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Abstract: Die Oberflichenfunktionalisierung von Goldnano-
stabchen mit Polymeren ist aufgrund der daraus resultierenden
kolloidalen Stabilitit und der Biovertriglichkeit der Nano-
partikel von grofler Bedeutung. Die normalerweise vorhan-
dene toxische Doppelschicht aus dem kationische Tensid Ce-
tyltrimethylammoniumbromid (CTAB), das an die Oberfliche
der Nanostibchen adsorbiert ist, erschwert diesen Prozess
jedoch erheblich. Nachstehend erliutern wir eine Strategie zur
biokompatiblen Funktionalisierung der Nanostibchen mit
hydrophoben Polymervorldufern, hier Polyvinylacetat, die
anschlieflend in ihr hydrophiles Gegenstiick, Polyvinylalkohol,
iiberfithrt werden. Dieses Polymer wurde aufgrund seiner
hohen Biovertriglichkeit, den verinderbaren hydrophilen und
hydrophoben Eigenschaften und dem hohem Funktionalisie-
rungsgrad gewdhlt. Die Vertriglichkeit der oberflichenfunk-
tionalisierten Goldnanostibchen wurde an primdren Makro-
phagen, die aus Monozyten differenziert wurden, getestet; die
Vorteile der verinderlichen hydrophoben FEigenschaften
wurden durch die langfristig stabile Einkapselung eines hy-
drophoben Beispielmedikaments gezeigt.

Goldnanostéibchen (gold nanorods; GNRs) sind aufgrund
ihrer faszinierenden optischen und elektrischen Eigenschaf-
ten, die oft allein durch ihre Grofe oder ihren Formfaktor
bestimmt werden, fiir viele Anwendungen interessant.! In
den letzten zehn Jahren wurde die Synthese optimiert, was zu
monodispersen GNRs kontrollierter Grofie und spezifischen
Ausbeuten von fast 100% fiihrte.”) Wie mit den meisten
Nanopartikeln miissen diese Stdbchen vor Gebrauch zuerst
funktionalisiert werden, z. B. mit Zielliganden, anorganischen
Hiillen oder stabilisierenden Polymeren. Bei GNRs ist dies
eine komplexere Angelegenheit als bei den sphéirischen
Goldnanopartikeln, vor allem wegen des in der Synthese
verwendeten zelltoxischen Tensids und den zwei unter-
schiedlichen Kriimmungen des Stdbchens an den Enden und

[*] C. Kinnear, D. Burnand, Dr. M. ). D. Clift, Prof. A. F. M. Kilbinger,
Prof. B. Rothen-Rutishauser, Prof. A. Petri-Fink

Adolphe Merkle Institut, Universitit Freiburg

1723 Marly (Schweiz)

E-Mail: alke.fink@unifr.ch

C. Kinnear, D. Burnand, Prof. A. F. M. Kilbinger, Prof. A. Petri-Fink
Department Chemie, Universitit Freiburg

1700 Freiburg (Schweiz)

Diese Arbeit wurde durch den Schweizerischen Nationalfonds
(PPO0P2_123373), das Adolphe Merkle Institut und FriMat unter-
stiitzt. Wir danken Carola Endes fiir die Ubersetzung des Manu-
skripts.

[)‘::‘:]

(M) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201404100 zu finden.

Angew. Chem. 2014, 126, 1282112825

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

den Seiten.”! Es ist wichtig zu erwihnen, dass das Tensid als
teilweise vernetzte Doppelschicht auf den GNRs vorhanden
ist, was die Funktionalisierung weiter verkompliziert, da die
Destabilisierung der Doppelschicht negative Auswirkung auf
die kolloidale Stabilitét hat.

