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Kurzfassung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) zahlt zu den aggressivsten und am
schwersten zu behandelnden Tumorarten. Praklinische Studien mit dem Src (Sarkom, engl.:
sarcoma)-Inhibitor Dasatinib (DASA) zeigten vielversprechende Wirksamkeiten, welche jedoch in
klinischen Studien nicht bestatigt werden konnten. Ein méglicher Ansatz zur Uberwindung dieser
Limitierung liegt in der Nanomodifikation von DASA mithilfe von Goldnanopartikeln (AuNP). Diese
zeichnen sich durch ihre vielseitigen physikochemischen Eigenschaften, ihre Biokompatibilitat

sowie ihre Stabilitat aus und bieten Potenzial fur den gezielten Wirkstofftransport.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle von Src-Kinasen, insbesondere LYN und BLK, bei
PDAC-Patienten untersucht. Es zeigte sich, dass LYN als Marker flr die Sensitivitat gegentber
DASA fungiert, da die Zellen mit einer hohen LYN-Expression starker auf die Therapien
ansprachen. BLK hingegen war vor allem bei diabetischen PDAC-Patienten vermehrt exprimiert
und mit einem verkirzten Gesamtiberleben assoziiert. Darliber hinaus wurden Polyvinylalkohol-
stabilisierte AUNP (AuNP@PVA) in Wasser synthetisiert und charakterisiert, um den Einsatz der
AuNP als Tragersysteme fur DASA in Zellversuchen zu untersuchen. Fir die DASA Beladung
wurden die AUNP@PVA nach dem Zentrifugieren in Ethanol resuspendiert, mit dem in Ethanol
gelésten Medikament DASA beladen (AuNP@PVA-DASA) und im Anschluss deren
Beladungsmenge quantifiziert. Die nach Beladung erhaltenen monodispersen AUNP@PVA-
DASA wiesen eine durchschnittliche Beladung von 2,7 DASA Molekullen pro AuNP@PVA auf,
zeigten jedoch im PDAC-Zelllinien keinen signifikanten wachstumshemmenden Effekt im

Vergleich zur Anwendung von DASA alleine.

Da die Nanofunktionalisierung von DASA flr die praktische Anwendung weiter optimiert werden
muss, konzentrierte sich der zweite Teil dieser Arbeit auf die kolloidale Stabilitat der AUNP-
Konjugate sowohl in Wasser als auch in Ethanol. Hierfir wurde der Einfluss verschiedener
Polymerbeschichtungsmethoden sowie unterschiedlicher Polymertypen untersucht. Zum Einsatz
kamen sowohl die postsynthetische Additionsreaktion (PAR) als auch die Eintopfsynthese,
jeweils unter Verwendung von Polyvinylalkohol (PVA), Polyethylenglykol (PEG),
Polyvinylpyrrolidon  (PVP) und Polyacrylsaure (PAA) mit variierenden molaren
Durchschnittsgewichten. Mit beiden Synthesemethoden konnten stabile AuNP-Polymersysteme
in Wasser hergestellt werden. Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zeigte
unveranderte AuNP-KerngréRen von ~ 11-19 nm, der hydrodynamische Durchmesser der
dynamischen Lichtstreuung (DLS) liegt bei 20—70 nm und die Ultraviolett-sichtbare (UV-Vis)
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Spektroskopie zeigte Plasmonenmaxima bei 517-531 nm, unabhangig von Synthesemethode
und Losungsmittel. Die Stabilitdt von PVP- und PAA-beschichteten AuNP variiert in Abhangigkeit
von Synthesestrategie, Molekulargewicht und Ldsungsmittel. PVA gewahrleistete dabei die
hochste kolloidale Stabilitat der AUNP in Wasser und Ethanol, wohingegen PEG in Ethanol eine
Instabilitdt zeigte, was vermutlich auf die schwacher koordinierenden Ethergruppen
zurtckzufuhren ist. Eine typische DASA-Beladung der AuNP-Polymersysteme lag, mit Ausnahme
von PVA, sowohl in den PAR- als auch in den Eintopfproben im Bereich von 100-300 pg/mg. Im
Gegensatz dazu zeigten die PVA Proben durchgangig eine deutlich geringere DASA-Beladung
(< 100 pg/mg), in einigen Fallen sogar nahezu keine Beladung. Zudem deutet sich eine mdgliche
Korrelation zwischen der Héhe der DASA-Beladung der PEG-, PVP- und PAA-Konjugate und

deren Tendenz zur Aggregation in Ethanol an.



Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive and difficult-to-treat
types of cancer. Preclinical studies with the Src (sarcoma) inhibitor dasatinib (DASA) showed
promising efficacy, but these could not be confirmed in clinical trials. One possible approach to
overcome this limitation is the nanomodification of DASA using gold nanoparticles (AuNPs).
These are characterized by their versatile physicochemical properties, biocompatibility, and

stability, and offer potential for targeted drug delivery.

The first part of this study examined the role of Src kinases, particularly LYN and BLK, in PDAC
patients. It was found that LYN acts as a marker for sensitivity to DASA, as cells with high LYN
expression responded more strongly to the therapies. BLK, on the other hand, was overexpressed
primarily in diabetic PDAC patients and was associated with reduced overall survival. In addition,
polyvinyl alcohol-stabilized AuNPs (AuNP@PVA) were synthesized in water and characterized to
investigate the use of AUNPs as carrier systems for DASA in cell experiments. For DASA loading,
the AUNP@PVA were resuspended in ethanol after centrifugation, loaded with the drug DASA
dissolved in ethanol (AuNP@PVA-DASA), and their loading amount quantified afterwards. The
monodisperse AUNP@PVA-DASA obtained after loading had an average loading of 2.7 DASA
molecules per AUNP@PVA, but showed no significant growth-inhibiting effect in PDAC cell lines

compared to the use of DASA alone.

