte Zelle. Die Aufnahmen
>4 um Laser-SpotgrofBe zeigten jedoch groBe Ubereinstimmungen der *8Gd-, '**Eu- und
31V_Signale mit den '**Ir-Signalen der Zellkerne, was die effiziente Zellmarkierung mit
den Nanokristallen belegte. In den Kontroll-Zellen wurden bei den A549-Zellen und den
MSCs ausschlieBlich die Signale des !*’Ir-Interkalators detektiert, wihrend die '°*Gd-,

I33Eu- und *!'V-Signalintensititen vernachlissigbar gering ausfielen.
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Tabelle 4: LA-ICP-MS Aufnahmen von Eug,10Gdo,00VOs-PAA markierten A549 Zellen nach 6 h Inkubation
mit einer Konzentration von 10 pmol Ln**/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach

Messung der Isotope '*’Ir und *8Gd. Die Auflésung entspricht der SpotgrdBe x SpotgroBe/s.

Microscope
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12 pm
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Tabelle 5: LA-ICP-MS Aufnahmen von Eug,10Gdo,00VOs-PAA markierten MSCs nach 6 h Inkubation mit
einer Konzentration von 10 pmol Ln*'/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach

Messung der Isotope '*’Ir und *8Gd. Die Auflésung entspricht der SpotgroBe x SpotgroBe/s.

Microscope Image /

193 158
Spotsize Ir Gd

Intensity Intensity
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34x10° 1.3x10°

31107 11x10°
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B.ox10"
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2,6E+02 3,0E+04
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um

Neben der bereits vorgestellten MRT-Bildgebung von Zell-Phantomen (siehe Kapitel
2.4.3) sowie der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (siehe Kapitel 2.4.4) konnte nun
auch die Aufnahmen mit der LA-ICP-MS die effiziente Zellmarkierung mit den
Nanokristallen zeigen. Der Vergleich der Morphologie der A549-Zellen und der MSCs
nach der Markierung mit den Nanokristallen zeigte keine Unterschiede zu den Kontroll-
Zellen. Somit wurde ergidnzend zum MTT-Test bestétigt, dass die Zellmarkierung mit den

Nanokristallen die Zellviabilitét nicht beeinflusst (siche Kapitel 2.3.6).
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In den Tabellen 6-7 sind Ubersichten der elementmikroskopischen Aufnahmen nach
Markierung der A549-Zellen und der MSCs mit der Referenzsubstanz Magnevist®
gezeigt. Neben der deutlichen Darstellung der Zellkerne zeigten die Aufnahmen
wesentlich schwichere '’®Gd-Signalintensititen als nach der Zellmarkierung mit den
Nanokristallen und folglich eine weniger effiziente Zellmarkierung. Bei der Messung mit
12 um Laser-SpotgroBe waren die '®Gd-Signalintensititen nach der Markierung der
MSCs mit Magnevist® um bis zu drei Groenordnungen geringer als nach der Markierung
mit den Nanokristallen bei Messung mit gleicher Laser-Spotgréfle. Bei Messungen
<12 pm Laser-Spotgrofe waren nach der Markierung mit Magnevist® keine '33Gd-
Signale mehr detektierbar. Die Aufnahmen nach Messung mit 25 pm Laser-Spotgrof3e
sind im Anhang (Kapitel 4.2.5), in Tabelle 27 und Tabelle 28, fiir beide Zellarten
zusammengestellt.

Tabelle 6: LA-ICP-MS Aufnahmen von Magnevist® markierten A549 Zellen nach 6 h Inkubation mit einer

Konzentration von 10 pmol Ln?"/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach Messung der

Isotope '**Ir und '*Gd. Die Aufldsung entspricht der SpotgroBe x SpotgroBe/s.

Microscope
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Tabelle 7: LA-ICP-MS Aufnahmen von Magnevist® markierten MSCs nach 6 h Inkubation mit einer
Konzentration von 10 pmol Ln**/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach Messung der

Isotope !”Ir und '*3Gd. Die Auflésung entspricht der SpotgréBe x SpotgroBe/s.

Microscope
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Die Tabellen 8-9 zeigen schlielich die elementmikroskopischen Aufnahmen nach
der Zellmarkierung von A549-Zellen und MSCs mit den DOTA(Gd**)-funktionalisierten
G5-PAMAM-Dendrimeren mit einer Auflésung von 12 um Laser-Spotgrof3e. Analog der
Zellmarkierung mit Magnevist® war <12 um Laser-SpotgroBe keine Messung der '*4Gd-
Signale mehr moglich. Auffillig bei den A549-Zellen war nach der Markierung mit den
DOTA(Gd*")-funktionalisierten GS5-PAMAM-Dendrimeren (Tabelle 8) die stark
verdnderte Morphologie der Zellen im Vergleich zu den Kontroll-Zellen (Tabelle 4). Eine
Verdnderung der Zell-Morphologie wurde nach der Markierung mit den Nanokristallen
fiir beide Zellarten (Tabelle 4-5) nicht beobachtet. Aus der verdnderten Zell-Morphologie
lasst sich auf zytotoxische Effekte durch die Dendrimere schlieBen. Zytotoxische Effekte
werden vor allem bei kationischen Dendrimeren beobachtet, wohingegen sich anionische
Dendrimere als biokompatibel erwiesen haben. [198] Die veridnderte Zell-Morphologie
kann ein Hinweis darauf sein, dass die primdren Aminogruppen des kationischen
G5-PAMAM Dendrimers nicht vollstindig funktionalisiert wurden. Nach der
Markierung der MSCs mit den Dendrimeren (Tabelle 9) war die Morphologie der Zellen
jedoch weniger stark verdndert. Andererseits war die Sichtbarkeit vesikuldrer Strukturen
in den Mikroskop-Aufnahmen der MSCs starker ausgepragt als nach der Markierung mit
den Nanokristallen (Tabelle 5). Trotzdem wurden nach der Markierung mit den
DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM-Dendrimere Signalintensititen fiir '*Gd
bei Messung mit 12 um Laser-SpotgroBe von bis zu 10°cps erreicht. Die
Signalintensitéten verteilten sich jedoch bei beiden Zellarten wesentlich schlechter tiber
die gesamten Zellen hinweg als nach der Markierung mit den Nanokristallen.

Tabelle 8: LA-ICP-MS Aufnahmen von DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM markierten A549-
Zellen nach 24 h Inkubation mit einer Konzentration von 10 pmol Ln**/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die
Elementverteilungen nach Messung der Isotope '*Ir und !'8Gd. Die Auflésung entspricht der

Spotgréfe x Spotgrofle/s.

Microscope
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Tabelle 9: LA-ICP-MS Aufnahmen von DOTA(Gd*")-funktionalisierten G5-PAMAM markierten MSCs
nach 24 h Inkubation mit einer Konzentration von 10 pmol Ln**/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die
Elementverteilungen nach Messung der Isotope '*’Ir und '3Gd. Die Auflésung entspricht der

Spotgrofie x SpotgroBe/s.

Microscope
Image / 1931y 158Gd
Spotsize

Intensity Intensity
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Der direkte Vergleich aller elementmikroskopischen Aufnahmen verdeutlicht die
bessere Eignung der Nanokristalle fiir die Zellmarkierung im Vergleich zu den
DOTA(Gd*")-funktionalisierten Dendrimeren und zum Magnevist®. Mit den
Nanokristallen wurde nicht nur die hochste Auflosung bei der Bildgebung der
Elementverteilung mit der LA-ICP-MS erreicht, sie eignen sich auch prinzipiell fiir einen
multiparametrischen Ansatz mit der ICP-MS. Multiparametrische Ansétze verlangen eine
Verschliisselung der Markierungsreagenzien (Barcoding), was aufgrund der
reproduzierbaren Dotierung der Nanokristalle mit verschiedenen Lanthanoiden sowie der
simultanen Detektion der **Gd-, **Eu- und °'V-Signale erreicht werden kann. Anhand
der gemessen '°8Gd-, '’Eu-Signale aus den Datensitzen der LA-ICP-MS wurde
iiberpriift, ob man ebenfalls Riickschliisse auf den Dotierungsgrad der eingesetzten
Nanokristalle schlieBen kann. Die Nanokristalle wéiren somit nicht mehr nur {iber ihr
Dotierungselement in der LA-ICP-MS unterscheidbar, sondern zusitzlich {iber den
vorliegenden Dotierungsgrad. Fiir die Berechnung des Dotierungsgrades wurde aus den
Datensitzen der LA-ICP-MS Messungen mit einer Auflosung von 4 pm Laser Spot Size
fiir jede ablatierte Linie die Fliche unter den Peaks nach Messung der '*Eu- und '**Gd-
Signale integriert und iiber das Verhiltnis beider Flichen der Eu*‘-Dotierungsgrad
bestimmt. Abbildung 57 zeigt exemplarisch die '*Eu- und '“®Gd-Intensititen des
Linienscans Nr. 14 aus dem Datensatz der mit Nanokristallen markierten A549-Zellen

bei 4 um Laser Spot Size.
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Abbildung 57: Auswertung der Signalintensititen [cps] von Linienscan Nr. 14 aus dem Datensatz einer
LA-ICP-MS Messung mit 4 um Laser-Spotgro3e von markierten A549-Zellen mit Eug,10Gdoo0VO4-PAA
Nanokristallen. Die AUC (Area Under the Curve) betrigt fiir >*Eu=3,78x107 und fiir '*3Gd=1,46x108,
woraus sich nach Umrechnung der Integrale auf die natiirliche Hiufigkeit der Elemente ein Eu®'-

Dotierungsgrad fiir Linienscan Nr. 14 von 11,0 % ergibt.

Bei der Berechnung des Dotierungsgrades iliber die Signalintensititen der beiden
Isotope '>*Eu und '"®Gd muss allerdings beriicksichtigt werden, dass man iiber das
Isotopenverhiltnis zunichst auf die natiirliche Haufigkeit der Elemente umrechnen muss
(Hiufigkeit > Eu=52,2 %, Hiufigkeit '*5Gd=24,84 %). Auf diese Weise erhilt man nach
Auswertung aller Linienscans (30 Linienscans) fiir die LA-ICP-MS Messung von
Euo,10Gdo,00VO4-PAA markierten A549-Zellen mit 4 pm Laser Spot Size einen mittleren
Eu-Dotierungsgrad von 10,5 % mit einem RSD von 21,4 %. Fiir die, mit Euo,10Gdo,00VO4-
PAA markierten, MSCs ergibt sich nach Auswertung der Daten aus der LA-ICP-MS
Messung mit 4 pm Laser Spot Size (33 Linienscans) ein mittlerer Eu-Dotierungsgrad von
11,2% mit einem RSD von 22,9 %. Der Eu-Dotierungsgrad der eingesetzten
Nanokristalle von 10 % wurde folglich nach den LA-ICP-MS Messungen der markierten
Zellen wiedergefunden. Zum eindeutigen Nachweis des ermittelten Dotierungsgrades
wurden die Nanokristallen aus dem gleichen Reaktionsansatz, wie sie filir die
Zellmarkierung verwendet wurden, mit der Fliissigmessung am ICP-MS (iCAP) erneut
analysiert. Hierfiir wurden sechs Proben der Euo10GdoooVO4-PAA Nanokristalle
genommen, die sechsmal aufgeschlossen und am i1CAP analysiert wurden. Nach
Auswertung der Signalintensitdten ergab sich fiir die Nanokristalle ein mittlerer Eu-
Dotierungsgrad von 10,2% mit einem RSD von 0,6%. Die relativen
Standardabweichungen zeigen, dass die Abweichungen der einzelnen Messungen

untereinander in den biologischen Matrizes bei den LA-ICP-MS Messungen wesentlich
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grofer ausfallen als bei der Fliissigmessung. Bei der LA-ICP-MS werden die Ergebnisse
zusétzlich von der Laserenergie und dem effektiven Probentransport von der Lasereinheit
zum [CP-MS beeinflusst. Auflerdem ist die Matrixlast bei den zelluldren Proben
wesentlich héher, wodurch mehr spektrale und nichtspektrale Interferenzen auftreten
konnen. Bei Berechnung des mittleren Dotierungsgerades iiber die Auswertung
>30 Linienscans nach den Messungen mit der LA-ICP-MS konnte der Dotierungsgrad
jedoch eindeutig dem bestimmten Wert nach Aufschluss und Fliissigmessung der
Nanokristalle zugeordnet werden. Dies ermdglicht prinzipiell die Zuordnung einer
Metallmarkierung iiber das Verhiltnis zweier (oder mehrerer) Dotierungen, was die
Multiplexfahigkeit der Nanokristalle mit der LA-ICP-MS um ein Vielfaches erweitert

wiirde.

