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|. Kurzfassung

Die einfache und sensitive Detektion pathogener Mikroorganismen ist eine Voraus-
setzung fur die Gewadhrleistung einer sicheren Trinkwasserversorgung. Aptamere
stellen dabei eine Alternative zu den Ublicherweise genutzten AntikGrpern dar mit
dem Unterschied, dass sie kostenginstiger herzstellen und in der Anwendung stabi-
ler sind. Sie bestehen aus einer Oligonukleotidsequenz, die spezifisch an eine Ziel-
struktur bindet, beispielsweise an Oberflachenproteine pathogener Erreger und kon-
nen fir molekulare Schaltersysteme genutzt werden. Um eine gro3ere Sensitivitat zu
erreichen, besteht die Moglichkeit sie mithilfe von Nanopartikeln aufzukonzentrieren.
In dieser Arbeit wurde das Problem der stabilen, reproduzierbaren Kopplung der Ap-
tamere an Nanopartikel adressiert. Drei Methoden fir Silica- bzw. mit Silica beschich-
tete Magnetit-Nanopartikel wurden untersucht: die Verknupfung zweier Amingruppen
mittels Glutaraldehyd, die radikalische Thiol-ene Click Reaktion und die Thiol-
Michael-Addition, wobei sich letztere als am vielversprechendsten herausgestellt hat.
Die erfolgreiche Kopplung wurde anhand der Thioether-Schwingung bei 733 cm™ im

Raman-Spektrum und der Detektion von Schwefel durch die ICP-OES festgestellt.

Parallel wurde fir das im molekularen Schaltersystem geplante Signalmolekil Flu-
orescein ein Sensitivitatstest durchgefuhrt. Der Fluoreszenz-Assay ergab einen linea-
ren Zusammenhang zwischen Konzentration und Fluoreszenzsignal bis zu

0,001 nmol/L, wo es also nicht nur nachweisbar, sondern auch quantifizierbar ist,.



[I. Abstract

The simple and sensitive detection of pathogenic microorganisms is a prerequisite for
ensuring safe drinking water. Aptamers represent an alternative to the commonly
used antibodies, but are more cost-effective to produce and more stable in the appli-
cation. They consist of an oligonucleotide sequence that specifically binds to a target
structure, such as surface proteins of pathogenic bacteria, and can be used for mo-
lecular switches. To achieve greater sensitivity, there is the possibility to concentrate
them by using nanoparticles. In this work, the problem to of a stable and reproducible
coupling between aptamers and nanoparticles was addressed. Three methods for
silica or silica-coated magnetite nanoparticles were investigated: the linking of two
amino groups using glutaraldehyde, the radical thiol-ene click reaction and the thiol-
Michael addition, with the latter proving to be the most promising. The successful
coupling was confirmed by the thioether vibration at 733 cm in the Raman spectrum
and the detection of sulfur through ICP-OES.

At the same time, a sensitivity test was carried out for the fluorescein, the planned
signalling molecule on the molecular switch system. As result, the fluorescence as-
say showed a linear relationship between concentration and fluorescence signal,
which indicates not only the possibility of qualification but also of quantification, up to
0.001 nmol/L.
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1 Einleitung

Der Zugang zu sauberem Wasser gilt als eines der Grundvoraussetzungen fir ein
gesundes Leben. Um dies garantieren zu kénnen, sind einfache und effiziente Ana-
lysemethoden erforderlich, die Verunreinigungen, pathogene Erreger oder toxische
Stoffe zuverlassig und sensitiv erfassen konnen. Vor allem Mikroorganismen stellen
hierbei ein Problem dar, denn die gangigen Analysemethoden wie Kultivierung von
Bakterien, Antikorper-basierte Testsysteme oder quantitative Polymerase-
Kettenreaktionen sind meist zeit- und kostenaufwendig und bringen aus diesem
Grund fur Routineuntersuchungen entsprechende Nachteile mit sich [1]. Als Alterna-
tive dazu ruckten in den letzten Jahrzehnten Aptamere in der Vordergrund. Als sol-
che werden kurze Oligonukleotidsequenzen bezeichnet, die spezifisch und mit einer
hohen Affinitdt an bestimmte Zielstrukturen binden und einfach zu modifizieren sind.
Dadurch bieten sie sich zur Konstruktion molekularer Schaltersysteme an, die durch
die Wechselwirkung mit der Zielstruktur eine detektierbare Signalanderung hervorru-
fen [2]. Das angedachte, dieser Arbeit zugrunde liegende Prinzip bedient sich der
Fluoreszenz von Fluorescein als Signal. Um einen ersten Eindruck von dessen Sen-
sitivitdt zu erhalten, soll die Nachweisgrenze und lineare Abhangigkeit der detektier-

ten Emission von der Konzentration untersucht werden.

Da zur Detektion von pathogenen Erregern eine mdoglichst hohe Sensitivitat er-
wuinscht ist, sollen die Aptamere nach der Interaktion mit den Zielstrukturen lokal
aufkonzentriert werden, um ein starkeres Signal zu erhalten. Dies kann durch die
Kopplung mit Nanopartikeln realisiert werden, die z.B. aufgrund ihres Gewichts oder
ihrer magnetischen Eigenschaften von der Ldsung abgetrennt werden konnen. In
dieser Arbeit werden verschiedene Mdglichkeiten zur Kopplung von Aptameren und
Nanopartikeln untersucht. Dabei liegt der Fokus auf der VerknUpfungsreaktion von
Amin-modifizierten Nanopartikel und Amin-modifizierten Aptameren mittels Glutaral-
dehyd, sowie auch Thiol-basierter Click-Chemie zwischen Alkenen und Thiolen. Als
Nanopartikel werden Silica- und mit Silica beschichtete Magnetit-Partikel eingesetzt,
die durch Abzentrifugieren bzw. Abtrennen mittels eines starken Magnetes aufkon-

zentriert werden konnen.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Aptamere und Molekulares Schaltersystem

In ihrer Funktion sind Aptamere Antikérpern recht &hnlich — sind binden spezifisch
und mit einer hohen Affinitat an eine bestimmte Zielstruktur [3] und kdnnen sowohl
zur Detektion als auch zur medizinischen Behandlung eingesetzt werden [4]. Aller-
dings handelt es sich bei Aptameren nicht um Polypeptide, sondern um einzelstran-
gige Oligonukleotide — mit meist weniger als 100 Basen [4]. Als solche haben sie den
Vorteil, dass sie stabiler gegen extreme Umweltbedingungen wie hohe Temperaturen
und stark saure bzw. basische pH-Werte sind [3,5]. Zudem sind sie in ihrer Herstel-
lung schneller und kostengtinstiger [4], zeigen eine geringere Batch-to-Batch Variati-

on und sind einfach zu modifizieren [2].

Allerdings kann die Struktur nattrlicher Antikérper aus 20 verschiedenen Aminosau-
ren rekombiniert werden, wéhrend fir Aptamere nur vier unterschiedliche Nukleotide
zur Verfugung stehen. Daher ist die Nukleotidsequenz entscheidend fur die Selektivi-
tat und wird im SELEX-Prozess (systematic evolution of ligands by exponential en-
richment) identifiziert [4,6,7]. Zudem wurden Methoden entwickelt, chemisch modifi-
zierte Nukleotide wahrend des SELEX-Prozesses zu integrieren [4,8—-10], um die Va-
riabilitdt und somit die Bindungsaffinitat zu erhéhen wie auch ihre Stabilitat. Im spate-
ren Verlauf der Arbeit sollen Aptamere eingesetzt werden, die mit Uracil-Basen ver-
setzt sind, welche Alkin-Gruppen tragen. Die Alkine kénnen Uber eine Cycloaddition
mit organischen Aziden reagieren und somit zusatzliche funktionelle Gruppen ein-
bringen [11]. Die Aptamere interagieren tber Wasserstoffbrickenbindungen, Van der
Waals oder elektrostatische Wechselwirkungen mit der Zielstruktur [5], welche kleine
Molekdle [12,13], lonen [14], Proteine [7,15] oder ganze Zellen [16—19] sein kdnnen.

In der Medizin werden Aptamere genutzt, um beispielsweise Wirkstoffe gezielt zu
transportieren oder Krebszellen zu lokalisieren [20-22], aber auch in der Analytik fin-
den sie ihre Anwendung [23]. Aptamere selbst absorbieren Licht der Wellenlange
260 nm, allerdings gibt das keinen Aufschluss darlber, ob sie an etwas gebunden
sind oder frei vorliegen. Um dem entgegenzuwirken, kdnnen sie mit Signalgruppen
modifiziert werden [5]. Dabei kann das Signal elektrochemischer Natur sein, auf einer
Farbanderung beruhen oder sich die Fluoreszenz zu Nutze machen [2,5]. Vor allem
Letzteres kann fur Bio-Assays verwendet werden, die schnell, einfach und sensitiv
sind — mit Nachweisgrenzen bis in den nanomolaren Bereich [24].
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Um die Bindung des Aptamers an seine Zielstruktur in eine Anderung des Signals
umzuwandeln, gibt es verschiedene Mdoglichkeiten [4]. Haufig wird sich der dadurch
induzierten Konformationsanderung bedient. Das somit aufgebaute molekulare
Schaltersystem kann beispielsweise auf Interkalation bzw. Freisetzen eines interka-
lierten Stoffes [22] oder Anderung der raumlichen Distanz zwischen einem Fluoro-
phor und einem Quencher beruhen [2,23]. Eine mogliche Anordnung ist in Abbildung
1 dargestellt. Das Aptamer ist am 3 -Ende mit einer fluorophoren Gruppe gekoppelt
und es existiert ein komplementarer Strang mit einem Quencher am 5 -Ende. Da die-
se einen DNA-Doppelstrang bilden und somit die Endgruppen in raumliche Nahe ge-
langen, werden Fluorophor und Quencher miteinander wechselwirken und das Fluo-
reszenzsignal wird unterdrickt. Kommt dieses System allerdings in Kontakt mit der
Zielstruktur, wird der komplementare Strang von dieser verdrangt und durch die Dis-
tanzierung des Quenchers vom Fluorophor wird die Fluoreszenz wieder hergestellt
[2,5,23,25,26].

in Abwesenheit i
der Zielstruktur
/ O‘ Aptamer mit Nanopartikel und
\__ — Fluorophor modifiziert
O\zﬂjﬁjl. - Komplementarer Strang mit

Quencher

in Anwek .
der Zielstruktur Zielstruktur

® —

Abbildung 1: Molekulares Schaltersystem.

In Abwesenheit der Zielstruktur sind Aptamer und komplementérer Strang konjugiert und die Fluores-
zenz somit unterdriickt. Ist die Zielstruktur présent, verdrangt sie den Quencher, wodurch ein Fluores-
zenzsignal detektierbar wird.

Da sich das Fluoreszenzsignal proportional zur Konzentration verhalt, fuhrt eine Auf-
konzentration der Aptamere zu einer niedrigeren Nachweisgrenze. Dies kann unter
anderem dadurch erreicht werden, dass das 5 -Ende des Aptamers an einen Nano-
partikel gekoppelt ist, das aufgrund seiner Masse oder magnetisierbaren Eigenschaf-

ten von dem Rest der Probe abgetrennt werden kann.
2.2 Nanopartikel

Allgemein werden Nanopartikel als Partikel mit einer Grof3e von 1-100 nm definiert
[27,28]. Dabei konnen sie in den verschiedensten Formen auftreten: spharisch, ko-
nisch, zylindrisch, flach oder unregelméaRig — das beeinflusst auch ihre Eigenschaften

[29-31]. Sie werden unterteilt in organische, anorganische und Kohlenstoff-basierte
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Nanopartikel [27]. Die Herstellung erfolgt entweder im Bottom-up oder im Top-Down-
Verfahren, d.h. sie werden entweder aus den Molektl- oder Atombausteinen aufge-
baut oder ein Materialverband wird zerkleinert, bis die gewlinschte Grol3e erreicht ist
[27,31,32]. Aufgrund der geringen Grofe und dem hohen Oberflache-Volumen-
Verhaltnis unterscheiden sie sich in ihren Eigenschaften von denen des makroskopi-
schen Zustands, z.B. betreffend des Schmelzpunktes, der Farbe und der Reaktivitat
[31]. Die grol3e Oberflache qualifiziert sie fir den Einsatz als heterogene Katalysato-
ren, ermdoglicht die Herstellung von superparamagnetischen Nanopartikeln und
Quantum Dots, bringt aber auch eine hohe Oberflachenenergie mit sich [27,28]. Um
diese zu minimieren und in einen energetisch gunstigeren Zustand zu gelangen, ten-
dieren Nanopartikel zum Agglomerieren bzw. Aggregieren [27,33]. Um dies zu ver-
hindern, missen die Partikel stabilisiert werden, wobei die Stabilisierung meist auf
elektrostatischer Abstof3ung oder sterischer Hinderung beruht [34]. Nanopartikel fin-
den Anwendung in den verschiedensten Bereichen, z.B. in der Elektronik, Katalyse

und Konstruktion, aber auch in der Kosmetik oder Medizin [27].
2.2.1 Silica-Nanopartikel

Haufig in der Medizin und Diagnostik eingesetzt werden Silica-Nanopartikel. Sie be-
stehen aus einer amorphen Struktur aus Silizium und Sauerstoff im Verhaltnis 1:2
und zeichnen sich durch ihre einfache Handhabung, gute Biokompatibilitét, einfache
Oberflachenmodifizierung und ausgepragte Hydrophilie aus [20]. Zudem hemmen sie
die Aktivitat von Nucleasen, was vorteilhaft fir die Stabilitat von Aptameren ist [35].
Ihre Herstellung ist kostengtinstig [20] und die Eigenschaften wie Grol3e und Morpho-
logie sind gut zu steuern. Dabei gibt es verschiedene Methoden zur Synthese: die
Sol-Gel-Synthese, Reverse Mikroemulsion oder die Flammenpyrolyse [32]. Die Sol-
Gel-Synthese aus Tetraalkoxysilanen basiert auf der Stober-Methode [36]. Sie beruht
auf der Hydrolyse und anschlieBenden Kondensation der Estergruppen im Alkali-
schen unter Abspaltung von Alkoholen, wobei sich ein Netz von Siloxanbindungen
bildet (Gleichung 1 und 2) [32]. Dabei wird die Grol3e und Morphologie durch die
Wahl der Estergruppen, des Lésemittels und des pH-Wertes bestimmt [36] und so

die Synthese von monodispersen, spharischen Partikeln ermdglicht [32].
Si(OR), + H,0 - HO — Si(OR); + R — OH Gleichung 1

2 HO — Si(OR)3 = (OR)3Si — O — Si(OR)5 + H,0 Gleichung 2
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Eine andere verbreitete Moéglichkeit der Gewinnung stellt die Flammenpyrolyse dar.
Sie basiert auf der Reaktion der Ausgangsstoffe bei grof3er Hitze. Dabei wird unter-
teilt in die Pyrolyse von gasformigen (FVS, engl.: flame vapor synthesis) und flissi-
gen (FSP, engl.: flame spray pyrolysis) Reaktanten. Erstere setzt voraus, dass die
Ausgangstoffe volatil sind und ermdglicht gute Kontrolle der Grol3e und Reinheit [37].
Zur Synthese von Silica-Nanopartikeln wird meist Tetrachlorsilan [38], aber auch Tet-
raethylorthosilikat (TEOS) [39] genutzt. Fir die FSP bietet sich TEOS in wassriger
Losung an [37]. Dabei wird die Flussigkeit zu Beginn zu kleinen Trépfchen zerstaubt.
Anschliel3end verdampft das Losungsmittel und es kommt zur Keimbildung und Par-
tikelwachstum durch Oxidation. In beiden Fallen kdnnen Gréf3e und Morphologie
durch die Konzentration der Ausgangsstoffe, der Temperatur der Flamme und die

Verweilzeit gesteuert werden [37,40].