Since the nanofunctionalization of DASA needs to be further optimized for practical application,
the second part of this work focused on the colloidal stability of the AUNP conjugates in both water
and ethanol. To this end, the influence of different polymer coating methods and different polymer
types was investigated. Both post-synthetic addition reaction (PAR) and one-pot synthesis were
used, each employing polyvinyl alcohol (PVA), polyethylene glycol (PEG), polyvinylpyrrolidone
(PVP), and polyacrylic acid (PAA) with varying molar weight averages. Both synthesis methods
were able to produce stable AUNP polymer systems in water. Transmission electron microscopy
(TEM) showed unchanged AuNP core sizes of ~11-19 nm, the hydrodynamic diameter of
dynamic light scattering (DLS) is 20—70 nm, and ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy showed
plasmon maxima at 517-531 nm, regardless of synthesis method and solvent. The stability of
PVP- and PAA-coated AuNPs varies depending on the synthesis strategy, molecular weight, and
solvent. PVA ensured the highest colloidal stability of the AuNPs in water and ethanol, whereas
PEG showed instability in ethanol, which is presumably due to the weaker coordinating ether

groups. With the exception of PVA, the typical DASA loading of the AuNP polymer systems was
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in the range of 100-300 pg/mg in both the PAR and single-pot samples. In contrast, the PVA
samples consistently showed significantly lower DASA loading (< 100 yg/mg), in some cases
close to almost no loading. In addition, there is evidence of a possible correlation between the
level of DASA loading of the PEG, PVP, and PAA conjugates and their tendency to aggregate in

ethanol.
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1. Einleitung

1.1. Anorganische Nanomaterialien

Nanomaterialien besitzen im Vergleich zu ihren Bulkmaterialien unterschiedliche biologische,
chemische und physikalische Eigenschaften, wodurch ihr Interesse im Laufe der letzten
Jahrzehnte immer weiter gestiegen ist.['? Durch ihr vielseitiges Potenzial wachst vor allem das
Interesse in der Chemie, Biologie, Medizin und Physik. Ihr Anwendungsbereich ist breit gefachert
und umfasst zahlreiche Gebiete, darunter die Katalyse, die Elektronikindustrie (z. B. zur
Herstellung von Chipsatzen) sowie unter anderem die Medizin (z. B. fur die Bildgebung oder den
Medikamententransport).®! Der Fokus wahrend der Herstellung konzentriert sich dabei vor allem
auf die GroRBe, Form, und Zusammensetzung.! Nanomaterialien weisen eine GroRe von
1-100 nm in mindestens einer Raumdimensionen auf, wobei Nanopartikel (NP) eine zentrale
Untergruppe dieser Materialien darstellen.>8 Obwohl NP bereits seit der Antike verwendet
wurden, ohne dass die Menschen damals ein Verstindnis fiir ihre wissenschaftlichen
Eigenschaften hatten,[”) konnten die ersten wissenschaftlichen Erkenntnisse zu NP erst 1857
durch den englischen Chemiker und Physiker Michael Faraday gewonnen werden, der damit die
Grundlagen flur die wissenschaftliche Erforschung von NP legte.t-'% Erst 1959 als Richard
Feynman den Vortrag , There’s Plenty of Room at the Bottom* hielt, erzielte die Nanotechnologie
ihre  Aufmerksamkeit. Jedoch etablierte Norio Taniguchi erstmalig 1974 den Begriff
,Nanotechnologie“ fiir Verfahren im Nanometerbereich.®! NP weisen aufgrund ihres im Vergleich
zu Bulkmaterialien deutlich héheren Anteils an Oberflachenatomen, grundlegende Unterschiede
in ihren Eigenschaften auf. Anderung in Grée und Morphologie der NP fiihren zu signifikanten
Veranderungen ihrer chemischen, biologischen, physikalischen und optischen Charakteristika.
Das im Verhaltnis grol3e Oberflachen-Volumen-Verhaltnis fihrt dazu, dass ein erheblicher Anteil
der Atome an der Partikeloberflache lokalisiert ist, wodurch die Oberflachenenergie mafigeblich
erhdht wird. Dadurch besitzen die NP mehr aktive Zentren, welche flr Reaktionen relevant sind.

Dadurch kénnen NP in der Katalyse oder beim Medikamententransport genutzt werden.['-3I

1.2. Synthese von NP
NP lassen sich im Allgemeinen mit Hilfe des Top-Down oder des Bottom-Up Verfahrens
herstellen, welche in Abbildung 1 dargestellt sind. Beim Top-Down Verfahren werden

Bulkmaterialien durch physikalische Ansatze wie z. B. Kugelmuihlen, Lithographieverfahren,



Ultraschallbehandlung, Laserablationsabscheidung oder chemische Ansatze wie z. B.
thermische Zersetzung zu nanoskalierten Teilchen zerkleinert.?3'Y Der Top-Down Ansatz
ermoglicht eine grofde Produktion von NP, bringt jedoch auch einige Einschrankungen mit sich,
da die Synthese recht kostspielig ist und erlaubt nur eine begrenzte Kontrolle Uber die