2.5 Konjugation von Nanokristallen an Antikorper

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse einer Konjugation der Ln:GdVO4-PAA
Nanokristalle an Antikorper zur Detektion von Biomarkern in Gewebeschnitten mittels
anorganischer induktiv gekoppelter Plasma Massenspektroskopie (ICP-MS) dargestellt.
Als Modellantikorper zur Etablierung eines geeigneten Kopplungsverfahrens wurde
polyklonales anti-BSA (anti-Bovine Serum Albumin) eingesetzt. Polyklonale Antikdrper
konnen im Gegensatz zu monoklonalen Antikérpern mehrere Epitope des relevanten
Antigens erkennen, binden jedoch auch oft unspezifisch. [131] Als Puffersysteme fiir die
Konjugationen der Nanokristalle an anti-BSA wurden PBS pH 7,4 und 0,1 M MES
pH 5,5 verwendet. Nach Aktivierung der Carboxygruppen im MES-Puffer wurde der pH-
Wert nach Zugabe des Antikdrpers auf pH 7,4 eingestellt. Somit fanden alle
Konjugationen bei neutralem pH-Wert statt und die Nukleophilie der Aminogruppen der
Antikorper wurde gegen die aktivierten Carboxygruppen erhoht. Nach der Konjugation
wurden verbliebende reaktive Gruppen mit Glycin abgesittigt, um ein ,,Crosslinking* der
Nanokristalle zu vermeiden. Die Reaktionskontrolle der Antikdrperkonjugation erfolgte
mit einem Dot Blot Assay. Hierfir wurde das Antigen BSA in verschiedenen
Konzentrationen, zusammen mit PBS und NeutrAvidin als negativ Kontrollen, auf eine
Nitrocellulosemembran aufgetragen. Nach Inkubation der Membran mit den Antikérper-
Konjugaten erfolgte die Analyse der trockenen Membranen mit der LA-ICP-MS. Bei

einer erfolgreichen Konjugation der Nanokristalle an anti-BSA zeigten die BSA-Spots
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die entsprechenden Signale, der in den Nanokristallen enthaltenen Elemente. Abbildung
58 zeigt den Dot Blot einer Membran mit einem Antikorper-Konjugat, bei dem die
Kopplungsreaktion mit Glycin abgestoppt wurde. Beim Abstoppen der Reaktion mit
Glycin, der kleinsten a-Aminosdure, weist die polymere Hiille der Nanokristalle
Restladungen auf. Diese Restladungen konnen zu unspezifischen Wechselwirkungen
zwischen dem markierten Antikorper und einem Gewebe fithren und wurden ebenfalls
besonders intensiv im Dot Blot Assay beobachtet. Uber alle Spots hinweg, auch bei PBS
und bei der negativ Kontrolle NeutrAvidin, wurden Signale der Lanthanoide Gadolinium

und Europium detektiert.
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Abbildung 58: Uberpriifung der Konjugation von Eug0sGdo s VOs-PAA Nanokristallen an anti-BSA iiber
einen Dot Blot Assay. Die Aktivierung der Carboxygruppen und die Konjugation der Nanokristalle an die
Antikorper erfolgte in 1x PBS pH74 mit COOH:EDC=1:1.000, EDC:NHS=1:1 und
COOH : Ab=100 : 1. Fiir den Dot Blot Assay wurden verschiedene Konzentrationen des Antigens BSA
und der Blindwerte (NeutrAvidin und PBS) auf eine Nitrocellulose-Membran aufgetragen, die
anschliefend mit dem Antikorper-Konjugat inkubiert wurde. Die Dot Blot Membran wurde mit der LA-
ICP-MS analysiert und die Isotope '*®Gd und '*Eu gemessen.

Auftillig ist zudem, dass sich alle Spots als Ringe und nicht als Punkte darstellen.
Dieser Effekt wird auch ,Kaffeering-Effekt“ genannt, der durch die
Oberflachenspannung der Fliissigkeit und die Geometrie der suspendierten Teilchen
begriindet ist. Besonders sphérische Partikel flieBen durch die Kapillarstromung vom
Inneren des Tropfens zum Rand und lagern sich dort hoher konzentriert ab. [199] Die
Reaktionskontrolle der Antikorper-Konjugation mit dem Dot Blot Assay wird durch
diesen Effekt aber nicht beeinflusst. Vielmehr mussten die unspezifischen
Wechselwirkungen der Nanokristalle mit der Membran unterdriickt werden, um

beurteilen zu koénnen, ob es zur Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen den
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Nanokristallen und dem Antikorper kam. Um dies zu erreichen, wurden die
Oberflachenladungen der Nanokristalle in den Antikorper-Konjugaten nach Cruz-Alonso
et al. [200] mit einem 20-fachem molaren Uberschuss an Hydroxylamin abgeschirmt.
Abbildung 59 und Abbildung 60 zeigen die Analysen der Dot Blot Membranen, bei denen

die Konjugate vor der Inkubation mit dem Antigen mit Hydroxylamin behandelt wurden.

158 153 51
Gd Eu \Y Belegung der Membran
%8Gd  Intensity 183y Intensity Sty Intensity
=~ i 2.000E+07 i 5.000E+06 i 2.000E+07
16000 {8 16000 16000 .y
1.750E+07 4.375E+06 17s0es07 NeutrAvidin 1,5 pg/pl
14000 14000 14000
I 1.500E+07 I 3.750E+06 I 1.500E+07
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L 1.250E+07 L 3.125E+06 L 1.250E+07
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soc0 I - 7.500E+06 5000 | 18756406 5000 - 7.500E+06
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Abbildung 59: Uberpriifung der Konjugation von Eug 10GdogoVOs-PAA Nanokristallen an anti-BSA iiber
einen Dot Blot Assay. Die Aktivierung der Carboxygruppen erfolgte in 0,1 M MES pH 5,5 und die
Konjugation bei pH 7,4 mit COOH : EDC=1 : 500, EDC : NHS=1 : 1 und COOH : Ab=100 : 1. Nach der
Reaktion folgte die Abschirmung der negativen Oberflichenladungen der Antikdrper-Konjugate mit 20-
fachem molaren Uberschuss Hydroxylamin. Fiir den Dot Blot Assay wurden verschiedene Konzentrationen
des Antigens BSA und der Blindwerte (NeutrAvidin und PBS) auf eine Nitrocellulose-Membran
aufgetragen, die anschlieBend mit dem Antikérper-Konjugat inkubiert wurde. Die Dot Blot Membran
wurde mit der LA-ICP-MS analysiert und die Isotope '**Gd, '*Eu und *'V gemessen.
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Abbildung 60: Uberpriifung der Konjugation von Eug,10Gdo.s0VOs-PAA Nanokristallen an anti-BSA {iber

2000

einen Dot Blot Assay. Die Aktivierung der Carboxygruppen und die Konjugation der Nanokristalle an die
Antikorper erfolgte in 1x PBS pH74 mit COOH:EDC=1:500, EDC:NHS=1:1 und
COOH : Ab=100 : 1. Nach der Reaktion folgte die Abschirmung der negativen Oberflachenladungen der
Antikorper-Konjugate mit 20-fachem molaren Uberschuss Hydroxylamin. Fiir den Dot Blot Assay wurden
verschiedene Konzentrationen des Antigens BSA und der Blindwerte (NeutrAvidin und PBS) auf eine
Nitrocellulose-Membran aufgetragen, die anschlieBend mit dem Antikdrper-Konjugat inkubiert wurde. Die

Dot Blot Membran wurde mit der LA-ICP-MS analysiert und die Isotope *8Gd, "**Eu und 3'V gemessen.

Der Blot in Abbildung 59 wurde mit einem Antikdrper-Konjugat inkubiert, bei dem
die Carboxygruppen zunéchst in 0,1 M MES pH 5,5 aktiviert wurden und die Kopplung
an den BSA-Antikorper bei pH 7,4 erfolgte. Bei den Blots in Abbildung 60 erfolgte die
Aktivierung und die Kopplung in PBS pH 7,4. Beide Blots zeigen nach der Behandlung
der Konjugate mit Hydroxylamin eine deutlich geringe Signalintensitdt bei den Spots der
Blindwerte. Nach der Antikorper-Konjugation in 0,1 M MES war der 20-fache molare
Uberschuss an Hydroxylamin ausreichend, um die negativen Oberflichenladungen
abzuschirmen, da nahezu kein Signal bei den Blindwerten detektiert wurde. Die
Konjugate nach Kopplung in PBS bei pH 7,4 zeigten hingegen noch unspezifische
Wechselwirkungen. Jedoch wurden deutlich hohere Signalintensititen bei den Antigen-
Spots als bei den Blindwerten detektiert. Durch Optimierung des molaren Uberschusses
an Hydroxylamin konnten die unspezifischen Wechselwirkungen weiter reduziert
werden. Insgesamt wurde iiber die gewéhlte EDC/NHS Chemie eine schonende
Antikorper-Kopplung gewdhrleistet, deren Konjugate sich fiir weitere Untersuchungen
mit der ICP-MS-basierten Immunohistochemie, aber auch fiir die CyTOF-

Massenzytometrie eignen.
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3 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten makromolekulare Markierungsreagenzien durch
DOTA(Gd*")-Funktionalisierung kommerziell verfiigbarer G5-PAMAM Dendrimere
und nanopartikuldre Markierungsreagenzien auf Basis von Gadoliniumorthovanadat
(GdVOs) erfolgreich synthetisiert werden. Fiir die Darstellung des makromolekularen
Reagenzes wurde das Dendrimer G5-PAMAM iiber mehrere Reaktionsschritte
funktionalisiert, um moglichst viele Gadolinium-Ionen je Dendrimer zu komplexieren.
Zunichst wurde das kationische Polymer partiell acetyliert, um die Loslichkeit in
wiassrigen Systemen zu verbessern und zytotoxische Effekte zu verringern. [55], [57] Die
Aufnahme von 'H-NMR Spektren bestitige die erfolgreiche Acetylierung von ca. 50 %
der primédren Aminogruppen in der letzten Generation der Dendrimere. Fiir die
Konjugation des Chelators DOTA wurden die beiden bifunktionellen Linker DOTA-NHS
und DOTA-NCS untersucht. Nach anschliefender Gadolinium-Komplexierung erfolgte
die Untersuchung der Reaktionsprodukte mit der Gelpermeationschromatographie und
mit der [CP-MS Analytik. Nach Optimierung einzelner Syntheseschritte konnte mit dem
bifunktionellen Linker DOTA-NHS eine Ausbeute von 22 Gadoliniumionen je
Dendrimer erzielt werden. Ein zweites, nanopartikuldres Reagenz wurde liber eine
Solvothermal-Synthese in einem Gemisch aus Ethylenglykol und Wasser bei 120°C
erhalten, bei der Ln:GdVOs-Nanokristalle (Ln=Eu, Tb) mit einer funktionellen
Polyacrylsdaure(PAA)-Hiille dargestellt wurden. Nach Untersuchung der optimalen
Konzentrationen der Edukte in verschiedenen Ethylenglykol-Wasser-Gemischen wurden
mit Polyacrylséure funktionalisierte Nanokristalle mit hydrodynamischen Durchmessern
von 60+5 nm, PartikelgroBBen von 36,7 nm+7,2 nm, Polydispersititsindizes von 0,1 und
Ausbeuten von iiber 80 % erhalten. Die Synthese der Nanokristalle zeichnete sich durch
eine hohe Reproduzierbarkeit aus und die Dotierung der Nanokristalle mit verschiedenen
Dotierungselementen und -anteilen zeigte die prinzipielle Multiplexfahigkeit der
Nanokristalle in der ICP-MS. Nach dem Up-Scaling der Synthese auf das 10-fache
Reaktionsvolumen wurden Nanokristalle mit unverdnderter hydrodynamischer Grof3e
erhalten, wodurch sich der Herstellungsaufwand deutlich verringerte. Mit verschiedenen
analytischen Methoden wie der Transmissionselektronenmikroskopie, der Fluoreszenz-
und Infrarotspektroskopie sowie der Rontgenbeugung wurden die Nanokristalle