Die Stabilitat der Silica-Nanopartikel in wassrigen Medien beruht auf der mit Hydroxy-
Gruppen ubersaten Oberflache, die in einem weiten pH-Bereich zumindest teilweise
deprotoniert vorliegen und somit eine negative Ladung nach auf3en tragen. Werden
die Partikel dagegen durch Pyrolyse erzeugt, sorgt die Hitze dafir, dass die Oberfla-
chengruppen kondensieren und sie erst reaktiviert werden mussen. Ein klassischer
Ansatz dazu ist die Behandlung mit Natronlauge [26]. Allerdings hat diese auch die
Fahigkeit, die Silizium-Sauerstoff-Bindungen zu hydrolysieren und somit die Partikel
aufzulésen [41]. Ab einer bestimmten Grofl3e kdonnen die Silica-Nanopartikel durch

Zentrifugieren aus der Suspension abgetrennt werden.
2.2.2 Magnetisierbare Nanopartikel

Neben den Silica-Nanopartikel ist auch der Einsatz von magnetisierbaren Nanoparti-
keln denkbar. Wahrend Silica-Nanopartikel nur durch Abzentrifugieren aus der L6-
sung abzutrennen sind, kbnnen magnetisierbare mit einem starken Magneten vom
Uberstand separiert werden. Eine der am weitesten verbreiteten Materialien dafiir ist
Magnetit, ein Eisenoxid mit der Summenformel FeszOa4. Aufgrund der geringen Grol3e,
ist die Magnetisierbarkeit daraus bestehender Nanopartikel sehr hoch, was auch als
Superparamagnetismus bezeichnet wird. Wie Silica ist es gut biokompatibel und
nicht giftig fur den menschlichen Korper. Allerdings neigen die Partikel auch stark zur
Bildung von Agglomeraten, da sie keine sich selbst stabilisierende Oberflache wie
Silica besitzen [30,42]. Das macht die Stabilisierung zu einem wichtigen Punkt bei
der Synthese und Verarbeitung. Im Basischen sind Fe-O-Gruppen auf der Oberfla-

che prasent, die eine elektrostatische AbstoRung bewirken. Dasselbe gilt im stark
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Sauren, nur dass hier die Oberflache protoniert ist [34]. Da aber die meisten Reakti-
onen nicht in diesen Milieus durchgefihrt werden kdnnen, ist der Einsatz von Stabi-

lisatoren wie z. B. Citrat oder Olsaure notwendig [28,33].

Fe304-Nanopartikel werden durch Ko-Prazipitation von Eisen(ll)- und Eisen(lll)-lonen
im Verhdltnis 1:2 in alkalischer Losung synthetisiert. Wahrend diese lonen bei neut-
ralem pH-Wert I6slich sind, sind sie im Basischen nicht mehr stabil und bilden Oxide

[30,34]. Die chemische Reaktionsgleichung dazu lautet:
Fe?* + Fe3* + 80H™ - Fe;0,+ 4 H,0 Gleichung 3

Da die Keimbildung sehr rasch erfolgt, bilden sich viele kleine Partikel anstelle von
wenigen grof3en. Allerdings besteht das Problem der Ostwald-Reifung, d.h. kleinere
Partikel 16sen sich mit der Zeit auf und ermdéglichen somit das Wachstum der Grol3e-
ren [34]. Deswegen und da Eisen(ll)-lonen zur Oxidation zu Eisen(lIl)-lonen tendie-
ren, ist es notig die entstanden Partikel zu schitzen. Unter anderem kann dies er-
reicht werden, indem eine diunne Schicht Silica auf die Oberflache aufgebracht wird.
Diese ist chemisch stabil, verhindert Agglomerationen, ist einfach zu modifizieren

und senkt dabei die Magnetisierbarkeit nur leicht [42].
2.3 Silylierung

Ob beschichtete Magnetit-Nanopartikel oder reine Silica-Nanopartikel, Silica-
Oberflachen lassen sich leicht mittels Silylierung modifizieren. Dazu bendtigt werden
Silylierungsmittel, haufig Trialkoxysilane mit der gewlnschten funktionellen Gruppe
am vierten Bindungsplatz. Die Reaktion ist analog zur Kondensation von TEOS. Die
Ethergruppen reagieren mit den Hydroxy-Gruppen auf der Partikeloberflache. Daraus
resultieren neue Si-O-Bindungen zum Organosilan und Alkohole werden abgespalten
[43]. Die dadurch kovalent gebundenen funktionellen Gruppen verandern die chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften der Oberflache wie die Reaktivitat und das

Verhalten in wassriger Losung.

Die Funktionalisierung kann wahrend der Synthese der Partikel, als Ko-
Kondensation, oder in einem separaten Schritt, Grafting genannt, durchgeftihrt wer-
den [28,44]. Da diese Reagenzien allerdings sehr reaktiv gegeniber Wasser sind,
werden als Losemittel reine Alkohole verwendet.

Die Auswahl an Organosilanen ist vielfaltig. In dieser Arbeit wurden zur Modifizierung
3-Aminopropyltriethoxysilan, Vinyltriethoxysilan und y-Methacryloxypropyltrimethoxy-

silan verwendet, um entsprechend ein priméres Amin, eine Vinyl-Gruppe oder eine
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Methacrylatgruppe auf die Oberflache zu bringen. Diese funktionellen Gruppen fun-

gieren als Reaktionsstellen flr die Kopplung mit den Aptameren (Abbildung 2).

HaC HaC HaC

Q N S f
(¢] f-f o} CH,
O“éi/\/\NHE O—gi” CH, O‘-gi/\/\o
Hie—r | He—" ] Hie—/ | CHs
R M D
CH, CH, CH3
3-Aminopropyltriethoxysilan  Vinyltriethoxysilan Methacryloxytriethoxysilan

Abbildung 2: Silylierungsmittel, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
Die jeweiligen funktionellen Gruppen Amin, Vinyl und Methacrylat stellen die Reaktionsstellen fir die
anschlief3ende Kopplung mit dem Aptamer dar.

2.4 Kopplung von Aptameren an Nanopartikel

Es sind viele Versuche und Mdglichkeiten bekannt, ein Aptamer an einen Silica-
Nanopartikel zu koppeln. Dabei ist es wiinschenswert, dass die Reaktion quantitativ
und selektiv ablauft und in einer stabilen Bindung resultiert. Daher bietet sich die
Azid-Alkin-Cycloaddition oder die Bildung von Disulfidbricken an [44-47]. Auch die
spezifische Kopplung von Avidin mit Biotin findet oftmals Anwendung [19,48,49]. In
dieser These wurde die Kopplung Uber den Einsatz von Glutaraldehyd als Linker und

Uber Thiol-basierte Click-Reaktionen untersucht.
2.4.1 Nukleophile Addition des Dialdehyds

Eine haufig genutzte Mdglichkeit flr die Kopplung von Aptamer und Nanopartikel ist
das Silica mit einem primaren Amin zu modifizieren [24,46,49,50]. Die Aminogruppe
kann anschlieRend mit verschiedenen elektrophilen Verbindungen reagieren. Neben
dem hier verwendeten Glutaraldehyd [24,51,52] sind auch die Reaktionen mit Bern-
steinsdureanhydrid und N-Hydroxysulfosuccinimid [19,53] oder mit 2,4,6-Trichloro-
1,3,5-triazine [54] bekannt. In allen drei Fallen fungieren die Molekile als Linker, die

anschlieRend mit einem NH2-modifizierten Aptamer reagieren.

o] o] o
MM <= J\/\)OL T i
e
O/\/’\NH2 + H H O/\/\NH; H —_— CD/\ANHJ\/\/U\H

SiNP-Amin Glutaraldehyd

o e 0 OH, o]
O/\/\N/\/\)LH Q/\ANH' Y - WNH .,
Schiffsche Base

Abbildung 3: Nucleophile Addition der Amin-funktionalisierten Nanopartikel an Glutaraldehyd.

Das Amin greift mit dem freien Elektronenpaar den Carbonyl-Kohlenstoff an, bildet unter der Abspal-
tung von Wasser ein Immonium-lon, welches durch Deprotonierung stabilisiert wird und eine Schiff-
sche Base formt.
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Fur den Reaktionsmechanismus eines Amins mit einem Aldehyd kann allgemein von
einer nukleophilen Addition mit anschlieRender Kondensation ausgegangen werden.
Dies wuirde in einer Aldiminstruktur, genauer gesagt einer Schiffschen Base resultie-
ren (Abbildung 3) [55,56]. Allerdings zeigen Schiffsche Basen im Sauren die Ten-
denz zu hydrolysieren, wahrend das Reaktionsprodukt dieser Kopplung in diesem
Milieu stabil ist [57]. Zudem kommt, dass die Reaktivitdt des Glutaraldehyds von vie-
len Variablen beeinflusst wird und stark abhéngig vom pH-Wert ist. So untergeht es
im Basischen Aldol-Kondensationen und polymerisiert. Daraus entwickelte sich die
Theorie, dass das Aldol-Produkt, die a,B-ungeséttigte Carbonylverbindung
(Abbildung 4a), Ziel des nukleophilen Angriffs des Stickstoffes ist, sodass eine
Schiffsche Base entsteht, die mit einer C=C-Doppelbindung konjugiert und somit sta-
bilisiert ist (Abbildung 4b) [57-60]. Denkbar ist auch eine Michael-artige Addition des
Amin an den B-Kohlenstoff (Abbildung 4c) [61].

o} o} o} o]

JV\/H\ Aldol-Kondensation
—-.
H H ku
0% H a
e
H
H

o]

(o] O HN
H = H H
N/ H O
° OJ/\ -
Abbildung 4: Alternative Reaktionsprodukte der Reaktion des Amins mit Glutaraldehyd.
Die a,B-ungesattigte Carnonyl-Verbindung als Produkt der Aldol-Konensation zweier Dialdehyde (a),

welche mit dem Aminopropan unter der Bildung einer konjugierten Schiffschen Base (b) oder eines
Produkt der Michael-Addition (c) reagiert.

Fur den Mechanismus im sauren Milieu existieren weitere Vorschlage, die fur diese

Arbeit nicht weiter relevant und deshalb hier nicht weiter ausgefihrt sind [58,59].
2.4.2 Thiol-Basierte Click-Reaktionen

Eine weitere Mdoglichkeit fir die Kopplung von Aptameren an Nanopartikel ist die Ad-
dition eines Thiols an eine ungesattigte C=C-Doppelbindung. Diese Reaktionen sind
schon seit Gber einem Jahrhundert bekannt [62] und werden heutzutage als Thiol-

basierte Click-Reaktionen zusammengefasst.

Im Allgemeinen zeichnet sich Click-Chemie dadurch aus, dass ihre Reaktionen se-
lektiv sind, sie hohe Ausbeuten mit unbedenklichen, einfach abzutrennenden Neben-

produkten erzielen, die Reaktionsfihrung und Aufreinigung einfach und die Aus-
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gangsstoffe gut erhaltlich sind [63—65]. Am bekanntesten ist die Azid-Alkin-Click-
Reaktion [64,66], die allerdings fir die Lésung dieses nicht genutzt werden kann, da
schon die Aptamere selbst mithilfe dieses Reaktionsmechanismus modifiziert werden

und es so zu unerwinschten Nebenreaktionen kommen kann.

Doch auch die Reaktion zwischen einem Thiol und einem Alken erflllt diese Ansprui-
che. Sie lauft quantitativ und unter milden Bedingungen ab und resultiert in stabilen
Thioether-Bindungen. Dabei gibt es zwei verschiedene Reaktionswege — der eine
verlauft Uber eine radikalische Kettenreaktion wahrend der andere den Prinzipien der
Michael-Addition folgt [64].

2.4.2.1 Thiol-ene — Click-Reaktion

Die Verknupfung des Aptamers mit dem Silica-Nanopartikel kommt hierbei durch die
Addition des Thiyl-Radikals an das Alken zustande (Abbildung 5).

Die homolytische Spaltung der Schwefel-Wasserstoff-Bindung des Thiols kann pho-
tochemisch mittels UV-Licht (Optimum 254 nm) oder mithilfe von thermischen oder
photochemischen Radikalstartern initiiert werden. Das entstandene Thiyl-Radikal ad-
diert sich an den weniger substituierten Kohlenstoff des Alkens (anti-Markovnikow),
sodass ein Kohlenstoffradikal entsteht. Dieses wiederrum kann von einem weiteren
Thiol ein Wasserstoffatom abstrahieren und sich somit stabilisieren. Die somit her-
vorgerufene Kettenreaktion bricht ab, wenn zwei Radikale aufeinandertreffen
[64,66,67].

hv oder

Radikalstarter 1 2
RLsH — =R’ g RLs R

Abbildung 5: Reaktionsmechanismus der Thiol-ene-Click-Reaktion.

Die homolytische Bindungsspaltung der Thiol-Gruppe wird durch einen Radikalstarter oder UV-
Strahlung initiiert. Das Thiyl-Radikal addiert sich an das Alken, welches sich durch Abstrahieren eines
Wasserstoff stabilisiert und dadurch ein weiteres Thiyl-Radikal erzeugt. Die Kettenreaktion wird abge-
brochen, wenn zwei Radikale aufeinandertreffen.
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Da die Radikalbildung vergleichsweise langsam verlauft, sind die Reaktionsge-
schwindigkeiten gering. Auch sinkt die Reaktivitat der Olefine, wenn sie elektronen-
ziehenden Effekten ausgesetzt sind, da das zwischendurch entstehende Kohlenstoff-
Radikal dadurch destabilisiert wird [64,65].

Als thermischer Radikalstarter kann eine Azo-Verbindung wie beispielsweise 2,2'-
Azo-bis(2-methylpropionamidin) eingesetzt werden. Dieses Molekul zersetzt sich bei
60 °C mit einer Halbwertszeit von 6 Stunden in zwei Radikale (Abbildung 6) [68].

NH
N NH, AT 3.
HoN SN — N=N+ 2 c——<
H3C  CH,4 NH H3C/ NH

Abbildung 6: Thermische Zersetzung von 2,2'-Azo-bis(2-methylpropionamidin).
Die Azo-Verbindung istinstabil und zerfallt bei erhthten Temperaturen in zwei Radikale, die zur Initiie-
rung der Thiol-ene Click-Reaktion verwendet werden kénnen.