PartikelgroRe, Morphologie und Verteilung.['5161

Wahrend des Bottom-Up Prozesses werden atomare und molekulare Vorlauferverbindungen
(sogenannte Prakursoren) genutzt, um nanoskalige Cluster oder NP zu synthetisieren. Fir die
Herstellung von NP werden haufig nasschemische Methoden (z. B. Fallungsreaktionen, Sol-Gel-
Verfahren, Hydrothermalsynthesen) oder I6sungsmittelfreie Gasphasenverfahren (z. B.
Aerosolprozesse, chemische und physikalische Gasphasenabscheidung) eingesetzt.'¥ Das
Bottom-Up Verfahren bietet Vorteile gegeniber dem Top-Down Ansatz, da weniger Defekte
entstehen sowie eine bessere Kontrolle uber das Endprodukt und deren Homogenitat erreicht
wird. Fur die weitere Anwendung z. B. in der Biomedizin, sind jedoch Reinigungsschritte

erforderlich, um verbliebene Reaktanten zu entfernen.>1517]
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Abbildung 1: Darstellung der Top-Down und Bottom-Up Methode zur Herstellung von NP.

Die Grolke, Form, Zusammensetzung und Kristallinitat lassen sich durch die gezielte Wahl der

Prakursoren, der Temperatur, der Reaktionszeit, des pH-Werts, des Reduktionsmittels und des



Losungsmittels gezielt steuern. Diese Parameter missen sorgfaltig eingestellt werden, um NP
mit einem definierten Durchmesser ohne Agglomerationen und einer moglichst monodispersen
GroRenverteilung herzustellen.'®2"! Fir die Herstellung von NP mit definierten Eigenschaften
muassen insbesondere die Keimbildung und -wachstum gezielt gesteuert werden. Dieses Stadium
kann mit Hilfe des Modells von LaMer und Dinegar erklart werden. Obwohl das Modell
ursprunglich zur Beschreibung des Wachstumsmechanismus von Schwefel-Hydrosolen
entwickelt wurde, ist seine Anwendung auch auf NP (bertragbar.?>?¥ Die Bildung kolloidaler
Partikel 1auft ausgehend von dem I6slichen Monomer in drei Stufen ab, schematisch dargestellt
in Abbildung 2. Die Kurve zeigt die Veranderung der Atomkonzentration des l6slichen Monomers,
die durch die Reduktion von Metallionen zu Metallatomen entsteht, in Abhangigkeit von der
Reaktionszeit. Die Sattigungskonzentration wird erreicht, wenn die Monomerkonzentration ihrer
Loslichkeit entspricht. Unterhalb dieser kann es nicht zur Keimbildung kommen. Bei weiterer
Monomerbildung wird die Losung Ubersattigt, wobei zunachst nur instabile Keime ausgebildet
werden, bis die kritische Uberséattigung erreicht wird. Ab der kritischen Uberséttigung bilden sich
erst langsam Keime und beim Erreichen der maximalen Uberséttigung beginnt die schnelle
Keimbildung. Da die Monomere wahrend des Schritts der Keimbildung verbraucht werden, sinkt
die Konzentration schnell ab und die Keimbildung wird gestoppt. Nach der Keimbildung fangt der
Prozess des Keimwachstums an. Dabei nehmen die Keime die noch vorhandenen Monomere
auf und werden groRRer. Der Wachstumsprozess lauft so lange, bis die Konzentration wieder auf
die Sattigungskonzentration abgesunken ist.?*2° Zur Herstellung von monodispersen Kolloiden
ist die Trennung des Nukleations- und des Wachstumsschritts ausschlaggebend. Wahrend des
Wachstumsschritts liegt die Monomerkonzetration unterhalb der kritischen Uberséttigung, sodass
keine weiteren Keime gebildet werden. Dadurch wachsen ausschlielich die bereits vorhandenen
NP weiter, was zu einer monodispersen Verteilung fuhrt. Wenn die beiden Schritte nicht
voneinander getrennt sind, kdnnen wahrend des Wachstums weiterhin neue Keime entstehen.
Die alteren Keime haben dann mehr Zeit zu wachsen, wahrend die neu gebildeten Keime nicht
mit dem Wachstumsprozess mithalten kdnnen und klein bleiben, sodass eine polydisperse

Verteilung entsteht.[26:27]
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Abbildung 2: LaMer-Modell zur Beschreibung des Nanopartikelwachstums.

1.3. Stabilisierung von NP

Mit abnehmender Partikelgrofe steigt der relative Anteil der Oberflachenenergie an der
Gesamtenergie, wodurch der Zustand energetisch zunehmend unguinstig wird. Daher neigen die
NP dazu zwangslaufig ihre Oberflache durch Agglomeration oder Ostwald-Reifung zu
verringern.?”:281 Wahrend bei der Agglomeration die nutzbare Oberflache sinkt, verlauft die
Ostwald-Reifung uUber die Auflésung kleinerer Partikel, wobei die gelésten Teilchen zu groReren
Partikeln diffundieren und sich dort anlagern, wodurch diese weiterwachsen.?*-3" |n beiden Fallen
wird ein energetisch glnstigerer Zustand mit geringerer Gesamtoberflachenenergie erreicht. Um
die Oberflache der NP nach der Keimbildung zu stabilisieren und so insbesondere die
Agglomeration zu verhindern, werden sogenannte Stabilisatoren eingesetzt. Diese kdnnen wie in
Abbildung 3 schematisch dargestellt, die NP sterisch, elektrostatisch oder elektrosterisch (eine
Kombination aus beidem) stabilisieren. Die sterische Stabilisierung kann durch die Adsorption
von langkettigen organischen Verbindungen wie z. B. Polyvinylpyrrolidon (PVP), Oleylamin oder
Olsaure erfolgen. Eine elektrostatische Stabilisierung ist durch die Adsorption von lonen wie z. B.
H;O*, OH-, NOs oder Citrat moglich.?l Bei der elektrosterischen Stabilisierung wirken die

sterischen Hullen und geladenen Gruppen gleichzeitig.?
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der sterischen, elektrostatischen und elektrosterischen
Stabilisierung der NP.