eingechend  charakterisiert. = Die  makromolekularen = und  nanopartikuldren
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Markierungsreagenzien zeichneten sich durch gute Biovertrdglichkeiten und ri-
Relaxivititen aus, was ihr Potential fiir die Anwendung als priklinische MRT-
Kontrastmittel belegte. Fiir die Nanokristalle wurde eine ri-Relaxivitit von 2,0 mM™! s™!
ermittelt und fiir die Gd*'-funktionalisierten Dendrimere eine ri-Relaxivitit von
11,0 mM™' s'. Die funktionalisierten Dendrimere weisen somit eine mehr als dreifach
hohere ri-Relaxivitit als das kommerzielle Kontrastmittel Magnevist® auf. Fiir beide
synthetisierten Reagenzien kann man davon ausgehen, dass sie insbesondere bei
Anwendungen als priklinische ,,blood-pool* Kontrastmittel zu einer Kontrastverstarkung
in der MRT fithren, da sie ldnger im Blut zirkulieren als die zugelassenen
niedermolekularen Kontrastmittel (z.B. Dotarem®) und sich somit besser fiir
Angiographien eignen. In Hinblick auf eine invivo Anwendung konnte das
nanopartikuldre Reagenz, unter Beibehaltung seiner kolloidalen Stabilitét, in geeigneter
Weise formuliert und sterilisiert werden. Die Stabilitdt der autoklavierten Formulierungen
wurde iiber einen Zeitraum von 3 Monaten nachgewiesen. Nachdem der Nachweis der
Stabilitdt der Formulierungen auch in Zellkulturmedien gezeigt werden konnte, wurden
die synthetisierten Reagenzien und Magnevist® erfolgreich fiir die in vitro
Zellmarkierung von adhédrent wachsenden Lungentumorzellen der Linie A549 und
humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe eingesetzt. Die
Quantifizierung der Lanthanoide nach der Zellmarkierung zeigte fiir die Nanokristalle die
effizienteste ~ Zell-Aufnahme, gefolgt von den DOTA(Gd*")-funktionalisierten
Dendrimeren und Magnevist®. Nach der Zellmarkierung veranschaulichte die in vitro
MRT-Bildgebung der Zell-Phantome eine deutlichere Kontrastverstirkung der Zellen
nach der Markierung mit den Nanokristallen im Vergleich zur Markierung mit
Magnevist®. Die Eu**-dotierten GAVO4-PAA Nanokristalle zeigten iiberdies interessante
lumineszierende Eigenschaften, die nach der Zellmarkierung mit der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie untersucht wurden und eine Visualisierung der Nanokristalle in
den Zellen ermdglichte. Bei dem Bioimaging mit der LA-ICP-MS erlaubten die
Messungen nach der Zellmarkierung mit den Nanokristallen eine Aufldsung bis zu 4 pm
Laser Spot Size, bei denen Intensititen fiir 1°*Gd im Bereich von 10° cps erreicht wurden.
Die  Nanokristalle konnten  dementsprechend nach der Zellmarkierung
modalitétsiibergreifend fiir die in vitro MRT-Bildgebung und fiir das Bioimaging mit der
LA-ICP-MS eingesetzt werden. Die LA-ICP-MS Messungen wurde ebenfalls dazu
genutzt, den prinzipiellen Einsatz der Nanokristalle fiir Multiplexing-Anwendungen zu

iiberpriifen. Hierfiir wurden nach der LA-ICP-MS Messung der markierten Zellen, die
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Dotierungsgrade der Nanokristalle liber die Auswertung der Signalintensititen der
Isotope berechnet. Die ermittelten Dotierungsgrade der Nanokristalle konnten eindeutig
dem Dotierungsgrad zugeordnet werden, welcher nach den fliissig ICP-MS Messungen
vor der Zellmarkierung bestimmt wurde. Die Nanokristalle kénnen somit nach
erfolgreicher Konjugation an Antikdrper die simultane Detektion zahlreicher Biomarker
an Gewebeschnitten oder Biopsieproben ermdglichen, da iiber die Auswertung der
gemessenen Isotope, die Zuordnung verschiedener Target-Molekiile méglich wird. Somit
werden Multiplexanwendungen moglich, die weit liber die Anzahl der verfiigbaren
Lanthanide hinausgehen und auch andere Metalle miteinschlieen konnten. Im Gegensatz
zu den Nanokristallen waren nach der Zellmarkierung mit den DOTA(Gd*)-
funktionalisierten Dendrimeren und Magnevist® beim Bioimaging mit der LA-ICP-MS
nur Aufnahmen bis zu einer Auflésung von 12 um Laser Spot Size moglich. Bei dieser
Laser Spot Size wurden fiir die Dendrimere Signalintensititen im Bereich von bis zu
10° cps fiir '°8Gd erreicht, wihrend beim Einsatz von Magnevist® die Signalintensititen
fiir 1°*Gd nur im Bereich von bis zu 10° cps lagen. Allgemein zeigten die Dendrimere und
Magnevist® in den Aufnahmen mit der LA-ICP-MS eine schlechtere Verteilung im
Zytoplasma der Zellen als die Nanokristalle. Mit den Nanokristallen wurden hingegen
Aufnahmen erhalten, die, auch bei geringen Auflosungen, eine gute Verteilung der
Signalintensititen liber die gesamte Zelle hinweg zeigten ohne die Zellviabilitit zu
beeinflussen. Die untersuchten Nanokristalle erscheinen somit fiir das Zell-Tracking
besonders vielversprechend. Aus der prinzipiellen Eignung der Nanokristalle fiir
Multiplex-Anwendungen resultierte die Motivation zur Etablierung einer geeigneten
Synthesevorschrift zur Konjugation der Nanokristalle an Antikorper. Hierfiir wurde als
Modell-Antikorper polyklonales anti-BSA gewihlt, deren Konjugation an die
Nanokristalle iiber einen Dot Blot Assay {iberpriift wurde. Bei der Konjugation wurden
insbesondere die Mengen der Aktivierungsreagenzien optimiert, um ein ,,Cross-Linking*
zwischen den Nanokristallen zu vermeiden. In den Dot Blot Experimenten zeigten die
Konjugate zundchst starke unspezifische Wechselwirkungen mit der Nitrocellose-
Membran, die wihrend der Reaktionskontrolle zum Einsatz kam und durch die negativen
Oberfldchenladungen der Nanokristalle aufgrund ihrer Polyacrylsdure-Hiille begriindet
war. Nach Abschirmung der Ladungen mit Hydroxylamin konnten die unspezifischen
Wechselwirkungen wesentlich reduziert und die Spezifitit der Konjugate gegen das
Antigen BSA nachgewiesen werden. Nach erfolgreicher Konjugation der Nanokristalle

an Antikorper steht nun dem Einsatz dieser Konjugate fiir die simultane Detektion
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zahlreicher Biomarker fiir die Inmuno-Bildgebung von Gewebeschnitten oder Biopsie-
Proben nichts mehr im Wege. Zusammenfassend lédsst sich schlussfolgern, dass die
Antikorper-Konjugate der Nanokristalle multiparametrische Ansédtze ermoglichen und
neben der Anwendung in ICP-MS-basierten Immunoassays, auch fiir die molekulare
in vivo MRT-Bildgebung sowie fiir die CyTOF-Massenzytometrie untersucht werden
konnen, was ihr Anwendungsspektrum mal3geblich erweitert wiirde. Fiir die Anwendung
der makromolekularen und nanopartikuldren Reagenzien als praklinische MRT-

Kontrastmittel sind zeitnah entsprechende in vivo Versuche geplant.



4 ANHANG Seite |102

4 Anhang

4.1 Experimentelle Durchfithrung

4.1.1 Verwendete Chemikalien
Chemikalien Bezeichnung Artikel-Nr.  Hersteller
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
1,4,7,10-tetraessigsdure, 2-[(4- DOTA-NCS B-205-100  Macrocyclics
isothiocyanatophenyl)methyl]-
2,2'2"-(10-(2-(
(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)-
2-oxoethyl)-1,4,7,10- DOTA-NHS C084 CheMatech
tetraazacyclododecan-1,4,7-
triyl)triaessigséure
4'.6-Diamidino-2-Phenylindole, ThermoFisher
Dihydrochloride DAPI D1306 Scientific
1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) EDC E6383 Sigma Aldrich
carbodiimid
2-(N-Morpholino)- .
ethansulfonsdure Monohydrat MES A1074,0100 - AppliChem
I M 2-(3-(2-Hydroxyethyl)-1- ) p preppg BW/LOISO  Th.Geyer
piperazinyl)-ethansulfonsdure
I N Natriumhydroxid I N NaOH K021.1 Roth
MaBlésung
1 N Salzsdure MaBlosung 1 N HCI K025.1 Roth
antljBf)Vlne Serum Albumin ant1TB"SA SAL-10A H§lzel ‘
Antikorper Antikorper Diagnostika
Bovine Serum Albumin . )
(Iyophilized powder, >96 %) BSA A2153-10G  Sigma Aldrich
Deuteriumoxid D20 2361.1000  Th.Geyer
D-Mannitol - M4125 Sigma Aldrich

PAN

DMEM low Glucose - L0060-500 Biochtech
DMEM with 4,5g/L Glucose - P04-04500 PAN

Biochtech
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Eindeckmedium ;{lout (i::)-cl\;[r(;unt HP19.1 Carl Roth
Eindeckmedium mit DAPI ;{lout S)C:)-Cl\;i[r(;ulr;EAPI HP20.1 Carl Roth
Essigsdureanhydrid C4HeO3 4483.1 Carl Roth
Ethylenglykol EG 9516.1 Carl Roth
Europiumnitrat Pentahydrat Eu(NOs)3 5 H20 207918 Sigma Aldrich
Fetales Kélberserum FCS P30-3302 gﬁ)ljh tech
Gadoliniumchlorid Hexahydrat ~ GdClz 6 H2O G7532 Sigma Aldrich
Gadoliniumnitrat Hexahydrat Gd(NOs3); 6 H20 451134 Sigma Aldrich
Deneration 3 Poly(amidoamine) 5 pAMAM 536700 Sigma Aldrich
Glycin - 3790.2 Carl Roth
Hydroxylaminhydrochlorid NH>OH HCI 55459 Sigma Aldrich
Mercaptoethanol - 4227.3 Carl Roth
Methanol (wasserfrei) MeOH 322415 Sigma Aldrich
Milchpulver - T145.2 Carl Roth
Natriumcarbonat Na,COs Al135.1 Carl Roth
Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3 8551.1 Carl Roth
NeutrAvidin : 31000 Fisher

Scientific

N-Hydroxysuccinimid NHS 130672 Sigma Aldrich
iglr:r(;il;io;reol‘:f;r%bgig um NC Membran ;K(f)lglA10402 Sigma Aldrich
Paraformaldehyd PFA 0335.2 Carl Roth
Penicillin-Streptomycin Pen./Strep. P06-07100  PAN Biotech
Phosphat-gepufferte Salzlosung  DPBS L0615-500  Biowest
Phosphat-gepufferte Salzlosung  PBS 8435 Chemsolute
Polyacrylsdure PAA 323667 Sigma Aldrich
Stickstoff N2 - Air Products
Tetrabutylammoniumacetat TBAA SA/335991  Th.Geyer

THERMO Inorganic
Thermo Tune B - TUNE B Ventures

iCAP
Triethylamin EtsN X875.1 Carl Roth
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat CsHsNazO7-:2 HOO  S4641 Sigma Aldrich
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Tris-gepufterte Salzlosung mit 91414- . .
Tween20 TBS-T 10TAB Sigma Aldrich
Trypsin/EDTA - P10-020100 Pan Biotech
Zitronensdure, wasserfrei CcHsO7 6490.3 Carl Roth
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4.1.2 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppelten Plasma (ICP-MS)