Trotz der groBen Zahl an Publikationen iiber GNRs (7000
von 2002 bis 2012, ISI Web of Knowledge), wird in den
meisten Fillen nur Polyethylenglykol (PEG) zur Entgiftung
der GNR-Suspension verwendet. Es gibt jedoch einige
wenige Studien, in denen entweder ein CTAB-dhnliches
Monomer innerhalb der Doppelschicht polymerisiert
wurde,™ oder CTAB selbst mit vertriglichen Polyelektroly-
ten oder amphiphilen Polymeren beschichtet wurde, z. B. mit
Polyvinylpyrrolidon.”! Ein Grund fiir die hiufige Verwen-
dung von PEG zur Funktionalisierung von GNRs konnte
seine amphiphile Natur sein, was ein leichteres ,,Durchkom-
men“ durch die CTAB-Doppelschicht ermoglicht und somit
die Funktionalisierung der Goldoberfliche mit einer termi-
nalen Thiolgruppe erlaubt. Wir konnten jedoch zeigen, dass
die oft einfache Funktionalisierung mit Thiol-PEG durch
simples Mischen vor allem bei niedrigen PEG-Konzentra-
tionen nicht ausreicht, da ein Ligandenaustausch zuerst an
den Enden, im Folgenden dann auf der ganzen Oberfliche
der GNRs stattfindet.®

Es ist duBerst wichtig, alternative Polymere zur Passivie-
rung der Oberflache von GNRs zu verwenden. Es existieren
allerdings einige Einschriankungen, vor allem, wenn PEG
verwendet wird. Es konnte gezeigt werden, dass die PEG-
Beschichtung von Liposomen die Durchléssigkeit fiir das
enthaltene Medikament,[” sowie die Anregung von Immun-
antworten durch Komplementaktivierung induziert.®! Wei-
terhin wurden anti-PEG-Antikorper in einer Gruppe gesun-
der Menschen gefunden. Die Exposition ist dabei wahr-
scheinlich auf die vermehrte Verwendung von PEG in phar-
mazeutischen Produkten, Nahrungsmitteln und Kosmetika
zuriickzufithren.’) Die erwiihnten Antikorper verursachten in
den beschriebenen Studien auBerdem eine Verringerung der
Zirkulationszeit von PEG-beschichteten Substanzen in vivo
und erhohten die Beseitigung aus dem Blut nach wiederholter
Verabreichung.'""! AuBerdem ist bekannt, dass PEG den Na-
nopartikeln eine gewisse ,, Tarneigenschaft“ verleiht, was eine
gezielte Anwendung auf ein spezielles biologisches Ziel, z.B.
das Immunsystem, erschwert.l''l Auch gibt es einen dauer-
haften Diskurs iiber die Bedeutung von ,tumor targeting®,
also der gezielten Identifizierung und Bindung von und an
Tumorzellen, durch vaskuldre Durchléssigkeit mithilfe von
Nanopartikeln, als auch tiber die moglichen Nebenwirkungen
durch die verldngerte Exposition mit toxischen Bestandteilen
im Blut."” Zusitzlich zu den oben erwihnten Einschrin-
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kungen besitzt PEG einen geringen Funktionalitdtsgrad: Oft
ist nur die Endgruppe reaktiv, was weitere Syntheseschritte
notig macht, um eine héhere Anzahl an funktionalen Grup-
pen, wie z. B. Fluorophore oder Peptide, an die Oberfldche zu
binden.

Die Moglichkeit, alternative Polymere zu testen und zu
verwenden, wird jedoch stark durch die Komplexitit der
GNR-Funktionalisierung erschwert. Um die begrenzte
Anzahl von biokompatiblen Polymeren zu erweitern, wurde
fiir diese Studie Polyvinylalkhol gewdhlt. Dieses Polymer
zeigt eine hohe Biovertraglichkeit, ,, Tarneigenschaften® ab-
héngig vom Molekulargewicht und starke hydrophile Funk-
tionen bei verinderlichen hydrophoben Eigenschaften.!’ Die
Kombination dieser Eigenschaften mit der FDA-Zulassung
von PVA in Nahrungsmitteln, pharmazeutischen Produkten
und Implantaten, wie z.B. Stents, zeigt, dass PVA ein at-
traktiver Kandidat fiir die GNR-Funktionalisierung ist.