1.4. Goldnanopartikel (AuNP)
1.4.1. Herstellung von AuNP

Schon seit Jahrhunderten findet Gold vielfaltige Anwendungen vor allem im medizinischen
Bereich. In der Antike nutzten Kulturen in China, Indien und Agypten Gold, beispielsweise in
Krautermischungen zur Gesundheitsférderung oder und im Westen zur Behandlung von
Epilepsie, Lepra, Pest, Nervenleiden und oder Durchfall.®¥ Zu Beginn des 20. Jahrhunderts
wurde erstmals die bakteriostatische Wirkung von Gold untersucht. Es wurde festgestellt, dass
Gold gegen Bacillus tuberculosis wirksam ist. Dies flihrte zur Entwicklung goldbasierter
Tuberkulosetherapien und legte damit den Grundstein fur die moderne Anwendung von Gold in
der Arzneimitteltherapie.?* Spater wurde Gold auch bei Erkrankungen wie einer Vielzahl von
rheumatischen Erkrankungen wie Psoriasis-Arthritis oder rheumatoide Arthritis (entztndliche
Erkrankungen der Gelenke).B®! Der gangigste Ansatz zur Herstellung von AuNP ist die von
Turkevich et al. im Jahr 1951 etabliete nasschemische Methode.®® Dabei wird
Tetrachlorogoldsaure (HAuCls) mit Natriumcitrat als Reduktionsmittel und Stabilisator in Wasser
unter Rickfluss zu Au® reduziert, was zur Bildung von AuNP mit einer GroRe von 10 bis 20 nm
fahrt, wie ich Abbildung 4 reprasentiert.[6-3"]
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Abbildung 4: Prinzip der Turkevich et al. Methode zur Herstellung von AuNP.

Die GroéRe der AuNP kann durch Variation der Synthesebedingungen wie Temperatur,
Lésungsmittel, pH-Wert sowie des Verhaltnisses zwischen Goldprakursor und Natriumcitrat,
gezielt beeinflusst werden.['®! Eine langere und intensivere Erhitzung der Goldprakursorlésung
fuhrt in der Regel zu einem gréReren durchschnittlichen Partikelradius. Daruber hinaus lassen
sich Form und GréRe der AuNP ebenfalls durch die Nutzung unterschiedlicher Reduktionsmittel
wie z.B. Natriumborhydrid weiter variieren. Auch die Wahl der verwendeten
Stabilisierungsliganden sind verantwortlich fur die Erzeugung von AuNP in unterschiedlichen
Formen.®® Es gibt weitere gangige Verfahren fir die Herstellung von AuNP. Mit der 1994
veroffentlichte Brust-Schiffrin-Methode kénnen AuNP in organischen Lésungsmitteln synthetisiert
werden.®® Bei der Eintopfsynthese erfolgt die Reduktion und gleichzeitige Stabilisierung der
AuNP durch Polymere wie Polyvinylalkohol (PVA) oder Polyethylenimin (PEI).[#041

1.4.2. Morphologien von AuNP

AuNP werden am haufigsten in spharischer Form hergestellt. Diese Partikel sind leicht
synthetisierbar und besitzen eine klare, intensive lokalisierte Oberflachenplasmonenresonanz
(LOPR). Die LOPR entsteht durch das Einfallen von elektromagnetischer Strahlung, wodurch die
Leitungsbandelektronen zu kollektiven und kohdrenten Schwingungen, sogenannten Plasmonen,
angeregt werden und somit eine frequenzabhangige Lichtabsorption bzw. Elektroschwingung an
der Oberflaiche entsteht.? Durch die Anregung der Plasmonenresonanz im sichtbaren
Spektralbereich kommt es zur Farbigkeit der AUNP. Eine stabile wassrige Dispersion spharischer

AuNP, die eine Gréfle von etwa 15 nm besitzen, weisen ein Absorptionsmaximum bei etwa



520 nm auf, was ihr eine charakteristische rotliche Farbung verleiht. Bei einer bathochromen
Verschiebung auf bis zu 580 nm, welche durch Agglomeration entstehen kann, andert sich die
Farbe der Dispersion in den violetten bzw. blaulichen Bereich.*3#4 Dank ihrer LOPR-Eigenschaft

konnen die NP in Sensorik, Bildgebung oder Phototherapien genutzt werden. %

Neben den spharischen Partikeln existieren jedoch eine Vielzahl an morphologischen Varianten,
wie in Abbildung5 zusammengefasst, die insbesondere durch anisotrope Formen

bemerkenswerte Eigenschaften fir die Diagnostik und Photothermaltherapie aufweisen.!6!
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Abbildung 5: Darstellung verschiedener Morphologien von Goldnanomaterialien.