Die quantitative Bestimmung der Lanthanoid-Gehalte in den synthetisierten
Reagenzien erfolgte mit der ICP-MS (iCAP Q, Thermo Scientific™) an der
Bundesanstalt fiir Materialforschung und —priifung (BAM). Um optimale Bedingungen
fiir die hochempfindlichen Messungen der Elementanalytik zu gewéhrleisten, befindet
sich das ICP-MS im sog. Graubereich der BAM, einem partikelreduzierten Bereich. Die
Probenvorbereitung erfolgte daher mit groer Sorgfalt unter der Sterilwerkbank. Von
allen Kalibrier- und Probeldsungen wurden mindestens 10 mL einer Messldsung in je
15mL Falcon-Tubes mit 1 %-iger HNOs; als Losemittel pripariert, um
Querkontaminationen zu vermeiden. Sofern Glasgerite wiahrend der Probenpréparation
zum Einsatz kamen, wurden diese zunéchst fiir 24 Stunden in 5 % HNO3 gelagert und
vor ihrer Verwendung griindlich mit Milli-Q gespiilt. Fiir die Préparation der
Kalibrierlosungen wurden aus den entsprechenden Nitrat- bzw. Chlorid-Salzen der
Lanthanoide Gadolinium, Europium und Terbium zunichst je eine Stammldsung
hergestellt. Aus den Stammlosungen folgte die weitere Priparation der
Kalibrierlosungen. Es wurden mindestens 6 Kalibrierlosungen mit je drei der zu
bestimmenden Lanthanoide hergestellt. Die Konzentrationen in den Kalibrierlosungen
lagen fiir Gadolinium im Bereich von 500-10.000 ng/L, fiir Europium im Bereich von 50-
1.000 ng/L und fiir Terbium im Bereich von 60-1.300 ng/L. Alle Analysen erfolgten mit
dem internen Standard Indium (1 g/L in 2-3% HNO;3, ICP Certipur von MERCK). Indium
wurde gewdhlt, da es in den natiirlichen Proben nicht enthalten ist, selbst keine Matrix-
Effekte erzeugt und é&hnliche physikalisch-chemische Eigenschaften wie die zu
bestimmenden Lanthanoide aufweist. [201] Die Konzentration des internen Standards
Indium betrug in allen Kalibrier- und Probel6sungen 1.250 ng/L, womit die
Signalintensititen [cps] der ''°In-Signale im mittleren Bereich der Signalintensititen fiir
die '°8Gd-Kalibrierlsungen lagen. Die kolloidal vorliegenden Nanokristalle wurden vor
der Verdiinnung mit 1 %-iger HNO; zunichst mit einem Uberschuss konzentrierter
Salpetersdure aufgeschlossen. Hierfiir wurden 50 uL der Partikeldispersion mit 950 pL
konzentrierter HNOs3 versetzt, wobei sdmtliche Analyten in wéssrige Losung iiberfiihrt
werden konnten. Die weitere Verdiinnung der Nanokristall-Proben erfolgte in 15 mL
Falcon-Tubes mit 1 %-iger HNOs. Es folgten iiblicherweise zwei weitere Verdiinnungen
der Aufschliisse, bei denen die Nanokristall-Proben in einem Volumen von 10 mL, erst

1:200 und anschlieBend 1:400, verdiinnt wurden. Von den DOTA(Gd*)-
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funktionalisieren G5-PAMAM Dendrimeren wurden im ersten Verdiinnungsschritt
100 uL  mit 900 uL  konzentrierter HNO;3; versetzt. Die beiden weiteren
Verdiinnungsschritte erfolgten ebenfalls in einem Volumen von 10 mL und betrugen
iiblicherweise erst 1:100 und anschlieBend 1:200. Die Zugabe des internen Standards
erfolgte bei allen Proben wéhrend der ersten Verdiinnung mit der 1 %-igen HNOs. Je
nach Dotierungsgrad der Nanokristalle bzw. der Gd*"-Konzentration der
funktionalisierten Dendrimere wurden die Verdiinnungsschritte gegebenenfalls
angepasst. Die priparierten Messlosungen wurden an der BAM mit der ICP-MS
analysiert. Vor der Inbetriecbnahme des ICP-MS wurde zunichst das Kiihlmobil
eingeschaltet und Sample und Skimmer Konen auf exakten Sitz sowie auf Ablagerungen
oder Deformationen der Konuseintritts6ffnungen kontrolliert. Nachdem die Temperatur
am Kiihlmobil 18°C erreicht hatte, wurde das Plasma geziindet. Die Einbrennzeit betrug
mindestens 15 min wihrenddessen mit Milli-Q oder 1 %-iger HNOj3 gespiilt wurde. Die
Uberpriifung des Gerites hinsichtlich Empfindlichkeit und massenspektraler Auflosung
erfolgte mit einem ,,Performance-Report” unter Verwendung der Multielementlosung
»lune B Sollte der Performance-Report nicht erfolgreich gewesen sein, wurden
Empfindlichkeit und massenspektrale Auflosung mit der ,,Tune B“-Losung und dem in
der Software hinterlegten Wizard ,,Autotune* optimiert. Beim ,,Autotune* erfolgte die
automatische Optimierung der Torch-Position, des Probengasflusses und der Spannungen
an den Linsen des Quadrupol-Massenfilters. Nach erfolgreichem ,,Autotune‘ wurden die
Bedingungen fiir die nachfolgenden Messungen iibernommen. Verlief das ,,Autotune®
nicht erfolgreich, wurde eine Massekalibration durchgefiihrt. War auch diese nicht
erfolgreich, musste ein Detektor-Setup gemeinsam mit dem Gerdteverantwortlichen
vorgenommen werden. Nach Massenkalibration und/oder Detektor-Setup erfolgte jeweils
erneut ein ,,Autotune®. War dieser erfolgreich, konnte mit den Messungen begonnen
werden, fiir die mit dem Autosampler ASX 520 gearbeitet wurde. In der Software
»Qtegra® wurde ein LabBook mit allen zu ermessenden Proben erstellt und die gesamte
Sequenz immer zweimal gemessen. Nach der ICP-MS Messung wurde die Linearitdt des
kalibrieren Bereiches iiberpriift. Hierfiir wurden die gemessenen '°*Gd-, !>*Eu- und *Tb-
Signalintensititen durch die Signalintensitiiten des internen Standards ''’In dividiert. Aus
den erhaltenen ,relativen Signalen® wurde fiir jedes Element eine Kalibriergerade erstellt.
Die Uberpriifung der Linearitit erfolgte iiber die Bestimmung der Quadrate der
Korrelationskoeffizienten (R?). Die Quantifizierung der Lanthanoid-Gehalte erfolgte nur,

wenn fiir alle Kalibriergeraden, Korrelationskoeffizienten >0,9990 bestimmt wurden.
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Tabelle 10 zeigt die Messparameter fiir die ICP-MS Analytik und Abbildung 61 zeigt
exemplarisch die Kalibriergeraden, die fiir die Gadolinium-, Europium- und Terbium-

Gehaltsbestimmung erhalten wurden.

Tabelle 10: Messparameter fiir die Messung fliissiger Proben mit der ICP-MS

ICP-MS Parameter

Massenspektrometer iCAP Q

Probeneintrag PFA Zerstauber

Inlet High Matrix Inlet ,,HM*
Sample und Skimmer Conen Nickel

Injektor-Rohr 2,5 mm

18Gd  y=84,225x+11534 (R?=0,9994) G/ In 2’;3;?)692;929]3; Sk

1,E+06 3

9,E+05

8,E+05 -

7,E+05 -

6.E+05 = 158Gd
! + 115In
5,E+05 -

4,E+05
3,E+05
2,E+05
1,E+05
0,E+00

N

-

-

158G d , 15|
158Gd / 115In

0 2.500 5.000 7.500 10.000 12.500
Gd* [ng/L]

0 2.500 5.000 7.500 10.000 12.500
Gd** [ng/L]

IB3py/15[p  y=6,05475E-4x+0,00507 1597h/15[n  y=0,00116x+8,26039E-5
(R?=0,99996) (R>=0,99998)

2,0

0,7 -
0,6 -
05
04 -
03

183gy [ 115|n
159Th / 115 In

0,2 0.5

0,1

0,0 . 0,0 :
250 500 750 1.000 1.250 0 250 500 750 1.000 1.250 1.500

o

Eu?* [ng/L] Tb®* [ng/L]

Abbildung 61: Darstellung der Kalibriergeraden fiir die quantitative '3Gd-, '33Eu, und '*Tb-Bestimmung
mit der ICP-MS-Analytik bei Verwendung des internen Standards ''In.
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4.1.3 Funktionalisierung von G5-PAMAM-Dendrimeren

Acetylierung von G5-PAMAM

Fiir die partielle Acetylierung des Dendrimers G5-PAMAM wurden verschiedene
Mengen der Edukte untersucht, um einen Acetylierungsgrad von ca. 50 % zu erreichen
(siche Tabelle 11). Hierfir wurden in einem 25 mL Ein-Hals Rundkolben 0,104 g
(3,59 umol) G5-PAMAM und wasserfreies Methanol vorgelegt. Anschlieend erfolgte
bei 400 rpm die Zugabe der weiteren Edukte Essigsdureanhydrid und Triethylamin. Die
Kolben wurden fest verschlossen und fiir 24 h bei Raumtemperatur und 400 rpm gertihrt.

Tabelle 11: Ubersicht der eingesetzten Stoffmengen der Edukte fiir die particlle Acetylierung von
3,59 pmol G5-PAMAM.

Acetylierung 1 Acetylierung2 Acetylierung3 Acetylierung 4

Methanol 7,8 mL 10 mL 10 mL 10 mL
(wasserfrei)

Essigsédure- 0,23 mmol 0,31 mmol 1,62 mmol 1,62 mmol
anhydrid

Triethylamin 0,25 mmol 0,61 mmol 2,02 mmol 3,24 mmol
Na- Ja - - -
Atmosphire

Fiir die Bestimmung der Acetylierungsgrade mit der NMR Spektroskopie wurde am
Ende der Reaktion das Methanol vollstindig am Rotationsverdampfer (Wasserbad 40 °C,
Druck: 200 mbar) entfernt und der Riickstand in 4 mL Milli-Q-Wasser aufgenommen.
Die Aufreinigung der so erhaltenen Dispersionen erfolgte in AMICON Ultra-4 10K
Filtereinheiten durch dreimaliges Waschen mit 4 mL Milli-Q-Wasser (20 min / 7.500 g).
Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der Riickstand in 0,5 mL Milli-Q
aufgenommen und in 1,1 mL Bordel-Vials iiberfiihrt. Die Filtereinheiten wurden mit
weiteren 0,5 mL Milli-Q gespiilt und diese Losung ebenfalls in die Bordel-Vials
iberfiihrt. Im Anschluss folgte die Gefriertrocknung und die Verbordelung der Vials. Erst
unmittelbar vor der NMR Analytik wurden die Proben in je 0,75 mL D>O (1 Ampulle
D,0=0,75mL) aufgenommen. Nach Aufbrechen der Glasampulle wurde das D-O
vollstindig {iber eine Spritze durch das Septum der verbdrdelten Vials zu den
gefriergetrockneten Dendrimeren gegeben. Zum besseren Losen der Dendrimere wurden

die Vials gevortext und kurz ins Ultraschallbad gestellt. Erst direkt vor der NMR Messung
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wurden die Vials gedffnet und der gesamte Inhalt in die NMR Rohrchen iiberfiihrt. Die
Aufnahme der NMR Spektren erfolgte mit einem 700 MHz NMR Spektrometer von
Bruker (Avance III) an der TU Berlin.

DOTA(Gd)-Funktionalisierung von Ac-G5-PAMAM

Nach der Acetylierung der Dendrimere wurde das Losemittel Methanol am
Rotationsverdampfer (Wasserbad 40 °C, Druck: 200 mbar) entfernt und der erhaltene
Riickstand in 1 mL Kopplungspuffer (50 mM MES pH 5,5 bzw. PBS/Bicarbonat pH 8,3)
aufgenommen. Das acetylierte Dendrimer wurde in einen Float-A-Lyzer G2 (8-10 kDa)
tiberfiihrt und der Kolben noch zweimal mit je 1 mL Kopplungspuffer griindlich gespiilt
und die Losungen ebenfalls in das Dialysemodul tiberfiihrt (Vges=3 mL). Zur Entfernung
iiberschiissiger Reaktanden wurde das Reaktionsprodukt gegen den Kopplungspuffer
dialysiert. Nach der Aufreinigung wurden fiir die Kopplung je 0,69 umol des
aufgereinigten Dendrimers mit 69,12 pmol DOTA (DOTA-NHS bzw. DOTA-NCS) im
jeweiligen Kopplungspuffer in einem Reaktionsvolumen von 4 mL umgesetzt. Im Falle
der Zugabe von DOTA-NHS in DMSO wurden 110 pL DOTA-NHS-Losung
(500 mg/mL in DMSO) zu 3,89 mL acetyliertem Dendrimer (0,69 umol) in
PBS/Bicarbonat-Puffer pH 8,3 gegeben. Nach allen DOTA-Zugaben wurde der pH-Wert
der Reaktionsmischungen mit 1 N NaOH auf den pH des Kopplungspuffers gestellt bzw.
im Falle des 50 mM MES Puffers auf pH 7,5. Die Kopplungsreaktionen erfolgten in
10 mL Schnappdeckelgldser fiir 1h bei 400 rpm und Raumtemperatur. Bei allen
Synthesen wurde ein Blindwert mitgefiihrt, bei dem nur Kopplungspuffer bzw. DMSO
ohne DOTA zugegeben wurde. Fiir die Aufreinigung wurden die DOTA-
funktionalisierten Dendrimere in AMICON Ultra-4 10K Filtereinheiten iiberfiihrt und 2x
mit 4 mL Komplexierungspuffer (10 mM Citrat-Puffer pH 6,0 bzw. 20 mM TBAA Puffer
pH 6,0) gewaschen (20 min / 7.500 g). Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der
Riickstand in 2 mL Komplexierungspuffer redispergiert und in ein Schnappdeckelglas
iberfiihrt. Die Filtereinheiten wurden mit je 1 mL Komplexierungspuffer gespiilt und die
Losung ebenfalls in das gleiche Schnappdeckelglas iiberfiihrt. Die Zugabe von Gd**
erfolgte liber eine Losung aus GdCl3x6 H20 in Komplexierungspuffer mit einem molaren
Uberschuss von 30 % (57,51 umol) bezogen auf 64 DOTA-Gruppen. Fiir 1 h wurden je
3 mL der DOTA funktionalisierten Dendrimers mit 1 mL der Gd*"-Losung bei 600 rpm
und Raumtemperatur (bzw. 37 °C) geriihrt. Im Anschluss wurden alle Proben iiber einen

0,45 um Spritzenfilter filtriert und gegen 20 mM HEPES pH 7,0 im Float-A-Lyzer G2
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(8-10 kDa) dialysiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Dendrimere bei 2-8°C

im Kiihlschrank gelagert.