2.4.2.2 Michael-Addition

Thiole sind nicht nur einfach homolytisch zu spalten, sondern stellen auch gute Nu-
cleophile dar. Als solche kénnen sie schnell und einfach mit Epoxiden, Isocyanaten

und Alkenen reagieren [64].

Als Michael-Reaktion gilt die 1,4-Addition von Enolen oder Enolaten an eine
a,B-ungesattigte Carbonylverbindung [56]. Da aber hierbei als Nucleophil ein Thiol
oder Thiolat vorliegt, ist dies streng genommen eine Michael-artige Reaktion, was

jedoch selten getrennt wird.

Die Reaktion wird meist mit einer schwachen Base oder einem anderen Nucleophil
katalysiert, wobei jedoch die Voraussetzung besteht, dass das Olefin elektronenarm
sein muss [64]. Bei einer basisch katalysierten Reaktion (Abbildung 7a) entsteht
durch die Deprotonierung des Thiols ein Thiolat-lon, welches ein starkeres Nukleo-
phil darstellt. Dabei gentigt der Einsatz einer schwachen Base, da ein Thiol wesent-
lich saurer reagiert als ein analoger Alkohol (pKs(Alkohol) ~ 15-16; pKs(Thiol) ~ 10
[69]). Das Thiolat greift die C=C-Doppelbindung in anti-Markovnikow Position an,
wahrend das entstehende Carbanion durch die benachbarte Carbonylgruppe meso-
meriestabilisiert wird. Es hat dennoch einen stark basischen Charakter und wird von

einem weiteren Thiol oder einer protonierten Base ein Proton abstrahieren [64].

Fur die nucleophile Katalyse (Abbildung 7b) bieten sich sowohl primare und sekun-

dare Amine als auch Phosphine als Katalysatoren an. Diese addieren sich am
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B-Kohlenstoff und erzeugen somit das mesomeriestabilisierte Carbanion, welches
stark genug basisch ist, um das Thiol zu deprotonieren. Das Thiolat reagiert an-
schlieRend mit dem Olefin analog zu oben beschriebenen basischen Reaktion
[64,66,70].

1
rR-s R’

r? 2 - HC
Nul+ H,C R’ - 3 g
4 / / H,C R3
Nu C e /
° o

Abbildung 7: Reaktionsmechanismus der Thiol-Michael Addition.

Das Thiol stellt ein gutes Nukleophil dar, sodass es sich an die C=C-Doppelbindung eines Methac-
rylats addieren kann. Katalysiert wird die Reaktion meistens durch eine Base (a) oder ein anderes
Nucleophil (b), die das Thiol deprotonieren, da das Thiolat-lon ein noch starkeres Nukleophil ist.

2.5 Analytische Methoden

Um zu beurteilen, ob die Modifizierungen funktioniert haben, ist es notwendig die
Oberflache zu charakterisieren und somit Veranderungen feststellen und zuordnen
zu koénnen. Allerdings fuhrt die nur sehr diinne Oberflachenmodifikation zu sehr ge-
ringen Konzentrationen, die schnell unter die Nachweisgrenze fallen. In dieser Arbeit
wurde die Charakterisierung hauptséchlich mithilfe der Infrarot-Spektroskopie, des
Raman-Mikroskops und der ICP-OES vorgenommen. Der Durchmesser der Partikel
wurde mithilfe der Dynamischen Lichtstreuung und des Rasterelektronenmikroskops
(REM) bestimmt.

2.5.1 Infrarot-Spektroskopie

Die Infrarot-Spektroskopie, im Folgenden als IR-Spektroskopie abgekirzt, beruht auf
den molekulspezifischen Schwingungsfrequenzen und deren Wechselwirkung mit
langwelligem Licht (Wellenlange 0,78 — 1000 um). Dabei wird am haufigsten im mitt-
leren Infrarotspektralbereich gemessen (Wellenlange 2,5-15 um). Mit der vergleichs-
weise energiearmen Strahlung kénnen bestimmte, gequantelte Rotations- und
Schwingungszusténde angeregt werden, deren Energiedifferenzen im Vergleich zu
elektronischen Zustéanden gering sind [71].
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Ein FT-IR-Spektrometer bendtigt eine Strahlungsquelle, die langwelliges Licht aus-
sendet, welches durch ein Michelson-Interferometer aufgetrennt und in der Phase
zeitabhangig verschoben wird. Das dadurch entstandene Interferogramm enthalt In-
formationen Uber die einzelnen Wellenldngen. Das so veranderte Licht passiert an-
schlieBend die Probe und regt spezifische Bindungen zum Schwingen an. Der nach-
folgende Detektor misst die zeitabhangigen Intensitaten, welche durch die Fourier-

Transformation in ein Infrarot-Spektrum umgewandelt werden (Abbildung 8) [72,73].

Schematischer Aufbau eines

FT-IR-Spektrometers Fester Spiegel

—_—
]

Lichtquelle Beweglicher Spiegel
Strahlenteiler |
————

—_—

Probe P47
Fiter  [__1

Detektor

Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines FT-IR-Spektrometers.

Ein FT-IR-Spektrometer besteht aus einer Strahlungsquelle, einem Michelson-Interferometer (Beste-
hend aus einem Strahlteiler und zwei Spiegeln) sowie einem Filter und Detektor. Die Abbildung wurde
entnommen aus [74].

Dabei kann in Transmission oder Absorption gemessen werden. Fur Ersteres werden
die Partikel zusammen mit Kaliumbromid (KBr) zu einem Pressling verarbeitet, der im
Strahlengang platziert werden kann. KBr hat den Vorteil, dass es selbst nicht IR-aktiv
ist und somit die Messung nicht stort. Die andere Variante ist die Absorptionsmes-
sung mittels abgeschwachter Totalreflexion (ATR, engl.: attenuated total reflection),
bei der die Probe auf einen Kristall gelegt wird und die Intensitat der Strahlung ge-

messen wird, nachdem sie mehrmals mit der Probe wechselgewirkt hat [72].

Damit eine Schwingung als IR-aktiv gilt, muss sich das Dipolmoment &ndern, denn
auch im nicht angeregten Zustand schwingen die Bindungen bei Raumtemperatur.
Andert sich dabei der Dipol, wird dadurch ein schwaches elektrisches Feld erzeugt,
welches mit dem elektromagnetischen Feld der Strahlung wechselwirken kann
[71,75]. Entspricht die Strahlungsfrequenz der natirlichen Schwingungsfrequenz der
Bindung, kann eine Energielbertragung stattfinden, wodurch die Schwingungs-
amplitude starker wird. Die Schwingung ist also ,angeregt®. Die Frequenz korreliert

mit der Wellenlange bzw. Wellenzahl des eingestrahlten Lichtes. Die Anregungswel-
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lenlange fehlt demnach im detektierten Spektrum und wird als Absorptionsbande
sichtbar [72].

Fur die Charakterisierung von Verbindungen mithilfe der IR-Spektroskopie wird aus-
genutzt, dass die natirliche Schwingungsfrequenz einer Bindung von den beteiligten
Atomen, der Bindungsstarke und Kopplungen mit anderen Schwingungen abhéangt.
Dies erlaubt es nicht nur, funktionelle Gruppen zu identifizieren, sondern auch eine

Aussage uber die intramolekulare Umgebung zu treffen [71,72].
2.5.2 Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie beruht wie die IR-Spektroskopie auf der Anregung von
Bindungs- und Molekulschwingungen, die Auskunft Uber die Verbindung geben.

Die Anregung findet mithilfe eines Lasers mit einer bekannten Wellenlange im Be-
reich des sichtbaren Lichtes statt, wodurch Photonen mit bekannter Energie auf die
Molektle treffen und somit deren Gesamtenergie anheben. Die mdglichen angereg-
ten Zusténde sind nicht gequantelt und kénnen zwischen dem Grundzustand und
dem ersten elektronisch angeregten Zustand liegen. Deshalb wird der angeregte Zu-
stand auch als virtueller Zustand bezeichnet [71,76].

Ist der StoR3 elastisch, fallt das Molekil auf denselben Schwingungszustand zurick,
von dem aus es angeregt wurde. Demnach hat das emittierte Photon dieselbe Ener-

gie wie das Absorbierte und wird als Rayleigh-Streuung abgegeben (Abbildung 9a).

Fand dagegen ein inelastischer Stol3 statt, weisen das absorbierte und emittierte
Photon eine Energiedifferenz auf, die sich in einer Veranderung der Frequenz &u-
Bert. Dabei ergeben sich zwei Mdglichkeiten: Zum einen kann das Molekul auf einen
héheren Schwingungszustand zurtckfallen als auf den, von dem es angeregt wurde.
Daraus folgt, dass das inelastisch gestreute Photon weniger Energie besitzt als zu
Beginn und als Stokes-Streuung bezeichnet wird (Abbildung 9b — links). Die Ener-
giedifferenz entspricht der Energie, die zum Anregen der Molekulschwingung not-

wendig ist und gibt damit Aufschluss Uber die Struktur des Molekiils.

Die andere Mdoglichkeit besteht darin, dass sich die Bindung schon vor der Absorpti-
on des Photon in einem hoéheren Schwingungszustand befand, und nach einem
inelastischen Stof3 mit einem Photon auf einen tieferen Zustand zurickfallt. Dadurch
besitzt das emittierte Photon eine hohere Frequenz als zuvor und wird als Anti-
Stokes-Streuung bezeichnet (Abbildung 9b — rechts). Seine Frequenz ist um densel-

ben Betrag gegen die Anregungsfrequenz verschoben wie die korrespondierende
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Stokes-Streuung - nur in positive Richtung [71,72,76]. Da bei Raumtemperatur nur
wenige Molekile in einem hdheren Schwingungszustand vorliegen, ist die Intensitat
der Anti-Stokes-Streuung meist viel geringer als die der Stokes-Streuung und wird

meistens nicht ausgewertet [72].
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Abbildung 9: Jablonski-Diagramm zur Rayleigh- und Raman-Streuung sowie zur IR-Absorption.

Fallt das Licht des Lasers auf die Probe, kann es verschieden gestreut werden: die erste Variante ist
die elastische Streuung, bekannt als Rayleigh-Streuung (a). Die zweite Moglichkeit ist die inealstische
Streuung (b), wobei die emittierte Wellenlange entweder langer (Stokes-Streuung) oder kiirzer (Anti-
Stokes-Streuung) als die Anregungswellenl&nge sein kann. Der Unterschied in der Energie ist dabei
vergleichbar mit der benétigten Energie, um eine Schwingung in der IR-Spektroskopie anzuregen. Die
Abbildung wurde entnommen aus [77].

In dieser Arbeit wurde ein Raman-Mikroskop verwendet. Dieses ermdglicht Informa-
tionen Uber die chemische Struktur auf mikroskopischer Ebene mit raumlicher Auflo-
sung zu verknipfen. Es besteht aus einem Laser, der monochromatisches Licht aus-
sendet, welches mithilfe der Mikroskop-Optik auf die Probe fokussiert wird. Das ge-
streute Licht fallt zurtick ins Objektiv, wird dort gesammelt und passiert ein Filtersys-
tem, das die Rayleigh-Streuung abblockt. Dadurch wird nur das inelastisch gestreute
Licht durch ein optisches Gitter in die einzelnen Wellenldngen aufgespalten und trifft
auf den Detektor. Der Detektor erfasst die Frequenz und die Intensitat der Photonen,
woraus ein Computersystem das Raman-Spektrum generiert [78].

Dabei wird die Frequenz immer als Verschiebung gegen die Anregungsfrequenz, den
Raman-Shift, angegeben, sodass die GrofRe unabhangig von der Laserwellenlange
ist. Da die detektierte Frequenzverschiebung die Energie beschreibt, welche zum
Anregen der Schwingung notwendig ist, ist sie vergleichbar mit der Frequenz in der
IR-Spektroskopie. Zur besseren Vergleichbarkeit wird sie deshalb in cm™ umgerech-
net.
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Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines Raman-Mikroskops.

Ein Raman-Mikroskop besteht aus einem Laser, der monochromatisches Licht aussendet, das durch
die optischen Elemente auf die Probe fokussiert wird. Das gestreute Licht wird vom Objektiv gesam-
melt und Uber ein Filtersystem, das die Rayleigh-Streuung abblockt, zum Detektor geleitet. Die Abbil-
dung wurde enthommen aus [79].

Die Banden der funktionellen Gruppen liegen in IR- und Raman-Spektren demnach
an denselben Stellen, variieren allerdings in der Intensitdt. Denn wahrend die Vo-
raussetzung fur IR-Aktivitat eine Anderung des Dipolmomentes ist, muss sich fiir die
Raman-Spektroskopie wahrend der Schwingung die Polarisierbarkeit @ndern. Die
Peaks in Raman und IR-Spektren sind also komplementar und ergénzen sich
[72,75].

2.5.3 ICP-OES

Die Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppelten Plasma (ICP-OES,
engl.: inductively coupled plasma optical emission spectrometry)” ist eine Methode
der Elementaranalytik. Durch eine Induktionsspule wird ein Inertgas, meist Argon,
ionisiert, sodass ein Plasma entsteht, in dem lonen und Elektronen nicht mehr voll-
standig miteinander assoziiert sind. Dabei werden Temperaturen bis zu 10 000 K
erreicht. Eine flissige Probe wird zu einem feinen Aerosol zerstdubt und in der
Plasmafackel durch Kollisionen mit den geladenen Teilchen des Plasmas in seine
atomaren Bestandteile zerlegt und gegebenenfalls anschlieRend ionisiert. Die hohen
Temperaturen sorgen fur die Anregung von elektronischen Ubergédngen, die bei Re-
laxation elektromagnetische Strahlung emittieren. Diese wird mithilfe einer wellen-
langendispersiven Optik aufgetrennt und anschliel3end analysiert. Da die elektroni-
schen Zustande diskret und elementspezifisch sind, trifft dies auch fur die detektier-
ten Emissionslinien zu. Dies ermdglicht eine Bestimmung, welche Elemente in der
Probe vorhanden sind. Zudem besteht Uber einen weiten Bereich ein linearer Zu-

sammenhang zwischen der Intensitat und Konzentration, sodass mithilfe einer Kalib-
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rierung auch die Quantifizierung maglichst. Ein grof3er Vorteil der ICP-OES ist, dass
die Bestimmung von verschiedenen Elementen zeitgleich mdglich und der lineare

Bereich fur die Konzentrationen sehr weit ist [80].
254 DLS

Die dynamische Lichtstreuung (DLS, engl.: Dynamic Light Scattering) ist eine Metho-
de, um den hydrodynamischen Durchmesser von Partikeln zu bestimmen. Daflr
werden die Partikel in einer Flussigkeit suspendiert und mit monochromatischen Licht
durch einen Laser beleuchtet. An den Partikeln wird das Licht gestreut, genannt Ra-
yleigh-Streuung, und erzeugt so ein Interferenzmuster aus hellen und dunklen Stel-
len. Veréndern die Partikel aufgrund der Brown”schen Molekularbewegung ihre Posi-
tion, andert sich damit auch das Interferenzmuster. Dabei gilt, dass kleinere Partikel
sich schneller bewegen und somit zu einer rascheren Veranderung des Musters fih-
ren. Die daraus ermittelte Zeitkonstante korreliert mit dem Diffusionskoeffizient der
Partikel, welcher wiederrum Uber die Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 4) mit

dem hydrodynamischen Durchmesser verknipft ist.