Anisotrope Goldnanomaterialien koénnen aufgrund ihrer Form eine Plasmonenbande im
Nahinfrarot-(NIR)-Bereich aufweisen, wodurch sie nahinfrarotes Licht stark absorbieren, wahrend
das umliegende Gewebe dieses Licht nur schwach absorbiert. Zusatzlich besitzen sie eine
oberflachenverstarkte Raman-Streuung (engl.: Surface-enhanced Raman scattering, SERS),
wodurch ein lokal verstarktes elektromagnetisches Feld entsteht und schon geringe Mengen von
Molekllen nachgewiesen werden kdnnen. Die SERS kann elektromagnetisch oder chemisch
auftreten. Bei der elektromagnetischen SERS regt einfallendes Licht z. B. Laserlicht, die
Plasmonen, auf der Goldoberflache an. Durch die Anregung der Oberflachenplasmonen
entstehen lokal verstarkte elektromagnetische Felder, insbesondere an sogenannten Hotspots
(z. B. scharfe Kanten oder Ecke wie bei Goldnanostabchen (AuNR), Goldnanosterne (AuNS) oder
Goldnanoblumen (AuNB)). Molekiile, die sich in diesen Bereichen befinden, erfahren eine starke
Feldverstarkung, wodurch ihr Raman-Signal deutlich intensiver wird.*’-%%! Bei der chemischen
SERS wechselwirken adsorbierende Molekiile direkt mit der Goldoberflache, wodurch sich die

Polarisierbarkeit verandert und so zusatzlich das Raman-Signal verstarkt wird. Beide Beitrage



lassen sich nicht einfach voneinander trennen.%5" Im Folgenden werden gangige anisotrope

AuNP naher erlautert.®?

AuNR weisen ein Aspektverhaltnis (Lange/Breite) auf und besitzen daher zwei
Plasmonenresonanzen, die transversale, ahnlich wie bei spharischen AuNP und die

longitudinale, die in den NIR-Bereich bis maximal 1300 nm verschiebbar ist.?!

Verzweigte Nanostrukturen wie AUNS oder AuNB besitzen scharfe Kanten, die zu einer starken
LOPR flhren. Dadurch sind sie beliebte Kandidaten in der Biosensorik, Bildgebung und

Zellerkennung.!8!

Goldnanoschalen oder -kafige (AuNK) sind hohle oder beschichtete Strukturen, deren
Plasmonenresonanz durch den Kern und die Schalendicke bzw. Wanddicke und HohlraumgroRie
steuerbar ist.®¥ Sie kénnen Licht im NIR absorbieren, was sie fiir die photothermische Therapie

nutzbar macht und ihr Hohlraum erméglicht den Einsatz als Trager fiir Medikamente.[55%]

Goldnanoscheiben oder -dreiecke (AuND) liegen als flache, plattchenférmige Partikel in einer
Dreiecksform vor. Sie besitzen eine stark bis in den NIR-Bereich anpassbare
Plasmonenresonanz und reagieren empfindlich auf Umgebungsbedingungen, was sie fur die

Sensorik interessant macht.“®!

Goldnanodendrite besitzen eine baumartige Struktur aus Stamm-, Zweig- und Blattkomponenten.
Ahnlich wie AuNS und AuNB weisen sie eine starke LOPR auf und durch ihre ausgepragten

SERS- Eigenschaften werden sie in der Katalyse oder in der Biosensorik genutzt.l:%8!

1.4.3. (Physikochemische) Eigenschaften von AuNP

AuNP besitzen eine hohe Biokompatibilitat,®® ihre Synthese ist relativ einfach, kostengtinstig®”
und durch das Vorhandensein der LOPR ist die Charakterisierung unkompliziert.! Die Form,¢?
die GroRe,®® sowie die Funktionalitat der AUNP lasst sich wahrend der Synthese leicht steuern®4
und die Oberflache kann unproblematisch mit Biomoleklilen wie z. B. Proteinen oder

Arzneimitteln modifiziert werden.6®!

Neben Form und Beschaffenheit spielen auch Oberflachenmodifikation und -ladung eine
wesentliche Rolle bei der Einstellung der NP-Eigenschaften. Durch die Wahl der Liganden kann
die Loslichkeit und Reaktivitat der NP verandert werden. Beispielweise wurde gezeigt, dass kleine
Mengen Alkylammonium-Tenside in Wasser dispergierte AuNP durch die Bildung einer

hydrophoben Oberflachenbeschichtung in organischen Losungsmitteln l6slich machen. 570
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Ebenfalls kann durch die Modifikation die Oberflachenladung positiv, negativ oder neutral sein.
Positiv geladene AuNP zeigen eine starkere Wechselwirkung mit Zellmembranen, was jedoch
haufig mit einer hoheren Toxizitat einhergeht. Negativ oder neutral geladene AuNP weisen
hingegen eine hdhere Stabilitdt im Blut auf und neigen zu geringer und unspezifischer