4.1.4 Gelpermeationschromatographie

Fiir die Untersuchung der funktionalisierten G5-PAMAM Dendrimere mit der
Gelpermeationschromatographie wurde mit der stationéren Phase Sephadex G-10 und
einer AKTApurifier (GE Healthcare Life Sciences) gearbeitet. Zum Packen der 16 mm
Glassdule wurde in einem 50 mL Falcon-Tube zu 12,3 g Sephadex G-10 40,3 g hei3es
Wasser gegeben. Diese Mischung wurde fiir 24 h auf dem Schwenker bei
Raumtemperatur quellen gelassen und im Anschluss die Sédule gepackt. Die Hohe des
Sdulebetts betrug nach dieser Vorgehensweise ca. 13 cm. Das Injektionsvolumen der
Proben betrug 100 pL. Als Eluent (isokratisch) wurde 20 mM HEPES pH 7,0 gewdhlt
und mit einer Flussrate von 1 mL/min gearbeitet. Es wurde die UV Absorption bei

210 nm und die Leitfahigkeit in Abhidngigkeit vom Elutionsvolumen detektiert.

4.1.5 Synthese von Ln:GdVO4-PAA Nanokristallen

Die Darstellung von dotierten GdVO4-PAA Nanokristallen iiber die solvothermale
Route erfolgte aus zwei Ausgangslosungen bei 120°C. Losung 1 bestand aus 0,2 M
Natriumorthovanadat (Na3VOs) mit Polyacrylsdure (Mw=1.800g/mol) in einem Gemisch
aus Ethylengykol und Wasser. Losung 2 bestand aus den Lanthanoiden (Ln*") in reinem
Ethylenglykol. Um die Substanzen besser zu 16sen, wurden beide Ausgangslosungen im
Wasserbad fiir 10 min auf 80°C erwidrmt. Nachdem sie auf Raumtemperatur abgekiihlt
waren, wurden sie zunéchst iiber einen 0,2 pm Spritzenfilter filtriert. Je 2,5 mL von jeder
Ausgangslosung wurde unter Riihren bei 800 rpm in ein 50 mL Becherglas gegeben. Die
Mischung wurde anschlielend in ein 15 mL Falcon-Tube tiberfiihrt und fiir die Alterung
3 h bei 120°C in den Trockenschrank gestellt. Nach der Alterung wurde die Dispersion
wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und die Nanokristalle iiber Zentrifugation
aufgereinigt. Mit jeweils 4 mL Losemittel wurde zweimal mit Ethanol und einmal mit
Milli-Q-Wasser gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die
Nanokristalle in 4 mL Milli-Q-Wasser redispergiert und weiter iiber Dialyse (MWCO
8-10 kDa) gegen Milli-Q aufgereinigt.
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4.1.6 Dynamische Lichtstreuung und Zetapotential

Fiir die DLS- und Zetapotential-Messungen wurde ein Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments) mit einem He-Ne Laser (633 nm) an der Bundesanstalt fiir
Materialforschung und —priifung genutzt. Fir die Messungen wurden die
Partikeldispersionen 1:10 mit Milli-Q-Wasser verdiinnt und bei 25°C in Riickstreuung
(173° backscatter) gemessen. Von jeder Probe wurde eine Doppelbestimmung mit jeweils
zehn Messzyklen durchgefiihrt. Die Berechnung der mittleren hydrodynamischen
Durchmesser (Z-average) and der Polydispersititsindices (PDI) erfolgten mit der
Kumulantenanalyse. Die Zetapotentiale wurden aus der elektrophoretischen Mobilitét

iber die Smoluchowski-Anndherung berechnet.

4.1.7 Rontgenweitwinkel-Pulverdiffraktometrie

Die Untersuchungen der Nanokristalle mit der Rontgendiffraktometrie erfolgten mit
einem Bruker AXS D8 Advance Diffraktometer in Bragg—Brentano Geometrie mit Cu-
Ko Strahlung (A\=1.541874 A) an der Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung.
Die Messung erfolgte mit einer Rontgenleistung von 40 kV (40 mA) zwischen
206=5-60°mit 0,02° Schrittweite und 10 s pro Schritt. Fiir eine Gesamtmessung resultierte
eine Messzeit von ca. 8 h. Nach der Scherrer-Methode wurde iiber die Bestimmung der
Reflexverbreiterung, die Kristallitgrole der Proben berechnet. Die Reflexverbreiterung
wurde auf halber Hohe des intensivsten Reflexes (FWHM=full width at half maximum)
im Bogenmal} bestimmt. Die Berechnung der Kristallitgro3e B erfolgte gemil3 Formel 9.
In die Formel gehen die Scherrer-Konstante K (wurde in erster Ndherung 1 gesetzt), die
Wellenléinge der verwendeten Réntgenstrahlung mit A=1,54056 A (Cu-ka), die
Reflexposition des intensivsten Reflexes (L) und die Halbwertbreite FWHM im

Bogenmal ein.

_ K-2 Formel 9
" L-cos8

Beispielsrechnung

g K4 _ T 1,54056A 1,54056 202 A — 202
~L-cos6  0,0078-cos(12,371)° _ 0,0076 = chenm
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4.1.8 Rontgenfluoreszenzanalyse

Die Untersuchungen der Nanokristalle mit der Rontgenfluoreszenzanalyse erfolgten
mit einem PANalytical Zetium Ultimate RFA-Spektrometer mit einer R6hrenleistung von
60kV (66 mA), einem Probenfleck von ca. 0,8cm und 15s Messzeit an der
Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung.

4.1.9 Transmissionselektronenmikroskopie

Aufnahmen von den Nanokristallen mit der Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) erfolgten am ZELMI (Zentraleinrichtung Elektronenmikroskopie) der TU Berlin.
Das verwendete Transmissionselektronenmikroskop (FEI Tecnai G* Spirit 20 S-TWIN)
arbeitete mit einer LaBs-Kathode, 200 kV Beschleunigungsspannung und einer
Punktauflésung von 0,24 nm. Fiir die Priparation der Proben wurden die
Nanokristalldispersionen 1:1 mit Aceton gemischt und je 3 pL dieser Mischung auf
einem TEM Grid aus Kupfer (mit Kohlenstoff beschichtetes Kupfernetz) aufgetragen.
Nach dem Verdampfen des Losemittels wurde das Grid auf dem Probenhalter platziert,

iiber eine Schleuse ins Vakuum gebracht und dem Elektronenstrahl ausgesetzt.

4.1.10 Fluoreszenzspektroskopie

Die Aufnahme von Fluoreszenzspektren erfolgte an einem Fluoreszenzspektrometer
der Fa. Edinburgh Instruments Ltd. (Modell F900) an der Bundesanstalt fiir
Materialforschung und -priifung. Die Messung der Nanokristall-Dispersionen erfolgte
unter Verwendung eines 495 nm Cut-Off Filters im Emissionsstrahlengang des

Spektrometers.
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4.1.11 Bestimmung der ri-Relaxivitiit

Fiir die Bestimmung der ri-Relaxivitidt wurden von den zu untersuchenden Proben
mindestens fiinf Verdiinnungen mit Milli-Q-Wasser im Konzentrationsbereich von

0,05-2,0 mM Gd** hergestellt.

Fiir die Bestimmung der ri-Relaxivitdt am Minispec mq40 (Fa. Bruker) wurden je
200 pL der Verdiinnungen in NMR-R6hrchen iiberfiihrt und bei 40°C und 0,94 T die
longitudinalen Relaxationszeiten (Ti-Relaxationszeiten) der Protonen in Gegenwart der
zu analysierenden Proben bestimmt. Durch Auftragung der reziproken Ti-Relaxationszeit
(Relaxationsrate in s!) iiber der Konzentration in mM wurde aus dem Anstieg der linearen

Regressionsgeraden die Relaxivitit rj in mM™-s™! erhalten.

i—i+r-c Formel 10
T, T,y [Tt Ckm

Fiir die Bestimmung der ri-Relaxivitdt am praklinischen PET/MRT (nanoScan, Fa.
Mediso) wurden je 250 uL der Verdiinnungen in 200 pL. ProbengefiBe (Fliissig-
Phantome) iiberfiihrt. Im Gegensatz zur Messung am Minispec erfolgten diese
Messungen bei 1 T und 18°C. Mit der Sequenz ,,IR GRE SNAP T1 maps* wurde von den
Euo,10Gdo,00VO4-PAA Nanokristallen eine sog. T1 Map erzeugt. Die T1 Map enthielt fiir
jede Verdiinnung die aufgenommene Ti-Relaxationskurve, die an die nachfolgende
Formel 11 angepasst werden musste. Hierbei wurden die Parameter A, f und T; in der
Software dahingehend optimiert, dass die Kurven mit einem ,,Adj. R-Square* von >0,99
vorlagen. [181] Die Gleichung wird daher auch ,,Drei-Parameter-Fit* genannt. Aus den

so erhaltenen Ti-Relaxationszeiten wurde analog Formel 10 die ri-Reaxivitdt bestimmt.

TI
I =abs(A- (1 —f- e'ﬁ)) Formel 11

4.1.12 Biokompatibilititsuntersuchungen

Die Biokompatibilitdtsuntersuchungen wurden mit dem MTT-Test an verschiedenen
Passagen der Erhaltungskultur von humanen leukédmischen Zellen der Linie U937
durchgefiihrt. Die Kultivierung der U937 Zellen (Suspensionszellen) erfolgte bei 37°C
und 5 % CO; (Standardbedingungen) unter Verwendung von RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) Zellkulturmedium mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin.
Nach der Bestimmung der Zellzahl am CASY® Cell Counter wurde die Zellsuspension
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mit Kulturmedium auf eine Zellzahl von 4x10* Zellen/100 pL eingestellt und je 100 uL
dieser Verdiinnung in die Kavititen einer 96-Well Platte ausgesdt. Im Falle der
Eu0,10Gdoo0VO4-PAA Nanokristalle wurden die Partikeldispersionen zunédchst mit D-
Mannitol auf isoosmolare Bedingungen (290+10 mOsm/kg) und pH 7,4 bei einer Gd**-
Konzentration von 25 mM eingestellt. Die Gd*'-funktionalisieren G5-PAMAM-
Dendrimere wurden ebenfalls mit D-Mannitol auf isoosmolare Bedingungen eingestellt.
Da sie nach der Synthese mit einer Gd**-Konzentration <25 mM vorlagen, konnte hier
keine vorige Einstellung der Konzentration auf 25 mM erfolgen. Alle Testsubstanzen
wurden nach der Formulierung steril filtriert und je vier Verdiinnungen (1:2, 1:5; 1:10;
1:100) mit Kulturmedium hergestellt. Zusétzlich zu den Testsubstanzen wurde bei allen
MTT-Tests eine positiv und eine negativ Kontrolle mitgefiihrt. Fiir die negativ Kontrolle
wurde PBS-Puffer und Kulturmedium verwendet, fiir die positiv Kontrolle 2 %-ige Triton
X-100 Losung, welche die Zellwand zerstort und somit toxisch wirkt. Von jeder Probe
wurden 5 Mal je 50 pL zu den Zellsuspensionen pipettiert. Nach 24 h Inkubation mit den
Testsubstanzen folgte die Zugabe von 10 pL MTT Reagenz (5 mg/ml in PBS) und die
Proben wurden fiir weitere 4 h im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert.
SchlieBlich wurden die Platten zentrifugiert (5 min, 1000 rpm) und 100 pL Kulturlosung
vorsichtig abpipettiert. In jede Kavitdt wurden 100 pl MTT-Stopp Reagenz (0,04 N HCl
in i-Propanol) pipettiert und die Losungen auf der Platte vorsichtig durchmischt. In den
Kavitidten mit metabolisch aktiven Zellen war ein Farbwechsel von gelb zu blau zu
beobachten. Im Mikrotiterplattenphotometer wurde die Absorption bei 570 nm und
620 nm gemessen. Die Messung bei 620 nm diente zum Abzug des Backgrounds, der von
Zellbruchstucken oder anderen Storfaktoren herrithrt. Die Berechnung der
Zellviabilititen erfolgte iiber die gemessenen Absorptionen der Proben in Relation zur

Kontrolle mit Kulturmedium.