Dy Dif fusionskoef fizient der Partikel

kT k Boltzmannkonstante

Dr= 3nnd, T Temperatur
n Viskositat der Fliussigkeit

Gleichung 4
dp hydrodynamischer Durchmesser

Dabei beschreibt der hydrodynamische Durchmesser nicht den wahren Durchmesser
der Partikel, sondern den einer hypothetischen Kugel, die dieselben Diffusionseigen-
schaften hat wie der Partikel inklusive der Solvathille. Aus der Gleichung geht auch
hervor, dass die Viskositat des Suspensionsmediums sowie die Temperatur eine Rol-
le spielen [81,82].
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3 Methodenteil

3.1 Chemikalien

Tabelle 1: In der Arbeit verwendete Chemikalien.

Chemikalie Reinheit CAS-Nummer Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) Zur Synthese 3483-12-3 vwr-Chemicals
2,2'-Az0-bis(2-methylpropionamidin)

Dihydrochlorid 98 % 2997-92-4 Thermo Scientific
2-Propanol 298 % 67-63-0 vwr-Chemicals
3-(Triethoxysilyl)propylamin (APTES) Zur Synthese 919-30-2 Sigma-Aldrich
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylat

(y-MAPS) 98 % 2530-85-0 Sigma-Aldrich
Ammoniak (25%) Zur Synthese 1336-31-6 Carl Roth

Anilin 99 % 62-53-3 Sigma-Aldrich
Cysteamin 298 % 60-23-1 Sigma-Aldrich
Dodecan-1-thiol 98 % 112-55-0 Thermo Scientific
Eisen(ll)chlorid Tetrahydrat > 99 % 13478-10-9 CarlRoth
Eisen(lll)chlorid Hexahydrat Zur Synthese 10025-77-1 Merck

Ethanol, rein =99 % 64-17-5 vwr-Chemicals
Fluorescein 299 % 518-47-8 Carl Roth
Glutardialdehyd, 50 %-Ldsung in Wasser | Zur Synthese 111-30-8 Sigma-Aldrich
L-Cystein Hydrochlorid Monohydrat 299 % 7048-04-6 Carl Roth
Magnesiumchlorid 299 % 7786-30-3 Carl Roth
Natriumchlorid 299 % 7647-14-5 Carl Roth
Natriumhydroxid p.a. 1310-73-2 Sigma-Aldrich
Phosphatpuffer (DPS, 1X) - - Thermo Scientific
Salzsaure (1 M) Zur Synthese 7647-01-0 Sigma-Aldrich
Silica-Nanopartikel, 10-20 nm 99,5 % 7631-86-9 Sigma-Aldrich
Taurin 299 % 107-35-7 Sigma-Aldrich
Tetraethylorthosilikat (TEOS) 98 % 78-10-4 Sigma-Aldrich
Triethoxyvinylsilan Zur Synthese 78-08-0 Sigma-Aldrich
Tri-Natriumcitrat Dihydrat =99 %, p.a. 6132-04-3 Carl Roth
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 299 % 77-86-1 Carl Roth

Wenn im Folgenden nicht anders beschrieben, wurden alle Silylierungen in einem

2 mL-Mikroreaktionsgefald durchgefuhrt, welches mithilfe eines Ruhrfisches und

Magnetrihrers durchmischt wurde. Zum Erwdrmen wurde jeweils ein Wasserbad

benutzt und die Temperatur mit einem Thermometer Uberprift. Das Waschen erfolg-
te in der Regel durch Abzentrifugieren bei 14.000 RCF fir 3 - 4 min.

3.2 Synthese der Silica-Nanopartikel

Die Synthese der Silica-Nanopartikel (SiNP) folgte dem Sol-Gel-Prozess nach Stober

et al. [36] und orientierte sich an der von Wang et al. etablierten Methode [83]. Da-
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nach wurden 0,32 mL Ammoniak (25 %) mit 8,83 mL destilliertem Wasser und
5,67 mL Ethanol in einem Drei-Hals-Kolben gemischt und langsam zu einer Losung
aus 1,35 mL TEOS in 13,65 mL Ethanol hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde
fur 14 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und anschlie3end in mehreren Schritten
abzentrifugiert (14 000 RCF; 10 min) sowie zweimal mit Ethanol gewaschen. Zwi-
schen den Waschschritten wurden die Partikel im Ultraschallbad dispergiert. Das

Produkt wurde mittels DLS und Raman-Spektroskopie untersucht.
3.3 Aktivierung der Silica-Nanopartikel

Die Vorschrift zur Aktivierung der Oberflache der Silica-Nanopartikel ist angelehnt an
die Veroffentlichung von Wang et al. [84]. Hierzu wurden 0,5 g SiNP in einem Be-
cherglas in 40 mL NaOH (1 mol/L) dispergiert und fir 30 min bei Raumtemperatur
geruhrt. Im Anschluss wurde die Suspension schrittweise abzentrifugiert (2010 RCF,
7 min) und mit destiliertem bzw. Reinstwasser gewaschen bis der pH-Wert neutral
war. Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte mittels pH-Indikatorpapier. Zwischen
den Waschschritten wurde das Pellet aufgelockert und im Ultraschallbad dispergiert.
AnschlieRend wurden die Partikel in 5 mL destilliertem bzw. Reinstwasser suspen-
diert.

Zur Bestimmung der PartikelgrofRe wurde die SINP-Suspension 1:100 verdinnt und
mit der DLS vermessen. Die Massenkonzentration wurde ermittelt, indem 100 pL in
ein zuvor ausgewogenes Mikroreaktionsgefal® pipettiert und im Ofen bei 60 °C bis
zur Massenkonstanz getrocknet wurden. Die Massenkonzentration ergibt sich aus
der folgenden Gleichung:

MEeppi+sine — MEppi leer Gleichung 5

VSiNP—Suspension

,BSiNP—Suspension -

3.4 Silylierung

Die Silylierung erfolgte nach der Vorschrift von Wang et al. [83] mit geringen Abwei-
chungen. Sie beschreibt die Modifizierung der Nanopartikel mit APTES, da sich aber
die Silylierungsmittel untereinander stark &@hneln und der Reaktionsmechanismus

derselbe ist, wurde fur die anderen Silylierungen analog angewandt.

100 pL der SiNP-Suspension wurden dreimal mit Ethanol gewaschen, sodass die
Partikel als wasserfrei angesehen werden konnten. AnschlieRend wurden diese in
300 pL Ethanol resuspendiert und 200 pL des jeweiligen Organosilans (APTES,

y-MAPS oder Vinyl-Silan) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde zuerst fir
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2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt, im Anschluss auf 50 °C erwarmt und eine
weitere Stunde bei dieser Temperatur gehalten. Nachdem es wieder auf Raumtem-
peratur abgekuhlt war, wurden die Partikel abzentrifugiert und dreimal mit Ethanol
gewaschen. Die Aussage Uber eine erfolgreiche Reaktion wurde anhand der Raman-

und IR-Spektren getatigt.
3.5 Nucleophile Addition mit Dialdehyd

Als Vorlage fur die Reaktion mit Glutaraldehyd und dem Amin-modifizierten Aptamer
wurde sich an der Vorschrift von Grechkin et al. [24] orientiert. Dazu wurden die mit-
tels der Silylierung erhaltenen Amin-modifizierten Nanopartikel (SINP-NHz) mit 1 mL
Glutaraldehyd-Lésung (8 %) in PBS versetzt, im Ultraschallbad suspendiert und
6 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde die Mischung abzentri-
fugiert, einmal mit destilliertem Wasser und zweimal mit Ethanol oder Isopropanol

gewaschen.

Um den Reaktionsmechanismus zu testen wurde anstelle des Aptamers Anilin, Tau-
rin oder Cysteamin genutzt. Diese verfugen ebenfalls Uber eine primare Amin-
Gruppe und sollten durch ihre restliche Struktur analytisch nachgewiesen werden.
Dazu wurde im ersten Schritt eine Stammlésung (100 umol/L) und eine finale Ver-
dinnung (10 pumol/L) in PBS angesetzt. Unabhéngig davon welches Molekul benutzt
wurde, wurde 1 mL der 10 uM-LO6sung zu den Partikeln gegeben, dispergiert und
4 Stunden geruhrt. Dann wurden die Partikel abzentrifugiert und einmal mit destillier-
tem Wasser, sowie zweimal mit Ethanol oder Isopropanol gewaschen. Das Reakti-
onsprodukt wurde mithilfe von Raman-, IR- und UV-Spektroskopie sowie der
ICP-OES untersucht.

3.6 Thiol-basierte Click-Reaktion

Fur die Thiol-ene Click-Reaktion wurden Methacrylat- und Vinyl-modifizierte Nano-
partikel (SINP-MA und SiNP-Vinyl) genutzt, fur die Michael-Addition nur die mit Me-
thacrylat. Als Ersatzstoff zum Thiol-modifizierten Aptamer wurde Cystein oder Dode-
canthiol verwendet, wobei das Dodecanthiol nur fur die radikalische Reaktion zum
Einsatz kam. Von beiden wurde eine Stammlésung (100 pmol/L) und eine Verdin-
nung (10 umol/L) in Tris-HCI vorbereitet. Dabei wurde die Stammlésung des Dode-

canthiols aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit in Ethanol angesetzt.

Da das Alken mit der Thiol-Gruppe reagieren soll, aber Thiole die Tendenz haben zu
oxidieren und Disulfid-Bricken auszubilden, wurde zu Beginn die Losung der Rea-
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genzien mit DTT versetzt, sodass auf 1 mL Losung 1 mg DTT kommt, und bei 30 °C

far 30 min inkubiert.
3.6.1 Thiol-ene Click-Reaktion

Um die radikalische Reaktion zu starten, wurde zum einen 2,2-Azo-bis(2-
methylpropionamidin) als thermischer Radikalstarter [84] und zum anderen UV-Licht
der Wellenldngen 405, 355 und 275 nm verwendet.

Fur die erste Variante, angelehnt an die Vorschrift von Wang et al. [84], wurde 1 mg
der Azo-Verbindung zu 1 mL reduzierter Thiol-Lésung gegeben und mit den modifi-
zierten Nanopartikeln vermischt. AnschlieRend wurde die Mischung bei 55-60 °C fur
5 Stunden geruhrt, bevor die Partikel abzentrifugiert und zweimal mit destilliertem

Wasser sowie zweimal mit Ethanol gewaschen wurden.

Fur die photochemische Aktivierung der Reaktion wurde 1 mL der reduzierten Thiol-
Losung mit den Partikeln vermengt und in einer Quarzglaskivette fur 15 min mog-
lichst nah vor einer UV-LED (275 nm, Eingangsleistung 1 W bzw. 405 nm, Eingangs-
leistung 10 W) geruhrt. Ebenfalls wurden Versuche mit einer Anregungswellenléange
von 355 nm durchgefiihrt, wobei diese auf einem Laseraufbau basierten und dessen
Leistung nicht bestimmt wurde. Die Mischung wurde anschliel3end flr weitere 2 wei-
tere Stunden ohne Bestrahlung gerihrt, um sicherzustellen, dass die Reaktion voll-

standig ablaufen konnte. Das Waschen erfolgte analog zu 3.5.
3.6.2 Michael-Addition

Fur die Michael-Addition wurden die Nanopartikel in 920 pL der reduzierten Thiol-
L6sung dispergiert und fur mindestens 3 Tage bei Raumtemperatur gerihrt, um eine
vollstandige Reaktion zu gewahrleisten. Zuséatzlich wurde die Auswirkung eines Kata-
lysators getestet, woftir 0,92 pL Anilin (100 umol/L) oder 0,5 uL Ammoniak (5 mol/L)
hinzugegeben wurde. Nach vollendeter Reaktion wurde die Probe abzentrifugiert und
wie in 3.5 beschrieben gewaschen.

Sowohl die erhaltenen Produkte der Michael-Reaktion als auch die Produkte der ra-

dikalischen Reaktion wurden mittels Raman-Spektroskopie und ICP-OES untersucht.
3.7 Magnetisierbare Nanopartikel

Die Synthese der magnetisierbaren Nanopartikel (MNP) erfolgte nach der Vorschrift
von Zhou et al. [85]. Danach wurden 1,622 g FeCls-6 H20 und 0,9941 g FeClz-4 H20

in 40 mL destilliertem Wasser gelost, anschlieRend wurden 5 mL Ammoniak (25 %)
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hinzugegeben. Nach 10 min Rihren bei Raumtemperatur wurde das Gemisch auf
90 °C erwarmt und fur weitere 30 min gerthrt. Nach dem Abkthlen wurden die Parti-
kel mithilfe eines Neodym-Magneten abgetrennt und mit destilliertem Wasser bzw.
einer 2 gew.-%-igen Citrat-Losung gewaschen.

Um eine Modifizierung mit funktionellen Gruppen zu ermdglichen, wurden sie an-
schlieRend mit einer Schicht Silica Uberzogen. Dies geschah nach der Vorschrift von
Mendonca et al. [42]. Dazu wurden die Citrat-stabilisierten FezOs-Nanopartikel mit
destilliertem Wasser gewaschen, um das Citrat zu entfernen und anschlie3end in
einer Losung bestehend aus 20 mL destilliertem Wasser, 80 mL Ethanol und 2,2 mL
Ammoniak (5 mol/L) dispergiert. 500 pL TEOS wurden langsam unter Rihren hinzu-
getropft. Nach 6 Stunden wurden die Partikel abgetrennt, zweimal mit Ethanol gewa-

schen und dann darin dispergiert.

Die weitere Modifikation erfolgte analog zu der in 3.4 beschriebenen Silylierung und
den sich daran anschlieenden weiteren Reaktionen. Die synthetisierten Partikel
wurden vor und nach dem Coating mit Silica mittels DLS, Raman- und IR-
Spektroskopie und extern mit einem REM untersucht.