Bindung.""72

1.4.4. Bindungsaffinitat von AUNP zu anderen Molekiilen

Aufgrund ihrer chemischen Modifizierbarkeit bilden AuNP eine ideale Plattform, um eine Vielzahl
von Liganden Uber kovalente oder nicht kovalente Wechselwirkungen an ihrer Oberflache zu
binden. Ob AuNP dabei eine starke Wechselwirkung mit bestimmten Verbindungen eingehen,
lasst sich mit Hilfe des Konzeptes der ,harten und weichen Sauren und Basen® (engl.: hard and
soft acids and bases, HSAB) erklaren.® Dieses besagt, dass harte Lewis-Sauren
(Elektronenakzeptoren) bevorzugt mit harten Lewis-Basen (Elektronendonatoren) reagieren,
wahrend weiche Lewis-Sauren bevorzugt mit weichen Lewis-Basen interagieren. Harte Sduren
und Basen zeichnen sich durch eine hohe Ladungsdichte und damit ein grol3es Ladungsradius-
Verhaltnis aus, wohingegen weiche Sduren und Basen eine geringe Ladungsdichte und somit ein
kleineres Ladungsradius-Verhaltnis besitzen. Demnach kann zwischen Gold und
schwefelhaltigen Verbindungen eine starke kovalente Wechselwirkung entstehen, da Gold als
weiche Saure eine starke Affinitat zu weichen Basen wie Thiolen aufweist, wodurch diese ideal
zur Oberflachenmodifikation von AuNP geeignet sind.®® Neben der Verwendung von Thiolen
konnen AuNP ebenfalls durch Phosphine stabilisiert werden.”7#! Eine nicht kovalente Bindung
basiert hingegen auf intermolekularen Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen,
elektrostatischen-, Van-der-Waals- oder hydrophoben Wechselwirkungen und haben den Vortell,
dass die chemische Struktur des Molekils unverandert bleibt. Auf diese Weise konnen
beispielsweise Medikamente an die AuUNP-Oberflache adsorbiert werden, ohne ihre biologische

Wirkung zu beintrachtigen.”!

1.5. Medizinische Anwendungen von AuNP

AuNP kommen aufgrund ihrer besonderen Vorteile und Eigenschaften in der Biomedizin immer
haufiger zum Einsatz. Sie finden Anwendung in der thermischen Ablation, als
Strahlentherapieverstarker, in der Arzneimittel- und Genverabreichung, bei der Erkennung von

Krebszellen, in der Biosensorik, Diagnostik, bei Immunoassays, aufgrund ihrer antimikrobielle
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Aktivitat sowie in der optischen Bildgebung und vielen weiteren Bereichen.®’®! Durch ihr
effizientes Gewebe-Penetrationsvermdgen und der ausgezeichneten Nachverfolgbarkeit im
Korper eignen sich AuNP als Werkzeug fur die Theranostik, die eine Kombination aus molekularer
Diagnostik und anschlieRender gezielter Therapie ermdglicht.’”] Sie dienen als geeignete
Transportvehikel, da sie problemlos mit Peptiden oder Targeting-Liganden, [® (Molekiile, die die

AuNP gezielt zu bestimmten Zellen oder Geweben flihren) modifiziert werden kénnen. 7980

1.5.1. Therapie

1.5.1.1. Bedeutung der Oberflaichenmodifikation fiir die Nutzung von AuNP als
Tragermaterialien

Fur die Anwendung von AuNP als Tragermaterialien ist eine gezielte Kontrolle der Gréle,
Morphologie, Monodispersitat und Oberflachenfunktionalisierung entscheidend. Zahlreiche
Studien belegen, dass die physikochemischen Eigenschaften von AuNP ihr Verhalten, ihre
Wirksamkeit sowie ihre kolloidale Stabilitat und Dispergierbarkeit bei Veranderung der
Umgebungsparameter entscheidend beeinflussen. Fir viele biomedizinischen Anwendungen ist
es erforderlich, dass die AuNP sowohl in wassrigen, in organischen Lésungsmitteln oder dem
Zellkulturmedium gut dispergieren und stabil bleiben, da einige pharmazeutische Wirkstoffe nur
in organischen Lésungsmitteln I6slich sind oder ihre Freisetzung im Zellkulturmedium erfolgt.
Dadurch kann der Wirkstoff effizient auf der AuNP-Oberflache beladen werden, ohne dass die
Partikel agglomerieren. So kann eine hdhere Beladung erreicht werden, wodurch mehr Wirkstoff
in die Krebszellen gelangen kann.Bl Um die Stabilitit der AuNP flir die Anwendung als
Transportmittel zu gewahrleisten, werden haufig biokompatible Polymere wie z. B.

Polyvinylalkohol (PVA), Polyethylenglykol (PEG) oder Polyvinylpyrrolidon (PVP) eingesetzt, siehe

Abbildung 6.182
&O
OH n
n

PVA PEG PVP

Abbildung 6: Chemische Strukturen der Polymere PVA, PEG und PVP, die zur Stabilisierung von AuNP
eingesetzt werden kdnnen.
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Dabei wirken die Polymere als sterische oder elektrostatische Stabilisatoren und konnen eine
Schutzhille um die AuNP bilden und so die Wechselwirkung zwischen den Partikeln minimieren,
wie in Abbildung 7 zu sehen ist. PEG, mit einem Molekulargewicht unter 20.000 g/mol, wird dabei
am haufigsten als Stabilisator fur AUNP in der Nanomedizin eingesetzt, was auch PEGylierung
genannt wird. Somit kann nicht nur die Agglomeration der AuNP verhindert, sondern auch ihre
Biokompatibilitat erhoht, die Bluthalbwertszeit® (Zeit, bis die Konzentration im Blut auf 50 %
gesunken ist)®4 verlangert und das Ausscheiden durch das retikuloendotheliale System (RES)
verhindert werden. Dabei wurde festgestellt, dass PEG beschichtete AUNP mit einem héheren
Molekulargewicht (5000 Da) stabiler in Wasser bleiben als die mit einem niedrigen
Molekulargewicht (2000 Da).[®3!