Inspiriert durch die Arbeiten von Zubarev et al.'™ und
Alkilany etal. die ein kleines Thiol-funktionalisiertes
CTAB-Analogon benutzt haben, um das Tensid von der
Oberflache der GNRs zu entfernen, haben wir die Hypothese
aufgestellt, dass ein Ligandenaustausch vollstédndig ist, wenn
der auf der Oberfléche adsorbierte Ligand und der hinzuge-
fiigte Ligand beziiglich ihrer Hydrophobie kompatibel sind.
Um dies zu veranschaulichen, wurde eine standardmaif3ige
Methode zur PEG-Beschichtung von CTAB-ummantelten
GNRs in einer einstufigen Synthese in Wasser durchgefiihrt,
bei der anstelle von PEG stark hydrophiles PVA verwendet
wurde.l”! Der Austausch war minimal, was durch ein positives
Zeta-Potential von 10.4 mV zusammen mit geringer Stabilitét
bei hohen Salzkonzentrationen bestétigt
wurde. Im Folgenden beschreiben wir den
Gebrauch von Thiol-endfunktionalisiertem
Polyvinylalkohol (PVAc), um die Funktiona-
lisierung von GNRs in Dimethylformamid
(DMF) zu vereinfachen, bevor das Polymer
hydrolysiert und die GNRs in ein wissriges
Medium tiberfiihrt werden.

Der experimentelle Ablauf, um GNRs zu
funktionalisieren und zu entgiften, ist in Ab- o
bildung 1 dargestellt und besteht aus folgen-
den Schritten: 1) GNRs werden tropfenweise
unter Riihren zu einer PVAc-Losung in DMF
hinzugegeben; das PVAc wurde durch RAFT-
Polymerisation von Vinylacetat und Amino-
lyse des RAFT-Reagens fiir die terminale
Thiolgruppe synthetisiert. 2) Die teilweise
funktionalisierten GNRs werden in eine
zweite PVAc-Losung in Methanol/Ethanol iiberfiihrt, um die
Menge an adsorbiertem Polymer zu erhohen. 3) Letztendlich
fiihrt die Hydrolyse der Suspension in basischem Methanol
zur Umwandlung des Polymers zu PVA, was im Ausfillen der
GNRs aus der Suspension aufgrund der begrenzten Loslich-
keit von PVA in Methanol resultiert. Nach mehreren
Waschschritten des Niederschlags mit Methanol konnen die
GNRs vollstiandig durch die Zugabe von Wasser, durch Hy-
dration des PVA, resuspendiert werden.

GNRs wurden in hoher Ausbeute nach einer zuvor ver-
offentlichten Methode mit kationischem CTAB syntheti-

Vinylacetat

Polyvinylacetate
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Abbildung 1. Funktionalisierung von GNRs mit PVA. Eine zweistufige
Reaktion (PVAc-SH in DMF und PVAc-SH in Methanol/Ethanol) wurde
durchgefiihrt, bevor die Hydrolyse zur Bildung einer PVA-Schicht fiihrt.
Dadurch werden die GNRs unlgslich und prizipitieren, was durch die
Zugabe von Wasser umkehrbar ist (kleines Bild). Die Kopplung von hy-
drophoben Polymeren in DMF an den Enden von GNRs wurde zuvor
gezeigt."!

siert.”! Die Abmessungen der Stiibchen betrugen nach Ana-
lyse von Transmissionselektronenmikroskopie(TEM)-Bil-
dern 57 x 12 nm, wobei das Verhiltnis von Stidbchen zu ku-
gelformigen Nanopartikeln 96 % betrug. Ein bereits beste-
hendes Protokoll zur RAFT-gesteuerten Polymerisation von
Vinylacetat wurde angepasst, und nach einer Reaktionszeit
von 23 h konnte die gewliinschte Endfunktionalisierung von
Polyvinylacetat erreicht werden (Schema 1).! Gelpermea-
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Schema 1. Synthese des Thiol-endfunktionalisierten PVAc durch RAFT-Polymerisation.