4.1.13 Metallmarkierung von A549 Zellen und MSCs

Die Zellmarkierung wurde anhand zweier adhdrent wachsender Zellarten untersucht:
Zellen des humanen Bronchialkarzinoms der Linie A549 und humane mesenchymale
Stammzellen (MSCs) aus dem Fettgewebe. Die Kultivierung beider Zellarten erfolgte bei
37°C und 5 % CO: (Standardbedingungen) unter Verwendung von DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) Zellkulturmedium (fiir die MSCs mit 1 g/L Glukose und fiir
die A549-Zellen mit 4,5 g/LL Glukose) mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin.
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Vor der Zellmarkierung wurde die Erhaltungskultur zunichst unter dem Lichtmikroskop
auf Wachstum begutachtet. Bei einer Konfluenz von mindestens 75 % wurden die Zellen
geerntet. Durch 5-miniitige Inkubation mit Trypsin/EDTA 16sten sich die Zellen und
konnten in PBS resuspendiert werden. Nach Bestimmung der Zellzahl mit einem Casy®
Cell Counter wurde die Zellsuspension mit Kulturmedium auf die gewiinschte Zellzahl
eingestellt. Zur Untersuchung der Aufnahmefdhigkeit der Markierungsreagenzien
wurden die Zellen auf autoklavierte Deckgldser (22x22 mm) in einer 6-Well-Platten
ausgesdt. Nach Verteilung der Zellsuspensionen auf die Deckglidser wurde die Platte
vorsichtig in den Brutschank transportiert. Nach 15 min wurden je 1,5 ml Medium pro
Well hinzugeben und die Zellen iiber Nacht im Brutschrank unter Standardbedingungen
inkubiert. Nach dem Anwachsen der Zellen wurde das Medium am néchsten Tag
komplett abgesaugt und die Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen mit
frischem Kulturmedium zugegeben. Im Falle der Nanokristalle wurden die
Partikeldispersionen zundchst mit D-Mannitol auf isoosmolare Bedingungen
(290+10 mOsm/kg) und pH 7,4 eingestellt. Alle Testsubstanzen wurden vor ihrer Zugabe
iiber einen 22 um Spritzenfilter steril filtriert. Die Vorverdiinnungen wurden auf das
dreifache der Sollkonzentration eingestellt, so dass nach der Zugabe von 500 pL der
Testsubstanzen und weiteren 1.000 pL. Kulturmedium die gewiinschte Konzentration
vorlag. Die Zellen wurden mit den Testsubstanzen fiir weitere 6 h bzw. 24 h unter
Standardbedingungen inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut unter dem
Mikroskop beziiglich Auffilligkeiten und Zellverdnderungen begutachtet. AnschlieSend
wurden die Zellen zweimal griindlich (3x kurz und 2x 5 min) mit je 2 mL DPBS pH 7,4
(ohne Ca und Mg) gewaschen (Standard-Waschschritte) und mit je 2 mL 4 %igem
Paraformaldehyd (PFA) fiir 20 min fixiert. Danach wurden die Zellen nochmals zweimal
mit DPBS pH 7.4 (Standard-Waschschritte) gewaschen und in Abhédngigkeit der Methode

zur Bewertung der Zellmarkierung weiter behandelt.

4.1.13.1 Fluoreszenz-Mikroskopie

Zur Untersuchung der Zellmarkierung mit der Fluoreszenz-Mikroskopie wurden die
Zellen auf den Deckglisern mit einem Fluoreszenz-Eindeckmedium und dem
Kernfarbstoff DAPI auf Objekttriager eindeckt. Die Untersuchung der Zellen erfolgte mit
dem Fluoreszenz-Mikroskop Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar GmbH). Die

Lagerung der Proben erfolgte im Dunkeln bei Raumtemperatur.
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4.1.13.2 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM)

Fir Untersuchungen der Zellmarkierung mit der konfokalen Laser-Raster-
Mikroskopie wurden die Zellen ohne Kernfirbung auf Objekttriger eindeckt. Die
mikroskopischen Aufnahmen erfolgten bei Raumtemperatur an einem Fluoview 1000
(Olympus Deutschland GmbH) an der Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung.
Fiir die Fluoreszenz-Aufnahmen wurde mit einer Anregungswellenldnge von 355 nm
(Cobolt Zouk™ 355 nm DPSS Laser, 10 mW) und fiir die Transmissions-Aufnahmen mit
einer Anregungswellenldnge von 488 nm (Argon-lonen-Laser, 30 mW) gearbeitet. Das
Anregungswellenlicht wurde durch ein Olympus UPLSAPO 60xW (NA:1.20)
Wasserimmersionsobjektiv auf einzelne Punkte des Objektes fokussiert. Die Aufnahmen
erfolgten  unter ~ Verwendung  eines  20/80  Strahlteilers und  einer
Erfassungsgeschwindigkeit von 200 ps/pixel gearbeitet. Die Lagerung der Proben

erfolgte bei Raumtemperatur.

4.1.13.3 Laser-Ablation (LA)-ICP-MS

Fiir das Bioimaging mit der LA-ICP-MS wurden die Zellen nach der Fixierung
zusitzlich mit einem Ir-Interkalator behandelt, um die Zellkerne anzufarben. Fiir das Ir-
Staining wurden die fixierten Zellen mit je 1,5 mL einer 0,25 pM Ir-Interkalator-Losung
fiir 45 min auf einem Horizontal-Schwenker inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss
zweimal griindlich mit DPBS pH 7,4 gewaschen (Standard-Waschschritte) und iiber eine
steigende Ethanolreihe dehydriert. Die Zellen wurden nicht eingedeckt und die
Deckgldser bei Raumtemperatur in einem geschlossenen Gefdll bis zur Messung
aufbewahrt. Die ausfiihrliche Beschreibung der Messung mit der LA-ICP-MS erfolgt in
Kapitel 4.1.16.

4.1.14 Quantifizierung der Lanthanoide nach der Zellmarkierung

Fiir die Quantifizierung der Lanthanoide nach der Zellmarkierung wurden Ln:GdVO4-
PAA Nanokristalle, Gd**-funktionalisierte G5-PAMAM Dendrimere und Magnevist® in
jeweils vier verschiedenen Konzentration mit 2x10° A549-Zellen und 2x10° MSCs
inkubiert. Zusitzlich wurde je ein Blindwert vorbereitet, bei dem 300 mM D-Mannitol

anstatt der Testsubstanzen eingesetzt wurde. Die experimentelle Durchfiihrung der
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Zellmarkierung erfolgte analog Kapitel 4.1.13. Fiir die Nanokristalle und Magnevist®
wurden Ln**-Konzentrationen im Bereich von 3-31 pmol/Zelle untersucht und fiir die
Gd**-funktionalisierten Dendrimere Konzentrationen im Bereich von 0,3-1,4 pmol/Zelle.
Nach 6-stiindiger Inkubation unter Standardbedingungen wurde das Medium von den
Deckgldsern komplett abgesaugt und die Zellen zweimal griindlich mit DPBS pH 7,4
gewaschen (Standard-Waschschritte). Das Ablosen der Zellen von den Deckgldsern
erfolgte durch 5-miniitige Inkubation mit 0,2 mL Accutase. AnschlieBend wurden die
Zellsuspensionen quantitativ mit 2 mL DPBS in 15 mL Falcon-Tubes iiberfiihrt und fiir
7 min bei 1.250 rpm zentrifugiert. Die Uberstiinde wurden verworfen und die Zell-Pellets
in je 0,5 mL DPBS resuspendiert. Jede Zellsuspension wurde zu je 0,25 mL in zwei
1,5 mL ProbengefiBen aufteilt und fiir 7 min bei 2.000 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde
wurden verworfen und die Zell-Pellets mit 200 pL konzentrierter Salpetersdure bei 60°C
tiber Nacht auf dem Schiittler aufgeschlossen. Am nichsten Tag wurden die Lysate ad
1 mL mit Milli-Q-Wasser aufgefiillt und die Verdiinnungen fiir die ICP-MS Analytik

prapariert.

4.1.15 Priparation und Bildgebung von Zell-Phantomen am PET/MRT

Fiir die Priparation der Zellphantome wurden A549 Zellen und MSCs jeweils mit
drei verschiedenen Gd**-Konzentrationen (2,5mM, 5,0mM, 12,5mM) der
Euo,10Gdo,90VOs-PAA Nanokristalle bzw. mit Magnevist® inkubiert. Zusitzlich wurde je
ein Blindwert vorbereitet, bei dem 300 mM D-Mannitol anstatt der Testsubstanzen
eingesetzt wurde. Je Zelllinie wurden folglich 7 Phantome pripariert, wofiir sieben
75 cm? Zellkulturflaschen vorbereitet wurden, in denen je 1x10° Zellen ausgesét wurden.
Alle Zellen wurden zunéchst flir 24 h unter Standardbedingungen adhérieren gelassen.
Im Anschluss wurde das Medium abgesaugt und jeweils 10 mL frisches Kulturmedium
zugegeben. Zusitzlich wurden je 2 mL der Testsubstanzen bzw. 2 mL 300 mM D-
Mannitol in die Kulturfalschen pipettiert. Die Nanokristalle wurden vor ihrer Zugabe
zundchst mit D-Mannitol auf isoosmolare Bedingungen (290+10 mOsm/kg) und pH 7,4
eingestellt. Mit den Testsubstanzen wurden die Zellen fiir weitere 24 h im Brutschrank
unter Standardbedingungen inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen 2x mit 7 mL DPBS gewaschen. Nach dem Waschen folgte das Abldsen
der adhédrenten Zellen durch 5-miniitige Inkubation mit 2 mL Trypsin/EDTA. Die

erhaltenen Zellsuspensionen wurden in je ein 15 mL Falcon-Tube iiberfiihrt. Zusétzlich
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wurden die Zellkulturflaschen mit je 5 mL 1xPBS gespiilt und die Losung ebenfalls in
die Falcon-Tubes gegeben. Die Zellsuspensionen wurden nun fiir 7 min bei 1.250 rpm
zentrifugiert und die Uberstéinde verworfen. Die Zell-Pellets wurden in 2 mL 4 % PFA
resuspendiert und fiir 10 min fixiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 7 min bei
1.250 rpm wurde der Uberstand verworfen und die A549 Zellen in 10 mL DPBS und die
MSCs in 1 mL DPBS resuspendiert. Von den Zellsuspensionen wurden am CASY Cell
Counter die Zellzahlen bestimmt und die Volumina berechnet, in denen sich 500.000
A549 Zellen bzw. 250.000 MSC Zellen befinden. Die entsprechenden Mengen wurden je
in ein 1,5 mL Probengefal pipettiert. Fiir die A549-Zellen entsprach dies ca. 450-700 pL
und fiir die MSCs ca. 800-1.000 pL. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir
7 min bei 2.000 rpm nachdem der Uberstand abgenommen und verworfen wurde. Die
Zell-Pellets wurden in ca. 50 pL Restvolumen resuspendiert und in je ein 200 uL
Probengefal iiberfiihrt. Die 1,5 mL Probengefia3e wurden mit 100 pLL PBS nachgespiilt.
Fir 7min wurden die Zellsuspensionen bei 2.000 rpm in den Probengefillen
zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen und die Pellets ohne erneutes
resuspendieren nochmals fiir 7 min bei 2.000 rpm zentrifugiert. Der verbleibende
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die Pellets luftblasenfrei mit 200 pL 1,5%
Agarose tiberschichtet. Die Phantome wurden bis zur Messung im Kiihlschrank bei 4°C
gelagert. Die Messungen erfolgten mit einem nanoScan PET/MRT (1 T) der Fa. Mediso
im ,Berlin Experimental Radionuclide Imaging Center (BERIC) an der Charité unter
Verwendung einer Bildgebungskammer fiir kleine Versuchstiere (Maus bis zu 35 g). Vor
jeder Messung wurde ein ,,2D Sag Localizer GRE SNAP* durchgefiihrt, um je nach
GroBe des Messobjektes, die Anzahl der Schichten, die Schichtdicke und das FOV in der

gewihlten Sequenz anzupassen.