Neben der Stabilisierung ermoglicht die Polymerbeschichtung eine gezielte Kontrolle der
Oberflachenchemie, was neben dem Medikamententransport auch fir die Zellaufnahme eines
Wirkstoffes relevant ist. Durch supramolekulare Wechselwirkungen kann der Wirkstoff in die
Polymerhulle eingebettet werden, wobei seine chemische Struktur erhalten bleibt und

unerwinschte Reaktionen vermieden werden. 8!
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Abbildung 7. Veranschaulichung des Einflusses von Umgebungsparametern fur die Stabilitadt der AuNP und
dessen Anwendung.
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1.5.1.2. Zellaufnahme der AuNP

Fiar eine effiziente Wirkstofffreisetzung ist es entscheidend, dass AuNP gezielt mit der
Zelloberflache interagieren und anschlielend Uber intrazellulare Transportmechanismen in die
Zelle gelangen.[®® Zwar ermdglicht der erhohte Permeabilitats- und Retentions(EPR)-Effekt eine
verstarkte Anreicherung von AuNP im Tumorgewebe, das tatsachliche Eindringen in die Zellen

erfolgt jedoch erst (iber endozytotische Wege. 2!

Die Grundlage des EPR-Effekts liegt in der defekten Gefalstruktur des Tumorgewebes, wie in
Abbildung 8 visualisiert. Da Tumore aufgrund der unkontrollierten Zellteilung rapide
heranwachsen, wird fir das Wachstum eine erhdhte Nahrstoffaufnahme bendétigt, die rasch durch
die Blutgefale in das Tumorgewebe eindringen mussen. Um dies zu gewahrleisten, weisen die
BlutgefaRe des Tumorgewebes eine unregelmalige Struktur auf, wodurch gréRere
Zwischenrdume (Endothelporen) zwischen den (Endothel)Zellen entstehen. Aufgrund der
vergroerten interendothelialen Spalten in den Tumorgefalen, die GroRen von etwa 200 nm bis
1200 nm erreichen kdnnen, ist das Eindringen der AuNP in das Tumorgewebe mdoglich. In
gesundem Gewebe hingegen, sind die Gefaltlzwischenraume typischerweise kleiner als 10 nm,

sodass eine Penetration der AUNP aufgrund ihrer GroRRe ausbleibt.®87-°0

@ = Goldnanopartikel

@ -=Blutkérperchen

Abbildung 8: lllustration der Funktionsweise des EPR-Effekts von AuNP.

Wahrend der EPR-Effekt eher eine passive Anreicherung von AuNP im Tumorgewebe ermdglicht,
bietet das aktive Targeting eine zusatzliche Méglichkeit die Selektivitat zu erhdhen. Dabei werden

zielorientierte Molekiile, z. B. Liganden oder Antikérper, an die AuNP-Oberflache gebunden,
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sodass diese spezifisch an Rezeptoren von Tumorzellen binden kénnen. Auf diese Weise ist eine
ungewollte und unkontrollierte Freisetzung zytotoxischer Wirkstoffe vermindert, was
insbesondere fur die Anwendung in der photothermischen Therapie (PTT) (siehe Abschnitt

1.5.1.5.3) oder der gezielten Arzneimittelabgabe von Vorteil ist.55-91-93l

Um ihre Wirkung zu entfalten, missen AuNP nach der Anreicherung im Tumorgewebe in die
Zellen gelangen. Dabei interagieren die AuNP, die sich im extrazellularen Milieu einer Zelle
befinden, mit der Plasmamembran der ZellauRenseite, woraufhin die AuNP in die Zelle
internalisiert werden. Dieser Prozess wird als Endozytose bezeichnet und lauft in mehreren
Stufen ab. Zuerst bildet die Zellmembran eine Invagination um die AuNP und stulpt sie so in die
Plasmamembran ein. Dann schnurt sich die Membraneinstilpung ab und bildet ein
membrangebundenes Vesikel, dies wird als Endosom bezeichnet. Die Endosomen bewegen sich
entlang des Zytoskeletts, insbesondere der Mikrotubuli, durch die Zelle und transportieren die
AuNP zu spezialisierten Vesikeln, in denen eine Sortierung nach Zielorten erfolgt. Endosomen
treten in unterschiedlichen Auspragungen auf, da sie Uber verschiedene endozytische
Mechanismen gebildet werden, die sich in Zusammensetzung und Funktion unterschieden und
an unterschiedlichen Bereichen der Zellmembran gebildet werden. Je nach Auspragung kénnen
die AuNP danach in verschiedene intrazellulare Kompartimente abgegeben werden, zurlck in
das extrazellulare Milieu ausgeschleust werden oder zwischen den Zellen weitergegeben

werden. 24991

1.5.1.3. Nanotoxizitat

Durch AuNP gibt es neue Wege in der Krankheitstherapie. Der Einsatz hangt jedoch mafigeblich
von ihrem Toxizitatsprofil ab. Es kann von Biokompatibilitdit gesprochen werden, wenn im
Allgemeinen durch die Interaktion von AuNP und Wirt keine negativen Folgen wie oxidativer
Stress, DNA-Schaden, Mutagenese oder Apoptose hervorgerufen werden.®® In vielen
wissenschaftlichen Studien wurde Uber die Biokompatibilitit von AuNP berichtet.#397-191 Dije
Zytotoxizitat und Biokompatibilitat der AUNP hangen von vielen verschiedenen Parametern ab,
welche in Abbildung 9 veranschaulicht sind. Dazu gehoéren die physikochemischen Eigenschaften
der AuNP wie Grolie, Form, Oberflachenladung, Agglomerationszustand,
Oberflachenbeschichtung, Beschichtungsstruktur,'%? Gewebeverteilung, Gewebeabsorption,
Zelltyp,'%! die Art der Verabreichung (oral, intraperitoneal, intravends) Dosishohe und

Expositionsdauer.%
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Abbildung 9: Ubersicht der wichtigsten Parameter, die die Toxizitat von AuNP beeinflussen.