tionschromatographie in Tetrahydrofuran zeigte im Durch-
schnitt ein Molekulargewicht von 15 kDa mit einem Poly-
dispersitdtsindex von 1.3 (siche Hintergrundinformationen,
SI). Die Thiol-funktionalisierte Form wurde durch eine
Aminolyse der Xanthatgruppe unter inerter Atmosphére (n-
Hexylamin) erzeugt. Die vollstindige (100 % ) Umwandlung
wurde durch '"H-NMR-Spektroskopie bestitigt, da das Me-
thylensignal der RAFT-Gruppe bei 4.7 ppm verschwindet.
Die erfolgreiche Bindung von PVA an die GNR-Ober-
fliche und das fast vollstdndige Entfernen von CTAB wurde
mittels Zeta-Potentialmessungen, depolarisierter dynami-
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scher Lichtstreuung (DDLS), Beobachtung der kolloidalen
Stabilitdt und Untersuchung der Zelltoxizitit und Immun-
antwort primirer Makrophagen, die hochsensitiv auf CTAB-
Riickstinde reagieren,® bestitigt. Nach Dispersion in Wasser
betrug das Zeta-Potential —19.1 mV, was eine signifikante
Ladungsumkehr im Vergleich zur Ausgangsladung von
+35.5mV vor der Funktionalisierung (SI) darstellt. Die
Dicke der PVA-Schicht wurde durch eine kombinierte Ana-
lyse aus DDLS und TEM bestimmt. Bei DDLS wurde mit-
hilfe eines Goniometers die depolarisierte Autokorrela-
tionsfunktion fiir mehrere Winkel durch die Verwendung von
orthogonal zueinander stehenden Polarisationsfiltern aufge-
nommen (SI). Die daraus hervorgehenden Zerfallszeiten
wurden gegen den Wellenvektor aufgetragen, um jeweils aus
der Steigung und dem Schnittpunkt einer linearen Regressi-
onskurve nach der Methode der geringsten Fehlerquadrate
die Koeffizienten fiir Translations- (D,) und Rotationsdiffu-
sion (6 D,) zu erhalten (Abbildung 2). Durch die offensicht-
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Abbildung 2. a) Zerfallskonstante aufgetragen gegen q* aus den DDLS-
Daten von PVA-beschichteten GNRs in Wasser in einer Konzentration
von 67 ugmL ™" bei 21°C. Aus der linearen Regression (durchgezogene
Linie) ergibt sich der Gradient, gleich D,, und der Schnittpunkt, gleich
6D, die zur Berechnung der hydrodynamischen Linge und Dicke, ba-
sierend auf einem sphirozylindrischen Modell (b), benutzt wurden.

liche Stdbchenform, gezeigt durch TEM, wurde ein hydro-
dynamisches Modell fiir Sphirozylinder gewihlt. Dieses
Modell wurde zuvor erfolgreich zur genauen Représentation
von anisotropen Nanopartikeln angewendet.l'”! Mittels dieses
Modells war die Einschidtzung der Linge und des Durch-
messer der GNRs mdoglich (SI). Die durch TEM gemessene
GroBe wurde von der durch DDLS bestimmten Linge und
dem Durchmesser der GNRs subtrahiert, um die ungefihre
Dicke der PVA-Schicht zu erhalten: Die Abmessungen be-
trugen ca. 13 nm an den Enden und 18 nm an den Seiten. Dies
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ist dicker als die bekannte Schichtdicke einer CTAB-Dop-
pelschicht, die 3.4 nm betrégt, was auf die Anwesenheit einer
Polymerschicht hindeutet.!'*!

Die Hydrophobie der GNRs nach dem ersten Funktio-
nalisierungsschritt mit PVAc in DMF wurde qualitativ be-
stimmt; durch die erfolgreiche Beschichtung sollten die
GNRs wasserunloslich werden. Wie erwartet aggregierten die
GNRs in niedrigen Konzentrationen von Wasser in DMF
(10% v/v) (Abbildung S8, SI). Bemerkenswert ist, dass die
kolloidale Stabilitdt verloren geht, wenn CTAB-GNRs in
wissriger Dispersion direkt zu einer ethanolischen PVAc-
Losung hinzugegeben werden. Zusitzlich dazu aggregieren
die PVA-GNRs ohne die zweite Funktionalisierung in Etha-
nol stirker (Abbildung S10, SI). Beriicksichtigt man die
Loslichkeit von GNR-PVAc in Ethanol zusammen mit den
bisher betrachteten Ergebnissen und die daraus resultierende
Wasserloslichkeit nach der Hydrolyse, kann man folgern, dass
die GNRs mit PVA funktionalisiert und der grofite Teil des
CTAB entfernt werden konnte.