3.8 Fluoreszenz-Assay

Um die Nachweisgrenze des Fluoreszenzmarkers zu bestimmen, wurde eine Ver-
dunnungsreihe von Fluorescein in Tris-HCI-Puffer mit Konzentrationen von 10 nmol/L
bis 0,001 nmol/L angesetzt. Die Zusammensetzung des Puffers orientierte sich an Li
et al. [2]: 10 mM Tris, 50 mM MgClz und 50 mM NaCl — eingestellt auf pH 7,5 mit
HCI. Die Messung erfolgte in einer transparenten 96-Well-Mikrotiterplatte mit jeweils
100 uL Probenvolumen, wobei jede Konzentration in dreifacher Bestimmung getestet
wurde. Die Fluoreszenz wurde mit einem Plattenlesegerat (SpectraMax® iD3 von
Molecular Devices) bei einer Anregungswellenlange von 485 nm und Emissionswel-
lenlange von 528 nm gemessen. Fir die Auswertung wurde der Mittelwert der Drei-

fach-Messung abzuglich des Blanks gegen die Konzentration aufgetragen.
3.9 Analytik

Fur die Untersuchung unter dem Raman-Mikroskop (Senterra R200L von Fa. Bruker)
wurde eine kleine Probe des zu untersuchenden Stoffes in einen Stahl-Tiegel gege-
ben und so lange gewartet, bis alles an Losungsmittel verdampft war. Anschliel3end
wurde unter dem Mikroskop die Oberflache mittels des 50x-Objektivs fokussiert und
eine geeignete Stelle gesucht, um ein Spektrum aufzunehmen. Anhaltspunkte gaben
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dafur die in 4.1 beschriebenen typischen Peaks flr das Silica. Fur die Silica-
Nanopartikeln betrug die Anregungswellenldange 532 nm mit einer Energie von
20 mV. Es wurde jeweils ein Raster von 5x5 Messpunkten tber einen Bereich von
400 pm2 aufgenommen, wobei jeder Punkt flir 15 Sekunden belichtet und 15-fach
vermessen wurde. Die Apertur wurde auf 50 um und die Auflésung auf 9-15 cm™
eingestellt, sodass der Raman-Shift im Bereich 60-4500 cm™ detektiert werden konn-
te. Vor Beginn der Messung wurde das Mikroskop auf Dunkelfeld umgestellt, da
dadurch die Intensitat der Peaks verbessert wird. Fur die FesOs-Partikel wurde die
Laserenergie auf 0,2 mV herabgesetzt, aber dafir die Apertur auf 25*1000 um und
die Koaddition auf 50-fach erhoht. Zur Auswertung wurden die 25 Einzelspektren
gemittelt, um ein madglichst reprasentatives Spektrum zu erhalten. Wenn verschiede-

ne Spektren verglichen werden sollten, wurden die Intensitaten auf O und 1 normiert.

Die IR-Spektren wurden an einem Nicolet iS50 FT-IR-Spektrometer der Marke Ther-
mo scientific in Transmission und mittels ATR gemessen. Fir die Transmissions-
messung wurden KBr-Presslinge im Verhaltnis 1:200 hergestellt und im Trocken-
schrank bei 60 °C getrocknet. Vor der Messung wurde ein Hintergrundmessung

durchgefuhrt und die Probe im Anschluss mit 16 Scans vermessen.

Fur die Untersuchung in der ICP-OES (SPECTRO ARCOS ICP-OES der Firma
SPECTRO AMETEK) wurden die Proben getrocknet, 6-8 mg eingewogen und in
10 mL Reinstwasser im Ultraschallbad dispergiert. An allen Messtagen wurde zusatz-
lich ein Blank mit analysiert. Um die Schwefelkonzentration zu ermitteln, wurde die
Emissionslinie 182,034 ausgewertet, da die eigentlich intensivere Linie bei 180,731
gestort wurde. Ob die Anderung der Schwefelkonzentration der Proben signifikant
hoher war als die der Blanks, wurde durch einen einseitigen, ungepaarten Zweistich-

proben t-Test festgestellt.

Der hydrodynamische Durchmesser wurde mit der DLS (Zetasizer Ultra von Malvern)
bestimmt. Daflr wurden die Proben im Verhaltnis 1:100 (SiNP) bzw. 1:1000 (MNP)
verdinnt und in die Klvette gefillt. Gemessen wurde die Streuung bei 173 °, 90 °
und 17 °, allerdings wurde nur die Daten von 90 ° in dieser Arbeit bertcksichtigt und

das Peakmaxiumum der Intensitat in Abhangigkeit des Durchmessers ausgewertet.

Fur die UV-Spektroskopie wurde ein UV/VIS-Spektrometer Lambda 35 der Firma
PerkinElmer genutzt.
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4 Auswertung und Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Aptamere an Nanopartikel zu koppeln, um
somit die Grundlage fir ein molekulares Schaltersystem zu generieren, welches spa-
ter zur unkomplizierten Trinkwasseranalyse eingesetzt werden kann. In diesem Zu-
sammenhang war es zunachst wichtig, die angedachten Nanopartikel aus Silica und
Magnetit zu synthetisieren und eine geeignete Kopplungsmoéglichkeit zu identifizie-

ren.
4.1 Silica-Nanopartikel

Die Silica-Nanopartikel wurden wie in 3.2 beschrieben nach der Stéber-Methode [36]
synthetisiert. Nach dem Zutropfen der Ammoniak-Ldsung trat eine Trubung der L6-
sung ein. Diese weist auf die Entstehung von SiO2-Keimen hin, die im Laufe der wei-
teren Reaktionszeit wuchsen [32,36]. Am Ende der Reaktion wurde ein hydrodyna-
mischer Durchmesser von ungefahr 60 nm ermittelt. Beim Abzentrifugieren ergab
sich das Problem, dass der Uberstand noch immer trilb war. Eine Messung der Parti-
kelgroRe mittels DLS zeigte, dass dieser weiterhin SiNPs im Bereich von 63 nm ent-
hielt, wahrend das resuspendierte Pellet eine breitere Partikelgrol3enverteilung mit
dem Peak bei 126 nm aufwies. Eine mogliche Erklarung dafur ist, dass die Drehzahl
der Zentrifuge nicht hoch genug war, sodass die Zentrifugalkraft nicht ausreichte, um

die kleineren, leichteren Partikel zu separieren.

Die Abtrennung der Partikel mittels Zentrifugieren war auch fur die folgenden Modifi-
kationen notwendig [24], weshalb im Anschluss nur die gréf3eren Nanopartikel ge-
nutzt wurden. Dementsprechend war die Ausbeute vergleichsweise gering, sodass
hauptséachlich industriell hergestellte und nach 3.3 aktivierte SINP verwendet wurden.
Diese wurden charakterisiert, indem die Oberflache mittels Stickstoffabsorption/-
desorption sowie der Durchmesser mittels DLS und REM untersucht wurde. Der er-
mittelte hydrodynamische Durchmesser war mit 197 nm um ein Zehnfaches gréR3er
als der Hersteller angab. Daran anderte auch das Dispergieren im Ultraschallbad
oder ein Wechsel des Suspensionsmediums nichts. Die Messung der Oberflache
ergab einen Wert von ca. 111 m?/g, wahrend die Berechnung der theoretischen
Oberflache, basierend auf dem Partikeldurchmesser und unter Annahme einer per-
fekten Kugel nach Gleichung 6, fur die Herstellerangabe von 20 nm einen Wert von
125 m?/g ergab. Dagegen betriige die Oberflache von Partikeln mit einem Durch-

messer von 197 nm ca. 13 m?/g.
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A= 6 % 1000 A Oberfliche in mz/g
d*p
d Partikeldurchmesser in nm
Gleichung 6

p Dichte des Silicas: 2,4 g/cm3 [86]

Diese Ergebnisse lassen zwei mdgliche Schliisse zu. Zum einen besteht die Mo6g-
lichkeit, dass die Messergebnisse fehlerhaft sind. Da die Oberflachenergebnisse sich
mit den Herstellerangaben ungefahr decken, wirde der Fehler wahrscheinlich eher in
der Ausfuhrung der DLS-Messung liegen. Zudem ist im hydrodynamischen Durch-
messer die Solvathille mit inbegriffen und auf3er Acht gelassen, dass sich kleine,
aber unregelméRige Partikel langsamer bewegen und somit groRer erscheinen.
Dennoch ist die Abweichung des Durchmessers zu grof3, um damit erklart zu werden.

Die andere Option ist, dass die Partikel in Suspension Agglomerate bilden und
dadurch der Durchmesser hoher erscheint. Es ist allerdings verwunderlich, dass
dadurch nicht mehrere Populationen an PartikelgroRen entstehen und das Ultra-
schallbad keinen Einfluss darauf zu nehmen scheint. Dennoch, die aufgenommenen
Bilder des REM unterstiutzen diese Theorie, denn in Abbildung 11 sind gréRRere Ag-
glomerate zu sehen, die aus kleineren Priméarpartikeln bestehen.

200 nm EHT = 8.00 kv Signal A = SE2 R3_03 fif
| WD = 9.7 mm Width = 3.811 pm Mag= 30.00 KX 00° LR

Abbildung 11: REM-Aufnahme der industriell hergestellten Silica-Nanopartikel.
Die kleinen Primérpartikel des Silicas tendieren dazu, gréf3ere Agglomerate zu formen, um die hohe
Oberflachenenergie zu minimieren.

Um die Oberflache zu charakterisieren, wurde ein Raman-Spektrum aufgenommen
(vgl. Abbildung 12), in welchem die markanten Peaks und Banden zu sehen sind. Die
schwache und sehr breite Bande im Bereich von 3720-3190 cm™ liegt an der typi-
schen Stelle der O-H-Streckschwingung von Silanol-Gruppen [72,87]. Da diese eine
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stark polare Bindung ist, taucht sie im Raman nur sehr schwach auf (Erklarung in
2.5.22.5.2). Der Fakt, dass sie Uberhaupt zu sehen ist, ist der Tatsache geschuldet,
dass auf der Silica-Oberflache eine hohe Konzentration an Hydroxy-Gruppen vor-
handen ist. Die schwache breitere Bande zwischen 2995-2834 cm ist charakteris-
tisch fur die gesattigte C-H-Streckschwingung und im Raman stark ausgepragt
[72,87,88]. Fur die unmodifizierten Nanopartikel ist diese Gruppe nicht zu erwarten,
doch schon geringe Verschmutzungen mit Organik kann zu ihrer Anwesenheit fuh-

ren.

4000

488 o

w

8]

o

o
1

600 cm’’

803 cm™'

— -1
3000 3720-3190 oM’ 995 2534 oy i

Intensitat (Counts)

1060 cm™

2500

LA L L B L B L L B RN L B
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman-Shift (cm™)

Abbildung 12: Raman-Spektrum von den in Natronlauge aktivierten SiNP.

Die Banden werden wie folgt zugeordnet: 3720-3190 cm-1; SiO-H-Streckschwingung; 2995-2834 cm-1;
gesattigte C-H-Streckschwingung; 1060 cm: Si-O-Si-Streckschwingung; 803 und 488 cm-; Si-O-
Streckschwingung; 600 cm-1; Si-O-Si-Deformationsschwingung. Die Bande bei 974 cm 1 ist nicht ein-
deutig zuordenbar, aber in Vergleichsspektren der Literatur zu finden [43].

Der Peak bei 1060 cm™ kann der Si-O-Si-Streckschwingung, die Bande bei 600 cm?
der dazugehorigen Biegeschwingung zugeordnet werden. Die Si-OH-Schwingung
verursacht die Signale bei 803 und 488 cm™ [43,51,72,87,88]. Auch der Peak bei
974 cm ist charakteristisch fir ein Silica-Spektrum [43]. Vor allem fiir die Auswer-
tung und Interpretation der Spektren der funktionalisierten Nanopartikel ist ein sol-

ches Vergleichsspektrum bedeutsam.
4.2 Amin-Modifizierung

Die erfolgreiche Funktionalisierung des Silicas mit APTES konnte im Raman-
Spektrum nachgewiesen werden, wenngleich die Signalintensitaten verhaltnismafig
schwach waren (Abbildung 13). Aber vor allem im Vergleich mit den unmodifizierten
Nanopartikeln wird ein schwacher Peak bei 3312 cm™ sichtbar. Er korreliert mit dem
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Doppelpeak im Spektrum von APTES, welcher aufgrund der Position und Erschei-
nung der N-H-Streckschwingung zugeordnet werden kann [88]. Die geringe Intensitat
ist bedingt durch die stark polare Bindung und somit schlechte Polarisierbarkeit. Ein
weiteres Indiz fur die Anwesenheit des Aminopropans auf der Oberflache ist die nun
intensivere gesattigte C-H-Streckschwingung um den Raman-Shift von 2890 cm™
herum. Auch im Fingerprintbereich sind die markanten Banden des APTES im
SINP-NH2-Spektrum wiederzufinden. Neben den schon im reinen Silica beobachte-
ten Banden tauchten Peaks bei 1608, 1455 und 1408 cm™ auf, die zu den N-H- und
C-H-Deformationsschwingungen gehoren, sowie die Bande bei 1306 cm™, die der
C-N-Schwingung zugeordnet wird [88]. Die Peaks bei 1063, 957 und 803 cm™ sind
auch im Silica-Spektrum ersichtlich, wobei die erhohte Intensitat durch die Normie-
rung bedingt ist. Im Allgemeinen zeigt der direkte Verglich der SINP-NH2- und AP-
TES-Spektren, dass die Peaks in ihrer Lage Ubereinstimmen und eine gelungene

Modifizierung belegen.
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Abbildung 13: Raman-Spektren bei 532 nm fir SiNP-NH,, SINP und APTES.
Die SiNP (grin) wurden mit APTES (rot) modifiziert, um eine primare Amingruppe auf der Oberflache
(blau) zu erhalten. Die Banden wurden wie folgt zugeordnet: 3312 cm: N-H-Streckschwingung;
2890 cm1: gesattigte C-H-Streckschwingung; 1608 cm-1: N-H-Deformationsschwingungen; 1455 und

1400 cm®; C-H-Deformationsschwingungen; 1306 cm-1: C-N-Streckschwingung. Die Banden 1063,
957 und 803 cm-! sind ebenfalls fir das Silica sichtbar und den Si-O-Schwingungen zuzuordnen.

Der Nachweis und die Quantifizierung der Amin-Gruppen auf der Oberflache ist hau-
fig in der Literatur als Fluoreszenz-Assay mit Fluorescamin beschrieben [24,50]. In
dieser Arbeit wurde er jedoch nicht angewandt und somit ist keine quantitative Aus-

sage Uber den Grad der Funktionalisierung moglich — nur dass an vielen Stellen der
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Probe diese Banden beobachtet werden konnten.

Bei der Addition von Glutaraldehyd an SiINP-NH2 konnte wahrend der Reaktion eine
Anderung der Farbe beobachtet werden. War die Suspension zu Beginn milchig-
weil3, so schimmerte sie am Ende rotlich. Diese Veranderung wurde auch von Nazari
et al. beobachtet [89]. Die Farbanderung ist moglicherweise auf die Reaktion zwi-
schen dem Aldehyd und dem Amin zurlckzufiuhren. Als Test wurden einige Tropfen
APTES auf einem Aluminiumpléattchen getrocknet und anschlie3end in die Glutaral-
dehyd-L6sung gegeben. Auch hierbei verfarbte sich der zuvor farblose Tropfen erst
orange-gelb und dann tiefrot. Dabei ist die gro3ere Intensitat der Farbe durch die ho-
here Konzentration der reagierten Gruppen bedingt. Ein weiterer Test beruhte auf
dem Losen von Taurin bzw. Cysteamin in der Glutaraldehyd-L6sung, was zu einer
Gelbfarbung fihrte, die mit der Zeit dunkler wurde. Im Gegensatz dazu zeigte eine
Suspension von SINP und dem Dialdehyd auch nach mehreren Tagen keine Veran-
derung. Daraus ist also zu schlieRen, dass der Kontakt einer Amin-Gruppe mit dem
Dialdehyd zu der Verfarbung fuhrt. Diese wirde auch die Theorie der konjugierten
Schiffschen Base (vgl. 2.4.1) unterstlitzen, denn delokalisierte Elektronen kénnen

bestimmte Wellenlange absorbieren und somit eine Farbigkeit hervorrufen.