4.1.16 Bildgebung der Zellmarkierung mit der LA-ICP-MS

Fir die Bildgebung der Zellmarkierung mit der LA-ICP-MS wurde das
Laserablationssystem NWR213 (Nd:YAG 213 nm; New Wave Research, Inc.) an ein
Sektorfeld ICP-MS (Element XR™; Thermo Fisher Scientific) gekoppelt und beide iiber
externe Triggerung miteinander synchronisiert. Das ICP-MS arbeitete mit einer 1350 W
Hochfrequenz-Plasmaquelle, einem Argon-Plasmagasstrom von 16 L/min, einer
Massenauflosung m/Am=300, einer Proben-Integrationszeit (Dwell time) von 2 ms und

dem elektronischen Scan Modus (E-Scan). Im Ablationssystem wurde Helium als
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Transportgas mit einer Flussrate von 1 L/min eingesetzt. Vor dem Erreichen des ICP-MS
wurde dem Probengasstrom Argon mit einer Flussrate von 0,6-0,8 L/min beigemischt,
wobei die exakte Menge vom Tune des jeweiligen Tages abhéngig war. Im Gegensatz
zum iCAP verfiigt das Element XR™ iiber keine ,,Autotune” Funktion. Die Torch
Position (x,y,z-Richtung), die Spannungen an den Linsen und der Probengasfluss wurden
in der Geritesoftware nacheinander optimiert. Das Tunen des Element XR™ erfolgte
téglich mit einem Mikroskop-Glas, um maximale lonen-Intensitidten und eine Oxid-Rate
(Th/ThO) von unter 1 % wihrend der Ablation zu erreichen. Fiir die Ablation der
markierten Zellen von den Deckglidsern wurden am Laser 0,5 J/cm? Fluence und 20 Hz
Repetitionsrate eingestellt. Laser-Spotgroe und Scan-Geschwindigkeit variierten
zwischen 4-25 pm mit jeweils 4-25 pm/s. Alle Proben wurden Linie fiir Linie ablatiert,
wobei sich jede Linie zu 50 % in Y-Richtung mit der vorherigen {iberlappte. Es wurden
die Isotope 'V, '33Ey, 1*¥Gd und '**Ir gemessen. Die erhaltenen Daten wurden in Origin

exportiert und farbkodierte Aufnahmen der Elementverteilungen erstellt.

Tabelle 12: Geréteparameter fiir die Messung fester Proben mit der ICP-MS

Lasersystem

Laser Nd:YAG
Wellenldnge 213 nm
Laserfluenz 0.5Jcm™
Wiederholfrequenz 20 Hz
Transportgas 1 L min! He
ICP-MS

Massenspektrometer Element XR
Hochfrequenz-Plasmaquelle 1350 W
Plasmagasstrom 16 Lmin' Ar
Hilfsgasstrom 1,1 Lmin ' Ar
Probengasstrom 0,6-0,8 L min™' Ar

Scan-Modus E-Scan
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4.1.17 Antikorperkonjugation und Dot Blot Assay

Fiir die Konjugation von Ln:GdVO4-PAA Nanokristallen an anti-BSA Antikorper
wurden zundchst 100 pg der Nanokristalle (ca. 10 mg/mL) dreimal mit 400 uL
Kopplungspuffer (0,1 M MES Puffer pH 5,5 oder 1x PBS pH 7,4) in 50 kDa AMICON
Filter =~ Tubes (0,5mL) gewaschen (5min/3.000g). Nach dem Iletzten
Zentrifugationsschritt wurde das Retentat auf ca. 100 uL mit Kopplungspuffer aufgefiillt,
gevortext und quantitativ in ein 1,5 mL Probengefal3 iberfiihrt. In das Filter-Tube wurden
nochmals 100 pL Kopplungspuffer gegeben, gevortext und die Losung ebenfalls in das
Probengefal3 gefiillt, sodass ein Volumen von insgesamt 200 pL vorlag. Zur Nanokristall-
Dispersion wurden anschlieend 200 pL frisch hergestelltes Aktivierungsreagenz (EDC
und NHS in Kopplungspuffer) pipettiert und die Mischung fiir 20 min bei
Raumtemperatur und 350 rpm im Thermomixer inkubiert. Durch Zugabe von 10 pL B-
Mercaptoethanol wurde die Reaktion gestoppt. Parallel zur Aktivierung der
Carboxygruppen wurden 225 pg anti-BSA  Antikérper dreimal mit 400 pL
Kopplungspuffer in 50kDa AMICON Filter Tubes (0,5mL) aufgereinigt
(5 min/7.500 g). Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Retentat quantitativ
zur aktivierten Nanokristall-Dispersion pipettiert. Im Falle der Aktivierung in 0,1 M MES
Puffer pH 5,5 wurde der pH-Wert der Reaktionsmischung nach Antikérper-Zugabe mit
1 M NaOH auf pH 7,4 gestellt. Bei der Verwendung von PBS pH 7,4 erfolgte keine
weitere pH-Wert Einstellung. Die Konjugation erfolgte fiir 90 min bei Raumtemperatur
und 350 rpm im Thermomixer. Am Ende wurden 30 puL Stoppreagenz (0,3 M Glycin)
zugegeben und die Reaktionsmischung fiir weitere 30 min (Raumtemperatur, 350 rpm)
im Thermomixer inkubiert. Das erhaltene Konjugat wurde in 50 kDa Filter Tubes mit
400 uL. PBS pH 7,4 aufgereinigt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden das
Retentat in 200 pL Probengefif3e tiberfiihrt und bis zum Dot Blot Assay bei 4°C gelagert.
Im Falle der Abschirmung der negativen Oberflachenladungen vor dem Dot Blot Assay
wurden 30 pL des Antikorper-Konjugates in ein 0,5 mL Probengefal iiberfiihrt und mit
einem 20-fachen molaren Uberschuss an Hydroxylamin versetzt. Die Mischung wurde
fiir 2 h bei Raumtemperatur und 350 rpm im Thermomixer inkubiert und anschlieBend
mit400 uL PBS pH 7,4 in 50 kDa Filter Tubes aufgereinigt. Das Retentat wurde ebenfalls
in 200 pL ProbengeféBe iiberfiihrt und bei 4°C gelagert. Vor dem Dot Blot Assay erfolgte
die Bestimmung der Antikorper-Konzentration mit einem NanoDrop Mikrovolumen-

Spektralphotometer. Hierfiir wurden je 2 uL der Konjugate auf eine optische
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Messoberflache pipettiert und der Proteingehalt iiber eine vorkonfigurierte Methode bei
280 nm gemessen. Fiir den Dot Blot Assays wurden zunichst Nitrocellulose-Membranen
auf eine GroBe von 25x8 mm zugeschnitten und mit PBS pH 7,4 verschiedene
Verdiinnungen des Antigens BSA (0,5; 1,5; und 2,5 pg/uL) und der Negativ-Kontrolle
NeutrAvidin (1 pg/uL) hergestellt. Auf die Membranen wurden je 0,5 pL. der Antigen-
Verdiinnungen und zusétzlich ein PBS Spot aufgetragen. Der gespottete Bereich wurde
mit einem wasserfesten Edding markiert. Je eine Membran wurde in ein 25 mL
Becherglas gelegt, mit 10 mL TBS-T bedeckt und fiir 5 min auf dem Horizontal-Schiittler
bei 150 rpm gewaschen. Vor der Inkubation mit dem Antikorper-Konjugat wurden freie
Proteinbindungsstellen auf der Membran abgesittigt (geblockt). Hierfiir wurde sie fiir 2 h
mit 10 mL einer 5 % [w/v] Milchpulverlésung in TBS-T bei 150 rpm auf dem Horizontal-
Schiittler inkubiert. Nach dem Blocken wurden die Membranen dreimal fiir 5 min mit je
10 mL TBS-T bei 150 rpm auf dem Horizontal-Schiittler gewaschen. Anschlieend
wurden die Membranen in je ein 1,5 mL Probengefal iiberfiihrt, komplett mit TBS-T
bedeckt und fiir 10 min auf dem Vertikalschiittler gewaschen. Wéhrenddessen wurden
5 pg des Antikorpers (in Form des Konjugates) in 1,5 mL PBS vorbereitet. Das TBS-T
wurde aus den Probengefdfen entfernt und 1,5 mL des Antikdrperkonjugates zugegeben.
Die Membranen wurden fiir 2 h auf dem Vertikalschiittler inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Membranen vorsichtig aus den Probengefdlen in 25 mL Bechergliser
tiberfiihrt und dreimal mit 10 mL TBS-T fiir 5 min unter auf dem Horizontalschiittler bei
150 rpm gewaschen. Die Membranen wurden fiir mindestens 5 h an der Luft getrocknet
und bis zur Messung bei Raumtemperatur in den Probengefdllen gelagert. Fiir die
Messung der Dot Blot Membranen mit der LA-ICP-MS wurden am Laserablationssystem
7% Energie, 20 Hz Repetitionsrate und 250 um Spotgrofe mit 250 pm/s Scan-
Geschwindigkeit eingestellt, wobei sich die einzelnen Linienscans nicht {iberlappten. Die

Geriéteparameter des ICP-MS sind Tabelle 12 aufgefiihrt.
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4.2 Experimentelle Daten

4.2.1 'H-NMR-Spektren von Ac-G5-PAMAM

CH: Int.=38,3 CH; Int.=56,7 CHj; Int.=5,08

«— ppm
Abbildung 62: '"H-NMR-Spektrum von acetyliertem G5-PAMAM nach Umsetzung mit 64-fachen molaren

Uberschuss an Essigsiureanhydrid und 2,65-fachen molaren Uberschuss der korrespondierenden Base

Triethylamin.

CH; Int.=22,2 CH; Int.=66,4 CH; Int=11,3

—— [—

<— ppm
Abbildung 63: 'H-NMR-Spektrum von acetyliertem G5-PAMAM nach Umsetzung mit 450-fachen
molaren Uberschuss an Essigsiureanhydrid und 1,25-fachen molaren Uberschuss der korrespondierenden

Base Triethylamin.
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Abbildung 64: 'H-NMR-Spektrum von acetyliertem G5-PAMAM nach Umsetzung mit 450-fachen

molaren Uberschuss an Essigsiureanhydrid und 2-fachen molaren Uberschuss der korrespondierenden

Base Triethylamin.
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4.2.2 Gelpermeationschromatographie von DOTA(Gd*")-Ac-G5-PAMAM

mAU

Abbildung 65: Gelpermeationschromatographie von acetyliertem G5-PAMAM ohne DOTA-
Funktionalisierung mit Gd**-Zugabe (Blindwert) und von DOTA(Gd)-funktionalisierten Ac-G5-PAMAM
Dendrimeren unter Verwendung von DOTA-NHS mit Gd**-Komplexierung bei Raumtemperatur und
TBAA Puffer bei pH 6,0. Die gestrichelte Linie zeigt die Signale vom Blindwert, die durchgezogene Linie
zeigt die Signale des funktionalisierten Dendrimers. Die roten Linien zeigen die Detektion der Leitfahigkeit

und die blauen Linien zeigen die Detektion der UV-Absorption iiber dem Elutionsvolumen.
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4.2.3 Ln:GdVO4+PAA Nanokristalle iiber solvothermale Route

Tabelle 13: Variation der Polyacrylsduremenge zur Darstellung von Euo 10Gdo00VO4-PAA Nanokristallen
mit ¢(Ln*")=0,057 mol/L und EG : H,0=3,5: 1,5.