Das Ziel der Oberfldchenfunktionalisierung von GNRs ist
deren Entgiftung, um eine Anwendung zu Therapiezwecken,
in der Diagnose oder eine Kombination von Therapie und
Diagnose zu ermdoglichen.”” Deshalb wurde die Vertriglich-
keit der PVA-GNRs in Zellversuchen mit drei verschiedenen
Konzentrationen iiber 24 h in humanen, aus Blut isolierten
und zu Makrophagen differenzierten Monozyten (MDMs)
getestet. PEG-GNRs wurden als Negativkontrolle verwen-
det, da die Biokompatibilitit, also keine Zelltoxizitdt oder
pro-inflammatorische Reaktionen in vitro, in einer fritheren
Studie gezeigt wurde.l’ Die Ergebnisse der Zellkulturversu-
che sind in Abbildung 3 gezeigt. Die Zellvitalitit, gemessen
mittels Trypanblaufirbung, nahm im Vergleich zur Negativ-
kontrolle geringfiigig, jedoch signifikant, fiir die beiden
hochsten Konzentrationen (0.02 und 0.04 mgmL™') beider
GNRs ab. Diese Resultate wurden qualitativ durch Aufnah-
men im Konfokalmikroskop bestétigt, und es wurde keine
Verdnderung der Zellmorphologie der Makrophagen fiir
beide GNR-Proben bis hin zur hochsten Konzentration be-
obachtet. Weiterhin konnte in keiner Probe ein Anstieg der
Ausschiittung des Tumornekrosefaktor o (TNF-a) im Ver-
gleich zur Positivkontrolle detektiert werden.

Die Hydrophobie des PVA kann durch die Unterbre-
chung der Hydrolysereaktion angepasst werden.”” Diese
Eigenschaft wurde von uns genutzt, um beispielhaft einen
hydrophoben Farbstoff einzuschlieBen, der chemisch indu-
ziert freigesetzt werden kann, um die potentielle Anwendung
einer Verabreichung von hydrophoben Medikamenten zu
testen. Die Hydrolysereaktion wurde in der Anwesenheit des
hydrophoben Fluorophors Nile Red durchgefiihrt, und nach
Waschen des Niederschlags mit Methanol wurde Wasser
hinzugefiigt, um das Nile Red in die verbleibenden hydro-
phoben Taschen der Polymerschicht einzubauen. Ungebun-
dener Farbstoff wurde durch mehrmalige Zentrifugation
entfernt. Danach wurden die GNRs mit der gleichen Menge
an Chloroform versetzt und homogenisiert. Selbst nach vier
Wochen war kein Farbstoff in der organischen Phase detek-
tierbar; durch die Zugabe von Mercaptoethanol, das be-
kanntermafen eine monomolekulare Schicht auf der Ober-
fliche von Goldnanopartikeln bildet und so das Polymer
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Abbildung 3. Konfokalmikroskopie-Aufnahmen von menschlichen Ma-
krophagen differenziert aus Blutmonozyten (MDMs) nach der Expositi-
on mit a) Medium, b) PVA-beschichteten GNRs, c) PEG-beschichteten
GNRs. F-Aktin ist rot dargestellt, Zellkerne sind blau, der Mafstab be-
tragt 25 um. d) (m) MDM-Viabilitat bestimmt durch Trypanblaufirbung
und (O) TNF-a-Ausschiittung als pro-inflammatorischer Marker, ge-
messen mit ELISA nach 24 h Suspensionsexposition mit PVA- oder
PEG-beschichteten GNRs. Als Positivkontrollen wurden 30 min lang
schockgefrorene Zellen bei —80°C bzw. 0.1 mgmL™' Lipopolysaccharid
(LPS) verwendet. Die Daten wurden mit einer two-way ANOVA mit
Tukey post-hoc Test auf Signifikanz im Vergleich zur Negativkontrolle
untersucht: *p < 0.05.