Auch anderte sich das Verhalten der Partikel in der Suspension. Zuvor waren sie
recht stabil und fein dispergiert, doch wéhrend der Reaktionszeit begannen sie aus-
zuflocken und lieBen sich auch im Ultraschallbad nicht wieder vollstandig dispergie-
ren. Eine Mdoglichkeit ist, dass das Glutaraldehyd zu polymerisieren begann und so-
mit die Partikel miteinander verknipfte, was in einem grof3en Netzwerk resultierte.
Dies ist durchaus nicht unwahrscheinlich in Anbetracht der Tatsache, dass Glutaral-
dehyd eine sehr komplexe Reaktivitat aufweist (vgl. 2.4.1). Der Versuch mehr reakti-
ve Amine zu erhalten, indem der pH-Wert des Puffers auf 8 wie bei Brothier et al.
[52] eingestellt wurde, scheiterte, weil ein weiler Feststoff auszufallen begann. Dass
der Niederschlag das polymerisierte Glutaraldehyd war, konnte gezeigt werden, in-
dem die reine Glutaraldehyd-L6sung mit einer Base versetzt wurde und dasselbe
Ergebnis eintrat. Dies ist auch in Ubereinstimmung mit dem in der Literatur beschrie-

benen Reaktionsverhalten des Aldehyds [57].

Diese Erscheinung wurde allerdings in keiner der fir diese Arbeit herangezogenen
Veroffentlichungen erwahnt [24,50]. Jedoch berichtete Bagwe et al. [50], dass die
Amin-modifizierten Partikel sehr instabil sind, da sich die NH3*-Gruppen zur Oberfla-

che zurlckfalten und somit die negative Ladung der deprotonierten Silanol-Gruppen
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neutralisieren. Das fuhrt zu einer hohen Neigung zur Agglomeration. Da der Partikel-
durchmesser fur die SINP-NHz nicht bestimmt wurde, konnte dies an sich nicht be-
statigt oder widerlegt werden. Im Experiment kénnte die Instabilitédt der Nanopartikel
aber dazu gefiihrt haben, dass diese durch das Glutaraldehyd eher untereinander
vernetzt wurden, als freie Aldehydgruppen nach auf3en zu tragen. Zudem ist nicht zu
erwarten, dass die Aldehydgruppen zu einer elektrostatischen Abstol3ung zwischen

den Partikeln und somit einer guten Stabilitat fuhren.

Eine Untersuchung der einzelnen Reaktionszwischenprodukte erwies sich als
schwierig. Zwar konnte die Funktionalisierung mit dem Amin im Raman-Spektrum
noch nachgewiesen werden, allerdings war nach der Reaktion mit dem Dialdehyd
das Signal nicht mehr auswertbar. Grund daftr war die Fluoreszenz der Probe, die
ein starkes Rauschen verursachte, dass die spezifischen Peaks Uberlagert (Anhang:
Abbildung 1). Dass das Reaktionsprodukt von Amin und Glutaraldehyd fluoresziert,
beobachtete auch Zhang et al. [59]. Dafuir verantwortlich wurde das konjugierte Sys-
tem der C=C-Doppelbindung mit der Schiffschen Base gemacht. Dies wirde eben-
falls fur den Vorschlag des Reaktionsproduktes in Abbildung 4b sprechen. Der Ver-
such, die Fluoreszenz zu umgehen, indem die Modifizierung im IR-Spektrometer
analysiert wurde, blieb ohne Ergebnis. Denn die IR-Spektren des reinen Silicas und
die nach jedem Reaktionsschritt waren nahezu identisch (Anhang: Abbildung I1). Dies
steht jedoch im Widerspruch mit den Ergebnissen von Bayramoglu et al., die eine
Veranderung der IR-Absorption feststellten [51]. Der Grund konnte in der niedrigen
Konzentration der funktionellen Gruppen auf der Partikeloberflache liegen. Denn
auch die Modifizierung der SINP-MA, die im Raman problemlos zu sehen war, fuhrt
im IR-Spektrum nicht zu den erwarteten Banden, obwohl Wang et al. von Signalen
bei 1702 und 1637 cm™ berichteten [84]. Allerdings erfolgten deren Messungen je-
weils mittels ATR-IR, wahrend sie in dieser These in Transmission durchgefthrt wur-
den. Die ATR-Messung bietet sich im Allgemeinen fir eine Oberflachencharakterisie-
rung an [72,72,87], aber die zur Verfugung stehende Probenmenge reichte daftr

nicht aus.

Eine weitere Idee war, vor und nach der Kopplung mit Anilin jeweils ein UV-Spektrum
aufzunehmen, um sie miteinander zu vergleichen. Denn Anilin enthéalt einen aromati-
schen Ring und absorbiert die Wellenlangen 230 und 280 nm. Allerdings stellte sich
auch diese Analysemethode als nicht geeignet heraus, da schon die mit Glutaralde-
hyd-modifizierten SiNPs (SINP-CHO) eine Absorption in diesem Bereich zeigten,

wodurch eine Detektion von Anilin nicht realisierbar war (Anhang: Abbildung I11).
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Es wurde daher als weitere Analytik zum Nachweis der erfolgreichen Kopplung die
ICP-OES verwendet. Hierbei konnen allerdings nur schwerere Elemente zuverlassig
detektiert werden, weshalb als Modell-Molekiile Taurin und Cysteamin benutzt wur-
den. Beide besitzen eine primére Amin-Gruppe fir die Reaktion mit Glutaraldehyd
und ein Schwefelatom, welches ein auswertbares Signal ermoglicht. Da allerdings
Cysteamin auch eine Thiol-Gruppe besitzt, die eventuell ebenfalls mit der Aldehyd-
gruppe reagieren konnte, wurde hauptsachlich Taurin verwendet. Wahrend der ICP-
Analyse wird die Probe atomisiert, sodass die Konnektivitdt der Atome irrelevant ist.
Deshalb musste darauf geachtet werden, dass alles ungebundene Edukt vollstandig
entfernt wurde, um eine Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden. Als Negativpro-
be wurden unmodifizierter SINP mit einem schwefelhaltigem Molekll versetzt und
anschlielBend analog zu den realen Proben gewaschen und aufbereitet. Zudem wur-
de eine Probe der aktivierten Nanopartikel in Suspension gemessen, um auszu-
schlieRen, dass etwaige Schwefelkontaminationen durch die Partikeln verursacht
wurden. Um zu bestimmen, ob die Anderung der Schwefelkonzentration signifikant
ist wurde ein einseitiger t-Test durchgefuhrt (vgl. Anhang 8.4). Dieser zeigte, dass die
Schwefelkonzentration der SiNP-Taurin Suspension im Vergleich zum Blank stark
erhoht war (Blank: 0,009 mg/L; SiNP-Taurin: 0,087 mg/L). Im Gegensatz dazu konn-
te keine signifikante Abweichung zwischen dem Blank und den Negativproben
(0,0075 mg/L) festgestellt werden. Daraus folgt, dass die Reaktion des Taurins mit
den Nanopartikeln erfolgreich verlaufen ist. Allerdings waren die Konzentrationen
nicht hoch genug, um eine belastbare Quantifizierung zu gewahrleisten. Eine hdhere
Probeneinwaage ist hierbei nicht moglich gewesen, da somit auch wesentlich mehr
Silica in die ICP-OES eingefiihrt wiirde und somit die Gefahr einer Uberladung ent-
stande. Demnach konnte keine Aussage Uber den Grad der Modifizierung getatigt

werden.
4.3 Thiol-Basierte Click-Reaktionen
4.3.1 Silylierung der Nanopartikel

Die Modifizierung der SiNP mit y-MAPS und dem Vinyl-Silan konnte mittels Raman-
Spektroskopie nachgewiesen werden. In Abbildung 14 ist ein exemplarisches Spekt-
rum der SINP-MA und SiNP-Vinyl sowie ein Spektrum des y-MAPS als Reinstoff und
der unmodifizierten Nanopartikel zum Vergleich dargestellt. Die Ahnlichkeit der Spek-
tren von y-MAPS und den damit funktionalisierten SINP weist auf eine erfolgreiche

Reaktion hin. Das Alken verursacht durch die C-H- und C=C-Schwingungen die
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Peaks bei 3107 und 1638 cm™, sowie mehrere der kleineren Banden zwischen 1000
und 900 cm™ [88]. Die Streckschwingung der Carbonylgruppe bei 1714 cm™ wurde
auch von Wang et al. und Chen et al. beobachtet [84,90] und spricht fir einen konju-
gierten Ester [88]. Die Bande bei 1294 cm? wird durch die C-O-Streckschwingung
verursacht, wahrend der Peak bei 2848 cm™ die Folge der C-H-Schwingung neben
der Estergruppe ist [88]. Die Banden bei 1455 und 1400 kommen durch die C-H-
Deformationsschwingungen zustande. Der schwache Peak bei 2326 cm™ taucht in

allen Raman-Spektren von SiNP auf.
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Abbildung 14: Raman-Spektren von SiNP, SiNP-MA, SiNP-Vinyl und y-MAPS.

Die SiNP wurden mit y-MAPS (rot) bzw. Vinyl-Silan (nicht dargestellt) modifiziert, um die jeweiligen
funktionellen Gruppen Methacrylat (blau) und Vinyl (lila) auf die Partikeloberflache zu bringen.
Bandenzuordnung des SiNP-MA-Spektrums: 3107 cml: ungeséttigte C-H-Streckschwingung; 2848
cml;  C-H-Streckschwingung in  Nachbarschaft zu einer Estergruppe; 1714 cm™:
C=0-Streckschwingung des Esters; 1638 cm: ungesattigte C=C-Streckschwingung; 1455 und
1400 cm-t; C-H-Deformationsschwingungen; 1294 cm-1: C-O-Streckschwingung des Esters.

Banden im SiNP-Vinyl-Spektrum: 3065 cm: Ungesattigte C-H-Streckschwingung; 1630-1600 cm-1;
C=C-Streckschwingung.

Das Spektrum der SiNP-Vinyl war schwieriger aufzunehmen und auszuwerten, das
Fehlen eines Vergleichsspektrums erschwerte die Interpretation zusétzlich. Zu erwar-
ten waren allerdings auch nur Banden fiur gesattigte und ungesattigte C-H- und
C-C-Schwingungen. Der Peak fur das Alken liegt bei 3065 cm™. Dies ist um ca.
40 cm™ verschoben im Vergleich zu dem SiNP-MA-Spektrum, da hier keine Konjuga-
tion mit einem Ester vorliegt. Die Anwesenheit einer C=C-Schwingung um die 1600-
1630 cm? lasst sich nur schwer erahnen, ebenso wie die C-H-Knickschwingung bei
1443 cm™ [43,72,87,91]. Da der Alken-Peak aber sehr spezifisch ist, kann auch hier
von einer erfolgreichen Silylierung gesprochen werden.
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Die Modifizierung ist in beiden Fallen nicht durchgéngig, aber an vielen Rasterpunk-
ten zu finden, sodass die Schlussfolgerung zuldssig ist, dass sie in einem signifikan-

ten Mal3e erfolgreich war.
4.3.2 Thiol-ene-Click-Reaktion

Die radikalische Click-Reaktion war dagegen erst nach ausgiebiger Optimierung er-
folgreich. Zu Beginn wurde der Fokus vor allem auf die Reaktion der SINP-MA mit
dem thermischen Radikalstarter gelegt. Doch sowohl die Anderung der Konzentrati-
on des Cysteins und der Azo-Verbindung, als auch die Variation der Temperatur ver-

anderte das Raman-Spektrum nicht.

Auch die photochemisch induzierte Reaktion zwischen dem Methacrylat und Cystein
fuhrte unabhéangig von der Wellenlange zu keinen neuen oder verschobenen Ban-
den. Erst als anstelle der SINP-MA die SiNP-Vinyl eingesetzt und Cystein durch
Dodecanthiol ersetzt wurde, zeigte sich im Raman-Spektrum eine Bande bei
732 cm? (Abbildung 15). Diese wird der C-S-Streckschwingung der neu entstanden
Thioether-Bindung zugeordnet. Sie ist im Vergleich zu einer normalen C-S-
Schwingung eines Thiols um ca. 40 cm™ verschoben, da sie nun an beiden Seiten
substituiert ist. Diese Verschiebung ist analog zu der Bandenverschiebung der C-O-
Schwingung der Alkohole und Ether [88] und beweist somit, dass es sich bei dem

Peak nicht um Rickstande nicht abreagierten Dodecanthiols handelt.
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Abbildung 15: Raman-Spektren der SiNP-Vinyl und SiNP-Cy,.

Die SiNP-Vinyl reagierten unter UV-Anregung mit 275 nm mit dem Thiol des Dodecanthiol unter Bil-
dung eines Thioethers. Dessen C-S-Schwingung verursacht einen Peak bei 732 cm-1, der den Erfolg
der Reaktion kennzeichnet. Dennoch ist ein Peak bei 3065 cm-! sichtbar, der der ungesattigten C-H-
Streckschwingung zugeordnet wird und die Anwesenheit eines Alkens kennzeichnet.

Die Bande ist nur punktuell an einigen Stellen zu finden, allerdings immer Uber einige

Rasterpunkte hinweg verteilt, sodass es als Geisterpeak ausgeschlossen werden
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kann. Des Weiteren sind keine neuen Peaks zu erkennen, da das Dodecanthiol kei-
ne weiteren neuen funktionellen Gruppen einbringt. Auffallig ist, dass die C-H-Bande
wider Erwarten nicht intensiver geworden und der Alken-Peak noch immer sichtbar
ist. Eine mogliche Erklarung ist, dass die Reaktion nur in einem sehr kleinen Mal3-
stab stattgefunden hat und nur wenige der Alkene reagiert haben. So ist der Peak bei
3065 cm™ noch prasent, wahrend die wenigen Thioether die ihnen zugehtrige, im

Raman stark ausgepréagte Bande im Fingerprintbereich verursachen.

Der Erfolg der Reaktion wurde durch die Ergebnisse der ICP-OES-Messung besta-
tigt. Die Konzentration des Schwefels, der fir die Thioetherbindung spezifisch ist,
war signifikant hoher als im Blank (Schwefelkonzentration SiNP-Ci2: 0,070 mg/L).

Der Umstand, dass die radikalische Reaktion mit einem elektronenreicheren Alken
zu besseren Ergebnissen fuhrte, bestatigt die Aussage von Hoyle und Bowman und
Bordoni et al. [65,66] und wurde in 2.4.2.1 bereits erortert. Der Einsatz von Dode-
canthiol anstelle von Cystein beruht darauf, dass es dem eigentlichen Aptamer ahnli-
cher ist. Denn zwischen der Nukleotidsequenz und der funktionellen Gruppe befindet
sich in der Regel ein Alkan-Spacer, um die Flexibilitat des Aptamers zu gewahrleis-
ten. Daher eignet sich das Dodecanthiol besser zur Simulation, ist aber aufgrund
seiner schlechten Lo6slichkeit in Wasser schwerer zu handhaben. Die UV-initiierte
Reaktion von einem Vinyl mit Dodecanthiol wurde ebenfalls von Hoyle und Bowman
[66] erwahnt.