PAA (Ansatz) Ausbeute dn Gd**-Gehalt Eu’'-Dotierung ( PDI
[mg/mL] [%%] [nm] [mg/mL] [Mol-%] [mV]

0,8 89,1 66,8 6,30 9,2 -51,8 0,117
0,9 86,6 71,8 8,72 10,1 -53,2 0,062
1,0 82,3 64,6 6,71 9,7 -51,4 0,100
1,1 83,6 70,4 8,42 10,0 -484 0,076

1,2 51,5 71,6 3,64 11,5 -56,0 0,128
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Tabelle 14: Untersuchung verschiedener EG-Wasser-Gemische und Ln**-Konzentrationen zur Darstellung

von Euo,10Gdoo0VO4-PAA Nanokristallen mit PAA=1 mg/mL.

EG-Wasser- ¢(RE) Ausbeute ¢(Gd®") Eu®*'-Dot. dn PDI ¢

Verhiltnis [mol/L] [%] [mg/mL] [Mol-%] [nm] [mV]
3: 0,020 57,4 2,09 7,7 65,4 0,086 -52,3
3: 0,040 80,0 5,67 5.4 54,7 0,066 -49,1
3: 0,057 78,3 7,89 9.9 51,0 0,109 -49.6
3: 0,080 76,0 10,77 5,3 56,8 0,097 -44,6
3,5:1,5 0,020 64,3 2,34 8,4 63,2 0,096 -40,8
3,5:1,5 0,040 82,8 5,87 5,5 56,5 0,089 -47,1
3,5:1,5 0,057 83,9 8,45 9,8 54,2 0,097 -47,1
3,5:1,5 0,080 76,4 10,83 5,2 55,6 0,080 -454
4: 0,020 56,5 1,79 8,5 73,6 0,177 -53,1
4: 0,040 80,0 5,04 10,3 66,5 0,117 -49,8
4: 0,057 81,9 7,35 10,3 69,3 0,171 -48,2
4: 0,080 70,4 8,86 10,6 66,8 0,093 454
85:1,5 0,020 65,7 2,39 9,5 72,7 0,162 -43,0
85:1,5 0,040 81,3 8,42 10,0 73,1 0,136 -443
85:1,5 0,057 85,3 8,18 10,0 73,7 0,100 -47,3
85:1,5 0,080 76,3 10,81 9,1 75,8 0,114 -50,9
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Tabelle 15: Darstellung von Eu:GdVO4-PAA-Nanokristallen in verschiedenen Dotierungsgraden mit

¢(Ln3")=0,040 mol/L, EG : H0=3,5 : 1,5 und PAA=1 mg/mL.

Dot. Theorie Ausbeute ¢(Gd>") Eu’*-Dot.  dn PDI ¢

[%] [%] [mg/mLj] [Mol-%] [nm] [mV]
5 83,3 6,27 6,0 62,62 0,114 -45,7
5 85,2 6,43 6,0 63,44 0,137 -44.3
5 82,0 6,19 6,0 58,43 0,095 -45,8
10 79,4 5,62 11,1 59,28 0,113 -45,7
10 80,6 5,70 11,3 59,53 0,094 -45,3
10 84,9 6,01 11,0 59,11 0,101 -44.2
15 83,0 5,61 16,1 61,11 0,112 -43.,6
15 87,1 5,89 16,1 57,25 0,091 -44.1
15 85,3 5,77 16,0 58,51 0,109 -44.6
20 81,6 5,13 18,7 57,22 0,079 -41,9
20 82,0 5,16 18,6 58,05 0,084 -42,6
20 77,1 4,85 18,6 58,40 0,087 -44.2
40 84,5 4,03 38,1 58,92 0,085 -44.0
40 84,4 3,98 38,5 56,5 0,086 -42.8
40 79,7 3,76 38,4 56,47 0,076 -41,3
60 85,2 2,68 57,2 55,33 0,098 -29,0
60 85,9 2,70 57,4 55,30 0,104 -42.9
60 77,9 2,45 57,2 55,24 0,072 -41,8
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Tabelle 16: Darstellung von Tb:GdVO4-PAA-Nanokristallen in verschiedenen Dotierungsgraden mit

¢(Ln3")=0,040 mol/L, EG : H0=3,5 : 1,5 und PAA=1 mg/mL.

Dot. Theorie Ausbeute ¢(Gd>") Tb3*-Dot.  dn PDI ¢

[%] [%] [mg/mLj] [Mol-%] [nm] [mV]
5 77,6 5,86 4,2 57,33 0,070 -43.4
5 85,2 6,43 4.2 60,60 0,110 -46,0
5 77,2 5,83 4.2 58,43 0,113 -50,0
10 82,8 5,86 9,1 57,53 0,091 -45,1
10 86,2 6,10 8,7 58,20 0,070 -46,8
10 75,6 5,35 8,8 57,83 0,074 -47.5
15 75,3 5,09 13,0 58,54 0,070 -44.2
15 76,2 5,15 13,0 59,79 0,071 -45,9
15 79,1 5,35 13,3 59,46 0,069 -48,9
20 79,8 5,07 19,2 61,14 0,100 -41,2
20 83,5 5,31 19,1 60,55 0,096 -43.0
20 83,5 5,31 19,3 59,93 0,082 -42.8
40 63,93 0,096 -61,7
40 84,2 3,97 38,8 61,99 0,085 -43,1
40 80,1 3,78 38,4 61,86 0,063 -42.,6
60 80,4 2,53 59,1 63,99 0,071 -55,8
60 76,0 2,39 59,6 62,34 0,074 -41,4
60 79,8 2,51 59,2 61,58 0,078 -44.9
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Tabelle 17: Untersuchung der Partikelstabilitit in Abhdngigkeit von der Polyacrylsduremenge je
Reaktionsansatz zur Darstellung Euo 10GdoooVOs-PAA-Nanokristallen mit ¢(Ln*")=0,057 mol/L und
EG : H,0=3,5:1,5.

PAA (Ansatz) 0 Wochen 1 Woche 12 Wochen 24 Wochen
[mg/mL] dh [nm]

0,8 79,0 72,9 68,0 67,5

1,0 64,0 63,3 62,1 62,7

1,2 70,0 64,9 60,4 67,7

Tabelle 18: Untersuchung der hydrodynamischen Durchmesser verschieden formulierter Euo,10Gdoo0VO4-
PAA-Nanokristalle mit ¢(Gd*")=25 mM nach 1:10 Verdiinnung mit DMEM-Zellkulturmedium iiber einen

Zeitraum von 3 Tagen.

dn [nm]
Formulierungsmedien
t=0 h t=24 h t=3d t=9d
D-Mannitol 170 168 164 167
D-Mannitol + 1 % Pluronic® 197 194 192 191
D-Mannitol + 2 % Pluronic® 196 190 189 189
D-Mannitol + 0,5 % Kollidon® 17 PF 160 158 160 159

D-Mannitol + 1,5 % Kollidon® 17 PF 188 183 183 182
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Tabelle 19: Untersuchung der hydrodynamischen Durchmesser verschieden formulierter Euo,10Gdoo0VO4-

PAA-Nanokristalle mit ¢(Gd*")=25 mM nach 1:5 Verdiinnung mit DMEM-Zellkulturmedium {iber einen

Zeitraum von 3 Tagen.

dn [nm]
Formulierungsmedien
t=0 h t=24 h t=3d t=9d

D-Mannitol 185 181 177 182
D-Mannitol + 1 % Pluronic® 202 197 192 199
D-Mannitol + 2 % Pluronic® 235 232 230 237
D-Mannitol + 0,5 % Kollidon® 17 PF 199 195 191 198
D-Mannitol + 1,5 % Kollidon® 17 PF 212 208 204 210

Tabelle 20: Untersuchung der hydrodynamischen Durchmesser verschieden formulierter Euo,10Gdo00VO4-

PAA-Nanokristalle mit ¢(Gd*")=25 mM nach Autoklavierung der Proben iiber einen Zeitraum von 3

Monaten.
dn [nm]

Formulierungsmedien Vor dem t=0 =8 t=12

Autoklavieren = Wochen  Wochen  Wochen
D-Mannitol 68,3 62,9 61,9 63,2
D-Mannitol + 1 % Pluronic® 68,5 63,7 61,1 62,4
D-Mannitol + 2 % Pluronic® 65,4 64,0 59,6 646,9
D-Mannitol + 0,5 % Kollidon® 17 PF 73,7 66,5 63,6 67,2
D-Mannitol + 1,5 % Kollidon® 17 PF 107,0 83,0 78,2 82,8
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4.2.4 Bestimmung der ri-Relaxivitiit

Tabelle 21: Bestimmung der longitudinalen ri-Relaxivitit am préklinischen PET/MRT von
Euo,10Gdo,00VO4-PAA-Nanokristallen bei 1,0 T und 18°C.

Region of Interest (ROI) ¢ (Gd®) [mM] T [ms] 1/T1 [
- 0,00 4.000,00 0,50
ROI 6 0,13 1.467,630 0,68
ROI 5 0,25 1.026,930 0,97
ROI 4 0,50 636,351 1,57
ROI 3 0,88 436,449 2,29
ROI2 1,38 310,820 3,22
ROI'1 1,63 272,873 3,66

Tabelle 22: Bestimmung der ri-Relaxivitit am Minispec von verschiedenen Metallmarkierungsreagenzien

bei 0,94 T und 39°C.

ri [ mM's!] R?

DOTA(Gd)-Ac-G5-PAMAM 11,0 0,9998
Magnevist 3.2 0,9997
Tbo,10Gdoo0VO4-PAA 2,1 0,9957

Euo,10Gdo,00VOs-PAA 2,1 0,9687
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4.2.5 Bioimaging mit LA-ICP-MS

Tabelle 23: LA-ICP-MS Messung von Eug 10Gdo,00VO4-PAA markierten A549-Zellen nach 6 h Inkubation
mit einer Konzentration von 10 pmol Ln*/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach
Messung der Isotope '**Ir, '**Gd. Die Auflosung entspricht der SpotgréBe x SpotgroBe/s, die Uberlappung
der Spots betrigt 50 %, die Fluence 0.5 J/cm? und die Wiederholfrequenz 20 Hz.
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Tabelle 24: LA-ICP-MS Messung von Eug,10Gdo,00VO4s-PAA markierten A549-Zellen nach 6 h Inkubation
mit einer Konzentration von 10 pmol Ln**/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach
Messung der Isotope 'S*Eu und °'V. Die Auflésung entspricht der SpotgroBe x SpotgroBe/s, die
Uberlappung der Spots betrigt 50 %, die Fluence 0.5 J/cm? und die Wiederholfrequenz 20 Hz.
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Tabelle 25: LA-ICP-MS Messung von Eug 10Gdoo0VOs-PAA markierten MSCs nach 6 h Inkubation mit
einer Konzentration von 10 pmol Ln*'/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach
Messung der Isotope '’Ir und '83Gd. Die Auflésung entspricht der SpotgroBe x SpotgroRe/s, die
Uberlappung der Spots betriigt 50 %, die Fluence 0.5 J/cm? und die Wiederholfrequenz 20 Hz.
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Tabelle 26: LA-ICP-MS Messung von Eug 10Gdoo0VOs-PAA markierten MSCs nach 6 h Inkubation mit
einer Konzentration von 10 pmol Ln*'/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach
Messung der Isotope 'S*Eu und °'V. Die Auflésung entspricht der SpotgroBe x SpotgroBe/s, die
Uberlappung der Spots betrigt 50 %, die Fluence 0.5 J/cm? und die Wiederholfrequenz 20 Hz.
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Tabelle 27: LA-ICP-MS Messung von Magnevist® markierten A549 Zellen nach 6 h Inkubation mit einer
Konzentration von 10 pmol Ln*"/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach Messung der
Isotope '*’Ir und '**Gd. Die Auflsung entspricht der Spotsize x Spotsize/s, die Uberlappung der Spots
betriigt 50 %, die Fluence 0.5 J/cm? und die Wiederholfrequenz 20 Hz.

Microscope
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Tabelle 28: LA-ICP-MS Messung von Magnevist® markierten MSCs nach 6 h Inkubation mit einer
Konzentration von 10 pmol Ln3*/Zelle. Die Aufnahmen zeigen die Elementverteilungen nach Messung der
Isotope '’Ir und **Gd. Die Aufldsung entspricht der Spotsize x Spotsize/s, die Uberlappung der Spots
betriigt 50 %, die Fluence 0.5 J/cm? und die Wiederholfrequenz 20 Hz.
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