verdrédngt, konnte jedoch sofort eine signifikante Freigabe
beobachtet werden (Abbildung 4).?" Die Quantifizierung des
freigesetzten Farbstoffs durch Fluoreszensspektroskopie
zeigte, dass mindestens 3000 Molekiile pro Polymerhiille
eingeschlossen wurden (SI). Interessanterweise wurde die
Fluoreszenz vollstdndig unterdriickt, wenn der Farbstoff an
GNRs in wissriger Dispersion gebunden wurde; das Emissi-
onsmaximum bei 520 nm entsteht durch verstidrkte Raleigh-
Streuung nahe der Plasmonresonanzenergie (Abbildung 4b).
In einem weiteren Kontrollexperiment wurden die GNRs in
fotalem Kilberserum inkubiert, um zu beobachten, ob ein
biologisches Milieu das PVA verdréngen oder das Nile Red
entfernen kann. Eine geringe Menge an Farbstoff wurde in
die organische Phase abgegeben, die Quantifizierung wurde
jedoch durch den Stabilisierungseffekt der Proteine, die zur
Bildung einer Emulsion fiihrten, erschwert. Nichtsdestotrotz
zeigen die hier erbrachten Resultate den Vorteil der Ver-
wendung von teilweise hydrolisiertem PVA — dieser Vorteil
liegt in der Verabreichung schlecht wasserloslicher Medika-
mente, was eine bedeutende Herausforderung fiir die meisten
Medikamente der Klasse II und IV (Biopharmazeutisches
Klassifizierungssystem) darstellt.

Zusammenfassend ermoglicht die hier gezeigte Methode
die Funktionalisierung CTAB-beschichteter GNRs mit einem
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Abbildung 4. a) Freisetzung eines eingekapselten, hydrophoben Farb-
stoffs in die organische Phase (Chloroform) aus einer amphiphilen Po-
lymerhiille um die GNRs in Wasser. Mercaptoethanol wurde als Auslo-
ser verwendet. b) Emissionsspektren von PVA-beschichteten GNRs mit
eingekapselte Farbstoff, Nile Red, vor (schwarze Kurve) und nach der
Zugabe von Mercaptoethanol (rote Kurve). Die Quantifizierung durch
Fluoreszenzspektroskopie zeigt mindestens 3000 Farbmolekiile pro
GNR.

stark hydrophilen Polymer, indem zuerst ein hydrophobes
Analogon in einem gewohnlichen Losungsmittel gekoppelt
wird. Die darauffolgende Hydrolyse bildet eine sehr hydro-
phile PVA-Schicht, die sowohl in ihrer Hydrophobie als auch
im Funktionalisierungsgrad anpassbar ist. Durch den Ein-
schluss eines hydrophoben Molekiils als Beispiel fiir ein
Medikament, wurde der Vorteil der hydrophoben Taschen
auf der Oberfldche der GNRs gezeigt. Theoretisch tiberwiegt
die Anwesenheit einer Hydroxygruppe in jedem Monomer
des PVA bei weitem die einzelne Endgruppe von PEG be-
zogen auf den Funktionalisierungsgrad. Weiterhin ist be-
kannt, dass die ,, Tarneigenschaften“ von PVA abhingig vom
Molekulargewicht sind. Dies bedeutet, dass verglichen mit
PEG lange In-vivo-Zirkulationszeiten erreicht werden
konnen, und dass die Zirkulationsdauer angepasst werden
kann. Alle oben erwéhnten Punkte stellen die komplemen-
tare Eigenschaft von PVA im Vergleich zu PEG beziiglich der
Oberflachenfunktionalisierung von Nanopartikeln heraus.
Die Vorgehensweise zur Synthese von PVA-GNRs konnte
theoretisch auf &hnliche hydrophob-hydrophile Analoge
iibertragen werden und wiirde die begrenzte Anzahl an Po-
lymeren, die im Moment erfolgreich zur Entgiftung und
Funktionalisierung von GNRs Anwendung finden, erweitern.
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