Die Aktivierung der Reaktion der SINP-Vinyl mittels des thermischen Radikalstarters
ergaben keine Ergebnisse. Dies kodnnte der langsamen Zersetzung der Azo-

Verbindung geschuldet sein, die nach 6 Stunden nur zur Halfte zerfallen ist [68].
4.3.3 Thiol-Michael-Addition

Als Alternative zur Thiol-ene Click-Reaktion wurde versucht, die Kopplung der Alken-
modifizierten Partikel und Thiole Gber eine nukleophile Addition zu bewerkstelligen.
Dabei zeigte die Michael-Addition nicht nur vielversprechendere Ergebnisse, sondern
lAuft dazu unter milderen Bedingungen ab. Sie benotigt weder Radikale noch erhohte
Temperaturen noch andere Faktoren, die der DNA der spéater einzusetzenden Apta-

mers potentiell schaden kénnen.

Ausprobiert wurde die Reaktion ohne und mit Katalysatoren, wobei einmal das pri-

mare Amin Anilin, und das andere Mal die Base Ammoniak eingesetzt wurde. Da das
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Raman-Spektrum fir die Anilin-katalysierte Reaktion die intensivsten Peaks fir die

Thioetherbindung zeigte, wurden die folgenden Versuche mit Anilin durchgefihrt.

Um sicher zu gehen, dass die Reaktion vollstandig ablief, wurde sie fir mehrere Ta-
ge laufen gelassen. Der Versuch, die Kinetik und somit eine geeignete Reaktionszeit
zu bestimmen, blieb ohne Ergebnis. Dafur hatte die Anzahl der entstandenen Thio-
ether bestimmt werden mussen, doch eine Quantifizierung war weder mit dem Ra-
man-Mikroskop noch mit der ICP-OES mdglich. Letztere bietet sich zwar prinzipiell
dafur an, allerdings waren die Signalintensitaten zu gering, als das zuverlassige Wer-

te ermittelt werden konnten (vgl. 4.2).

Abbildung 16 zeigt ein exemplarisches Spektrum der erfolgreichen Modifizierung. Die
C-H-Streckschwingung des Alkens ist auch nach der Reaktion noch schwach sicht-
bar, doch der intensive Peak bei 733 cm™ belegt die Anwesenheit der Thioetherbin-
dung. Der Vergleich mit dem Spektrum des Cysteins zeigt auch, dass es sich dabei
nicht um Ruckstande des Eduktes handeln kann, da das Thiol durch die S-H- bzw.

C-S-Schwingungen Banden bei 2566 und 683 cm™ verursacht [72,87].
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Abbildung 16: Raman-Spektren von SiNP-MA, SiNP-Cys und Cystein.

SiNP-MA reagierte mit dem Thiol des Cysteins fir 3 Tage bei Raumtemperatur katalysiert durch Anilin
unter Bildung eines Thioethers (Thiol-Michael-Addition). Spezifisch fur den Thioether sind die Banden
bei 733 und 385 cm! (C-S-Streck-und Deformationsschwingungen), wahrend der Peak bei 3107 cm-1
fur ein Alken spricht und kennzeichnet, dass die Reaktion nicht vollstéandig abgelaufen ist. Fir die
Thiolgruppe des Cysteins sind die Peaks bei 2588 cm-! (S-H-Streckschwingung) und 683 cm- (C-S-
Streckschwingung) charakteristisch.

Die zwei intensiven Peaks bei 1380 und 1297 cm sind nicht auf das addierte Cys-

tein zurickzufihren, da dieses keine Banden an dieser Stelle enthalt. Im SiINP-MA-
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Spektrum tauchen diese Peaks nur mit geringerer Intensitat auf. Der Unterschied in
der Auspragung kann auf eine unterschiedliche lokale Konzentration, aber auch auf
die Normierung zurtuickgefiihrt werden. Die Deformationsschwingung des Thioethers
kénnte fur das Signal bei 385 cm™ verantwortlich sein [72,87].

Es ist allerdings anzumerken, dass die markanten Peaks nicht an allen Stellen der
Probe zu finden waren, selbst wenn diese den Alken-Peak zeigten. Demnach reagie-
ren also nicht alle funktionellen Gruppen mit dem Thiol. Da das Thiol im Uberschuss
eingesetzt wurde, kann es nicht das limitierende Edukt sein. Es besteht die Méglich-
keit, dass die Reaktion sehr langsam ablauft und somit auch nach mehreren Tagen
nicht beendet ist. Dies wird unterstiitzt durch die Ergebnisse von Chan et al. [70], die
fur Methacrylate und den Einsatz priméarer Amine als Katalysatoren eine geringe Re-

aktionsgeschwindigkeit feststellten.

Die erfolgreiche Kopplung wurde durch die Messung mit der ICP-OES bestatigt
(Schwefelkonzentration SINP-Cys: 0,090) .

Die Michael-Addition wurde nicht mit den SINP-Vinyl untersucht, da diesen die elekt-
ronenziehende Estergruppe fehlt, welche das zwischendurch entstehende Carbanion
stabilisiert. Damit ist eine wesentlich geringere Reaktivitat und somit keine quantitati-

ve Umsetzung zu erwarten.

4.4 Gegentuberstellung der Kopplungsvarianten

Tabelle 2: Ubersicht tber die verschiedenen Kopplungsreaktionen.

Silylierungsmittel | Kopplung mit Modellmolektl | Nachweis
Nukleophile APTES Reaktion mit Glutaraldehyd | Mit ICP-OES
Addition mit - Reaktion mit einer Amin-
Dialdehyd gruppe
Thiol-ene Vinyl-Silan Radikalische Reaktion mit Mit ICP-OES und
Click- einer Thiolgruppe Raman-
Reaktion Spektroskopie
Thiol- y-MAPS Michael-Addition mit einer Mit ICP-OES und
Michael- Thiolgruppe Raman-
Addition Spektroskopie
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Es wurden verschiedene Mdoglichkeiten zur Kopplung von Aptameren an funktionali-
sierte Silica-Nanopartikel untersucht. Dabei wurden anstelle der Aptamere Modell-
Molekiile eingesetzt, die die entsprechenden funktionellen Gruppen tragen. Die
ICP-OES-Analyse ergibt fir die Verknipfungsreaktion mit Glutaraldehyd, die
UV-induzierte Thiol-ene Click-Reaktion und die Thiol-Michael-Reaktion deutlich er-
hohte Schwefelwerte und deutet somit auf eine erfolgreiche Kopplung hin (vgl. Abbil-
dung 17).

Abbildung 17: Emissionsspektrum der ICP-OES-Analyse.

Dargestellt sind die Intensitaten der emittierten Strahlung von den Produkten der Michael-Addition und
UV-induzierten Thiol-ene Click-Reaktion (a) und der Reaktion mit Glutaraldehyd (b), die jeweils eine
erhohte Intensitat zeigen, sowie der Negativproben: mit Schwefel versetzte und anschlieRend gewa-
schene SINP (c) und reine SiNP (d), die nicht signifikant Gber dem Untergrund (e) sind. Die Emissions-
linie bei 182,034 ist spezifisch fur Schwefel.

Mittels Raman-Spektroskopie konnten die Reaktionsprodukte der Thiol-basierten
Kopplungen nachgewiesen werden, wobei die Intensitaten der Thioetherschwingun-
gen fur die Michael-Addition hoher sind. Das deutet moglicherweise auf eine grél3ere
Ausbeute hin, allerdings kann anhand der Raman-Spektren keine quantitative Aus-
sage getroffen werden. Angemerkt sei hierbei, dass die Ergebnisse der ICP-OES-
Analyse und die der Raman-Spektren nicht von denselben experimentellen Ansatzen
stammen. Fur die Reaktion mit Glutaraldehyd war ein Nachweis im Raman aufgrund

der Fluoreszenz nicht mdglich.

Da der Kopplungsmechanismus fur Aptamere angedacht ist, sind fur die Beurteilung

der Effizienz neben der Ausbeute auch die potenziellen Schadlichkeit fur die DNA in
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Betracht zu ziehen. In Hinblick darauf eignet sich die Michael-Addition besser als die
Thiol-ene Click-Reaktion, da sie unter milden Bedingungen ablauft und nicht auf Hit-
ze, Radikalstarter oder UV-Strahlung angewiesen ist, die die DNA schadigen kon-

nen.

Die Verknupfung tber ein Dialdehyd ist von den Reaktionsbedingungen her ebenfalls
nicht schadlich fur die Aptamere, aber die Tendenz zu Agglomerieren macht die Par-
tikel fir die Anwendung zur Aufkonzentration unbrauchbar. Zudem besitzen die Nuk-
leotide noch weitere Amingruppen, die zwar weniger reaktiv sind als eine Amino-

gruppe an einem Alkan, aber dennoch zum Teil mit dem Aldehyd reagieren kdnnten.
4.5 Fes0s-Nanopartikel

4.5.1 Synthese

Die Herstellung der Eisen(ll,lIl)oxid-Partikel erfolgte durch die Ko-Prazipitation von
Eisen(ll)- und Eisen (lIl)-lonen im Alkalischen. Die Farbe der Lésung der Eisen-lonen
war orange, sobald jedoch Ammoniak hinzugegeben wurde, verwandelte sie sich
nahezu schlagartig in pechschwarz. Dieser Umschlag war bedingt durch die verén-
derte Stabilitat und Loslichkeit der lonen, sodass eine plétzliche Ubersattigung der
Lésung entstand. Die dabei entstanden Keime wuchsen wéhrend der restlichen Re-

aktionszeit weiter bis nahezu alle Edukte abreagiert waren.

Wahrend der Reaktion war der basische pH-Wert nicht nur ausschlaggebend fur die
Keimbildung, sondern sorgte auch fir eine gewisse Stabilitdt der synthetisierten Par-
tikel [34]. Beim ersten Syntheseversuch wurde das Produkt mit destilliertem Wasser
gewaschen. Infolge des daraufhin neutralen pH-Wertes fehlten die abstof3enden
Krafte zwischen den Partikel, sodass sie schon nach kurzer Zeit agglomerierten, was
in der Veranderung des hydrodynamischen Durchmessers, aber auch in dem Verhal-
ten der Suspension bemerkbar wurde. So erschien sie direkt nach der Synthese wie
ein ,schwarzes Fluid“ mit einer hohen Oberflachenspannung, was sich kaum von
selbst separierte. Im Neutralen dagegen setzten sich die Partikel schon nach kurzer
Zeit ab. Beim zweiten Ansatz wurde deshalb mit einer 2%-Citrat-Losung gewaschen.
Als Ergebnis war die Suspension tiber mehrere Wochen stabil, was an ihrem Verhal-
ten sichtbar wurde. Von der Stabilisierung der Magnetit-Partikel durch die Car-
boxylgruppen des Citrats berichtete Cheraghipour et al. [33]. Allerdings berichteten
sowohl Mandel et al. als auch Cheraghipour et al., dass sich eine stabile Suspension

der MNPs nicht mithilfe eines Magneten separieren lie3e [33,34], was im Gegensatz
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zu dem in dieser Arbeit beobachteten Verhalten steht. Dies ist moglicherweise durch
eine unterschiedliche Auspragung der Stabilisierung oder durch verschiedene Star-

ken der verwendeten Magneten bedingt.

Das Problem, dass sich neben Magnetit auch noch andere, nicht magnetisierbare
Eisenoxide wie Maghemit oder Goethit ausbilden kénnen, war nicht weiter relevant.
Da die Abtrennung durch einen Magneten erreicht wurde, blieben nur die gewlnsch-

ten MNPs zurick.

Mittels DLS konnte einen hydrodynamischen Durchmesser von 146 nm ermittelt wer-
den. Dabei muss allerdings beachtet werden, dass dies die Citrat-Hulle mit ein-
schlief3t. Unter dem REM wurde sichtbar, dass auch hier die Agglomerate von kleine-

ren Primarpartikeln vorliegen (Anhang: Abbildung V).

Das Produkt wurde sowohl mittels IR- als auch im Raman-Spektroskopie vermessen,
wobei sich ein fir Metalloxide typisches Spektrum zeigte. Eine schwache, breite
Bande im IR-Spektrum bei 3400 cm™ ist charakteristisch fur die Hydroxy-Gruppe auf
der Oberflaiche des Magnetits (Abbildung 18), wahrend die Bande bei 662 cm™ im
Raman der Fe-O-Schwingung zuordnen lasst (Anhang: Abbildung 1V) [51].

4.5.2 Coating

Um die FesOgs-Partikel stabil zu halten und Funktionalisierungen zu ermdglichen,
wurden sie mit einer diinnen Schicht Silica Gberzogen. Der Vergleich der IR-Spektren
vor und nach dem Coating zeigt eine neue starke Bande bei 1054 cm, die charakte-
ristisch fur die Si-O-Si-Streckschwingung ist (Abbildung 18). Zudem tauchen noch
zwei kleinere Banden bei 948 und 782 cm? auf, die durch die Epoxy-
Ringschwingungen und die Si-OH-Streckschwingung versursacht werden [51,72,87].
Auch hebt sich im oberen Wellenzahlenbereich zwischen 3500-3000 cm™ die sehr
breite Bande intensiver von der Basislinie ab. Diese kann den O-H-
Streckschwingungen der Silanol-Gruppen auf der Oberflache zugeordnet werden
[72,87].

Mittels der TXRF konnte die Anwesenheit von Silizium an den Partikeln bestatigt
werden. Die Ergebnisse zeigen neben den Eisen-Peaks einen deutlichen Silizium-
Peak, der fur die reinen MNP nicht auftaucht (Anhang: Abbildung VII).

Dass das detektierte Silica von losen SINP herriihrt kann ausgeschlossen werden,
da die Magnetit-Partikel mittels Magneten abgetrennt wurden.
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Abbildung 18: ATR-IR-Spektrum der MNPs mit und ohne Beschichtung mit Silica.

Die Beschichtung mit Silica ist deutlich an dem Peak bei 1054 cm-%, der fur die Si-O-Si-Schwingung
markant ist, zu erkennen. Die Banden bei 948 und 782 cm! sind charakteristisch fur die Epoxy-
Ringschwingungen und die Si-OH-Schwingungen.

Der Nachweis im Raman gestaltete sich aus zwei Grunden schwierig. Zum einen
wurden die Magnetit-Nanopartikel bei den sonst genutzten Einstellungen durch den
Laser zerstort. Dies aulerte sich in einem Drift der Basislinie, wie auch in dem Aus-
sehen der untersuchten Stelle. Die Partikel, die zuvor schwarz waren, leuchteten
nach Bestrahlung mit dem Laser hellrot. Dieses Verhalten wurde ebenfalls von Levic
dokumentiert [92]. Um dennoch ein auswertbares Spektrum zu erhalten, wurde die
Laserleistung um ein 100-faches herabgesetzt und, um die damit schlechtere Intensi-
tat der Signale auszugleichen, die Koaddition von 15- auf 50-fach erhéht sowie die
Apertur weiter gedffnet. Somit konnte ein besseres Spektrum generiert werden. Zum
anderen sind die Silica-spezifischen Banden alle eher polar und damit IR-aktiv, wes-
halb sie im Raman nur sehr schwach und in Verbindung mit den neuen Einstellun-
gen kaum zu sehen sind. Dennoch war das Spektrum wichtig fr den Vergleich mit

nachfolgenden Funktionalisierungen (Anhang: Abbildung V).

Der mit der DLS bestimmte hydrodynamische Durchmesser betrug 186 nm und un-
terstutzt damit die Annahme, dass eine zusatzliche Schicht auf den Partikeln ent-
standen ist (vgl. hydrodynamischer Durchmesser der MNP: 146 nm). Dabei legen
wiederum die Aufnahmen des REM Kkleinere Partikel nahe, die agglomerieren
(Anhang: Abbildung VI). Ob die beschichteten MNPs sich zu Agglomeraten zusam-
mengelagert haben oder ob die Agglomerate im Gesamten mit Silica Uberzogen

wurden lasst sich daraus nicht entnehmen. Ebenso wenig kann anhand der Analy-



47

seergebnisse eine Aussage Uber die Schichtdicke und die Durchgangigkeit getroffen

werden.
4.5.3 Funktionalisierung

Die MNP@SIiO2-Partikel wurden wie die SiNPs funktionalisiert. Die Silylierung mit
y-MAPS konnte im Raman nicht nachgewiesen werden. Dies kann aber auch der
Tatsache geschuldet sein, dass die generelle Intensitat des Spektrum aufgrund der
veranderten Einstellungen sehr gering ist und dadurch schwache Alken-Peak im Be-
reich von 3100 cm™ nicht detektiert werden kann. Die anschlieRende Umsetzung mit
Cystein konnte ebenfalls nicht mit Gewissheit bestatigt werden, aber in der Flanke
des schon zuvor sichtbaren Peaks bei 669 cm? lasst sich nun eine Schulter bei
708 cm erahnen (Abbildung 19), welche von dem C-S-Peak der Thioetherschwin-
gung herrthren konnte, der durch den Einfluss von dem Eisenoxid verschoben sein
kann. Die ICP-Analyse konnte die Anwesenheit von Schwefel nicht bestatigen — ob

es daran lag, dass er nicht vorhanden war oder nur in zu geringen Mengen, lasst sich

nicht sagen.
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Abbildung 19: Raman Spektrum von MNP und MNP@SIiO,-Cys - vergré3ert im Bereich 300 - 1000 cm.
Die mit dem Methacrylat funktionalisierten MNP haben mit Cystein fir drei Tage bei Raumtemperatur
unter Verwendung von Anilin als Katalysator reagiert (Michael-Addition). Nach der Reaktion ist eine

leichte Schulter bei 708 cmt im Peak von 669 cm zu sehen, die méglicherweise von der C-S-
Streckschwingung des Thioethers herrihren kénnte.

Der Nachweis der Amin-Modifizierung war mittels Raman-Spektroskopie ebenfalls
nicht maglich, da die verschlechterte Signalintensitat die generell schon schwachen

Banden des Aminopropans nicht nachweisen kann.
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4.6 Fluoreszenz-Assay

Das angedachte Schaltersystem beruht auf dem Unterdriicken der Fluoreszenz im
ungebundenen und deren freien Emission im gebundenen Zustand. Dabei ist die
Sensitivitdt maf3geblich von den Eigenschaften des Fluoresceins abhangig. Mittels
einer Verdunnungsreihe wurde bestimmt, in welchem Bereich sich Konzentration und
Fluoreszenz proportional zueinander verhalten und bis zu welchen Konzentrationen

ein Signal detektiert werden kann.

Die Ergebnisse zeigen eine lineare Abhangigkeit bis zur niedrigsten Konzentration
von 0,001 nmol/L, wobei die Signalintensitaten fir Konzentrationen Uber 2 nmol/L
starker streuen und die Wertepaare mehr von dem linearen Verhalten abweichen. Da
nur dieselben Verdinnungen dreimal gemessen und nicht fir jede Konzentration drei
unabhangige Verdinnungen angesetzt wurden, gibt die Standardabweichung nur die

Streuung der gemessenen Signalintensitat an.
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Abbildung 20: Verdiinnungsreihe von Fluorescein in Tris-Puffer.

Die Messwerte zeigen eine lineare Abhangigkeit der emittierten Fluoreszenz von der Konzentration,
wobei der Messpunkt bei 0,025 nmol/L als Ausrei3er aufgrund eines Pipettierfehlers angenommen
wird. Dies zeigt, dass bis 0,001 nmol/L die Probe sowohl qualifiziert, als auch quantifiziert werden
kann.

Die Messwerte zeigen nicht nur, dass Fluorescein bis hin zu 0,001 nmol/L nachge-
wiesen, sondern auch quantifiziert werden kann. Das bringt fir das Schaltersystem
eine hohe Sensitivitat mit sich, die erforderlich ist fr die Trinkwasseranalyse. Denn
schon geringe Keimzahlen pathogener Erreger sind Ausreichend, um eine Infektion
auszulosen. Allerdings muss beachtet werden, dass sich die Nachweisgrenze auf-
grund der Komplexitat des Schaltersystems verschieben konnte. So mussen sowohl
Effekte des Nanopartikels und des Aptamers berticksichtigt werden, als auch die

Anwesenheit des Quenchers, der das Signal unterdriickt. Zudem sollte auch unter-
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sucht werden, wie viel ,Restfluoreszenz“ das gequenchte Fluorescein emittiert und
ab welcher Signalintensitat sich sicher sagen lasst, dass die Zielstruktur vorliegt. Die-
se Parameter kbnnen allerdings nur durch Tests mit dem Schaltersystem herausge-

funden werden.
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5 Zusammenfassung

In der Arbeit wurden drei verschiedene Mdglichkeiten zur Kopplung von Aptameren
an Nanopartikel identifiziert. Die Verknupfung von einem Amin-modifizierten Silica-
Nanopartikel mit einem ebenfalls Amin-modifizierten Aptamer unter Verwendung von
Glutaraldehyd konnte erfolgreich durchgefihrt und analytisch nachgewiesen werden.
Allerdings tendieren die Nanopartikel aufgrund der Modifizierung zum Agglomerieren.
Die zweite Variante basierte auf der Thiol-ene Click-Reaktion, die ein Vinyl-
modifiziertes Nanopartikel mit dem Thiol eines funktionalisierten Aptamers Uber eine
radikalische Kettenreaktion verknupft. Auch diese Reaktion verlief erfolgreich und
fuhrte zu einer stabilen Bindung. Es muss jedoch in nachfolgenden Versuchen ge-
klart werden, ob die Aktivierung mit UV-Strahlung der DNA schadet. Die dritte Option
beruhte auf der Thiol-Michael-Addition, bei der sich das Thiol, katalysiert durch Ani-
lin, an das Alken eines Methacrylat-funktionalisierten Partikel addiert. Diese Reaktion
liefert nicht nur die am vielversprechendsten Ergebnisse, sondern ist auch durch die
milden Reaktionsbedingungen fir die Kopplung von DNA-Strangen gut geeignet. Der
einzige Nachteil ist die lange Reaktionszeit, die in weiteren Untersuchungen adres-

siert wird.

Die Untersuchung der konzentrationsabhangigen Fluoreszenz des Fluoresceins,
welches als Fluorophor fiur den molekularen Schalter genutzt werden soll, ergab,
dass es bis zu 0,001 nmol/L nicht nur detektiert, sondern voraussichtlich auch quanti-
fiziert werden kann. Dies ermdglicht eine sensitive Detektion selbst geringer Kon-

zentrationen der Mikroorganismen, was wichtig fir die Trinkwasseranalyse ist.
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6 Ausblick

Das grol3te Potential der in dieser Arbeit erdOrterten Varianten besitzt die Thiol-
Michael Addition, weshalb es sich lohnt, auf die Optimierung dieser den Fokus zu
legen. Dazu gehort, die Reaktionsgeschwindigkeit und die Konzentration auf der
Oberflache zu bestimmen und gegebenenfalls die Reaktionszeit zu verkirzen. Chan
et al. stellten fest, dass die Struktur der Edukte sowie der Einsatz verschiedener Ka-
talysatoren einen grof3en Einfluss auf die Geschwindigkeit und die Ausbeute der Re-
aktion haben, vor allem primare Alkylamine und tertiare Phosphine werden als ge-
eignet beschrieben [70]. Um allerdings die Auswirkungen beurteilen zu kénnen, muss
zuvor eine Methode zur Quantifizierung entwickelt werden. Eine Mdglichkeit ware die
Quantifizierung mittels Cysteamin, gekoppelt an Fluorescein, wobei die Intensitat der

Fluoreszenz ein Mal3 fur die Produktkonzentration ist [90].

Um den schnellen Nachweis der Zwischen- und Endprodukte zu ermdglichen, sollten
weitere Mdoglichkeiten ausgetestet werden, da sowohl die Messung im Raman als
auch in der ICP-OES zeitaufwendig und fur die Magnetit-Partikel nicht geeignet sind.
In der Literatur werden die Qualifizierungen haufig mittels ATR-IR und Zeta-Potential
beschrieben, da beide Methoden als oberflachensensibel gelten. Die Funktionsweise
des ATR-IR wurde bereits beschrieben, das Zeta-Potential beruht auf den elektro-
chemischen Eigenschaften der funktionellen Gruppen auf der Oberflache des Parti-

kels, welche sich durch die Modifizierungen andern [93].

Bevor die Modellmolekiile durch die Aptamere ersetzt, sollten die Einflisse der ver-
schiedenen Kopplungsmethoden auf die DNA untersucht werden, um sicherzugehen,
dass die Nukleotidsequenz durch diese nicht beschadigt wird. Hier ist die Anwen-
dung molekularbiologischer Methoden wie der Polymerasen-Kettenreaktion mit an-
schlieRender Sequenzierung denkbar. Fur den Nachweis der DNA auf der Partikel-

oberflache bietet sich sowohl die UV- als auch die IR-Spektroskopie an [24,51].

Zudem muss getestet werden, wie sich das System aus Aptamer, Fluorophor und
komplementéren Strang mit Quencher auf das Fluoreszenzsignal auswirkt und wel-
che Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sich dadurch ergeben. Die erfolgreiche
Kombination der einzelnen Komponenten Aptamer, Nanopartikel und Fluorophor ist
die Voraussetzung fur die vollstdndige Funktionsfahigkeit des molekularen Schalters

und somit fur die einfache und sensitive Detektion pathogener Mikroorganismen.
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8 Anhang

8.1 IR-und Raman-Spektren
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Anhang: Abbildung I: Raman-Spektrum von SiNP-NH2, SiINP-CHO und SiNP-Anilin.

Nach der Reaktion mit Glutaraldehyd nimmt das Rauschen aufgrund der Fluoreszenz stark zu, sodass
eine Auswertung der Banden nicht mehr zuverlassig moglich ist. Nach der Kopplung mit Anilin lassen
die Stérungen Uberhaupt keine Aussage mehr tber die Struktur zu.
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Anhang: Abbildung II: IR-Spektren von den einzelnen Reaktionsschritten der Amin-Modifikation, Reaktion
mit Glutaraldehyd und Anilin.
Aus dem Vergleich der Spektren ergibt sich, dass die Oberflachenmodifikation nicht sichtbar wird.
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Anhang: Abbildung lll: UV-Spektren von Anilin, SINP-CHO und SiNP-Anilin.

Da die Partikeln mit Glutaraldehyd (SiNP-CHO) schon zwischen 200 und 500 nm das Licht teilweise
absorbieren, ist die Absorption von Anilin anschief3end nicht mehr sichtbar.
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Anhang: Abbildung IV: Raman-Spektrum von MNP und MNP-SIiO,.
Die MNPs (rot) wurden erst mit Silica beschichtet (blau) und anschlieRend mit y-MAPS modifiziert

(griin). Dabei wird ersichtlich, dass die Spektren sich nicht signifikant voneinander unterscheiden, was
aber auch der reduzierten Intensitat des Spektrums geschuldet sein kann.
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8.2 REM-Bilder
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Anhang: Abbildung V: REM-Aufnahme der MNP.

200 nm EHT = 8.00 kV Signal A = SE2 R2_10.tif
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Anhang: Abbildung VI: REM-Aufnahme von MNP-SIiO,.
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8.3 Auswertung TXRF
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Anhang: Abbildung VII: Elementspektrum der TXRF-Analyse.

Der rot gekennzeichnete Peak kennzeichnet Silizium, die blauen Peaks sind spezifisch fir Eisen.
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8.4

t-Test

Tabelle 3: Einseitiger t-Test fur zwei unabhangige Stichproben zur Feststellung, ob die Schwefelkonzent-
rationen der Proben signifikant vom Blank abweichen.

SiNP-Cys (Michael- | SiNP-Taurin SiNP-C12 (Thiol-
Blank unmodfizierte SINP | Addition) (Glutaraldehyd) ene)

0,01 0,004 0,09 0,08 0,07

0,01 0,006 0,09 0,09 0,07
Schwefelkonzentration 0,01 0,006 0,09 0,09 0,07
[mg/L] bei Emissionsli- 0.001 0.01| - } }
nie 182,034 : ’

0,001 0,01] - - -

0,001 0,009 - - -

0,02 - - - -

0,02]- - - -

0,02]- - - -

0,003 | - - - -

0,004 | - - - -
Anzahl 11 6 3 3 3
Mittelwert 0,0091 0,0075 0,0900 0,0867 0,07
Standardabweichung 0,0075 0,0023 0,0000 0,0047 0
Varianz 0,000056 0,000005 0,000000 0,000022 0,000000
Teststatistik fir Vari-
anzgleichheit 10,72 | gegen unendlich 2,53 | gegen unendlich

Kritischer Wert

4,03

8,76

8,76

8,76

Varianzvergleich

Varianzheterogenitat

Varianzheterogenitat

Varianzhomogenitat

Varianzheterogenitat

t-Wert 0,650030482 35,77 16,74493217 26,9315514
df 12,9 10 12 10
Kritischer t-Wert 1,771 1,812 1,782 1,812
nicht signifikant signifikant signifikant signifikant
Verwendete Formeln:
o%Blank

Zur Feststellung der Varianzgleichheit: Teststatistik =

0" Probe

Kritischer Wert: Excel-Befehl fur Varianzgleichheit: ,F.INV(0,95;11;6)“

t-Wert bei Varianzhomogenitat: ¢t =

XProbe— XBlank

1

2

(nBlank=1)92Blank*MProbe=19"Probe " 1,
"Blankt "Probe™

+
"Blank ™Probe




66

t-Wert bei Varianzheterogenitat: t = XProbe— XBlank
GzBlank+"2Probe
NBlank ™"Probe

Freiheitsgrade bei Varianzhomogenitat: df = ngjanx + Mprove

-2

2 2
9 Blank, 9 Probe2

Freiheitsgrade bei Varianzheterogenitéat: df =

+
"Blank _"Probe
2 2
1 *<‘7 Blank) 4 1 9”Probey:2
NBlank~1 \MBlank Nprobe~1 MProbe