Im Allgemeinen wird in der Literatur berichtet, dass kleine AuNP (4-5nm) ein hdheres
Toxizitatspotenzial aufweisen als groBere AuNP (18-20 nm).'"®! Die AuNP werden Uber
Endozytose aufgenommen und Uber Exozytose ausgeschieden. Die hohere Aufnahme der
kleineren AuNP tritt auf, da sie weniger Energie und Rezeptoren bendtigen, um aufgenommen
zu werden, was ihre Toxizitat erhéhen kann. Bei gréReren AuNP ist die Aufnahme begrenzt, da
hier nicht genug Rezeptoren auf der Zelloberflache vorhanden sein kdnnten, wodurch eine
Internalisierung beschrankt ist.[' Es wurde gezeigt, dass AuUNP <10 nm sich in viele Organen
wie z. B. Leber, Milz, Niere, Hoden, Lunge und im Blut anreichern!'® und AuNP mit einer GroRe
von 30 nm in der Milz.['%] Bei groReren AuNP >65 nm ist die renale Filtration gestort, wodurch sie
Uber das retikuloendotheliale System aus dem Blut entfernt werden und dazu neigen sich in Milz
oder Leber zu sammeln.l'931051061 2019 untersuchten Wissenschaftlern ebenfalls die Form der
AuNP und zeigten, dass AuNS die héchste Toxizitat, AUNR eine signifikante Toxizitadt und AuNP
die geringste Toxizitat aufweisen.!'"”] Durch die héhere Anzahl an Atomen an den Winkeln und
Kanten, kdénnen starkere Wechselwirkungen mit Biomolekilen auftreten, wodurch die Formen
Stabchen und Sterne eine hohere Toxizitat aufweisen.l'%l Bei ahnlicher GroRe der
Goldnanomaterialien kann die Geometrie auch deren Bioverteilung, zellulare Aufnahme,

Ablagerung und die Ausscheidung (Clearance) verandern.['%8]
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Um die Toxizitat von AuNP zu verringern konnen diese mit verschiedenen Polymeren wie
Polyethylenglykol (PEG), Poly(milchsaure-co-glykolsaure) (PLGA), Polymilchsaure (PLA),
Lipiden und weiteren Molekilen funktionalisiert werden. Durch die Oberflachenmodifikation kann
eine Vorhersage getroffen werden, wie toxisch die AuNP sind, da die Zelloberflachen durch ihre
Oberflachenmolekile wie Proteine, Zucker oder Phospholipide unterschiedlich mit der AuNP-
Oberflache interagieren. Da die Oberflachenbeschaffenheit ma3geblich die Toxizitat der AuNP
bestimmt, zahlt die gezielte Veranderung der Oberflacheneigenschaften zu den gangigsten
Ansétzen, um die Toxizitat der AuNP zu verringern.'® PEG wird mit am haufigsten als
Beschichtungsmaterial eingesetzt, da es die Stabilitat und Biokompatibilitat der AUNP verbessert,
indem es die Wechselwirkungen mit biologischen Proben reduziert und dadurch sowohl die
zellulare Aufnahme als auch die Toxizitat der AuNP beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass
20 und 40 nm groRe AUNP@PEG eine Zellaufnahme und Transfektionseffizienz von tUber 45 %
besaRen.l'” Die Transfektionseffizienz gibt dabei an, wie erfolgreich genetisches Material wie
DNA oder RNA in die Zellen eingebracht und dort von den Zellen exprimiert wird, also in das
entsprechende Protein oder RNA umgesetzt.['"” Gleichzeitig zeigen die AuNP eine geringere
Toxizitat und konnen als Tragersysteme flir DNA oder Medikamente verwendet werden.[103.109]
Biokinetische Untersuchungen zeigten ebenfalls, dass AUNP@PEG nach intravendser Injektion
eine verlangerte Zirkulation im Blut aufweisen und sich vor allem in der Leber und eine kleine
Menge in der Lunge und Milz akkumulieren.['%! Die gréRenabhangige Toxizitat von AUNP@PEG
wurde ebenfalls untersucht. 5 nm groie AUNP@PEG sammelten sich am meisten im Herzen und
den Nieren an, wurden aber auch im Knochenmark gefunden. In der Leber akkumulierten sich
vor allem AuUNP@PEG mit einer GrofRe von 10 nm und AUNP@PEG mit einer Gré3e von 30 nm
befanden sich vermehrt in der Milz.'"%! Zhang et al. zeigten, dass AUNP@PEG mit einer GroRRe
von ca. 5 nm die Apoptose signifikant induzieren.l'' Die Oberflachenladung, welche durch die
oben genannten Molekile beeinflusst werden kann, stellt einen weiteren wichtigen Faktor dar,
der die Toxizitat von AuNP bestimmt.[''?l Goodman et al. zeigten, dass bei gleicher Konzentration
kationische AuNP toxischer wirken, wahrend anionische AuNP bei Erythrozyten ungiftig sind.
Ungeladene AuNP verursachten in dieser Studie keinerlei Nebenwirkungen.l'"® Durch die
kationische Oberflachenladung kénnen sich Plasmaproteine an die AuNP binden und so eine
Proteinkorona ausbilden, welche wiederum von Makrophagen aufgenommen werden kann. Dies
fuhrt zu einer erhéhten Zellaufnahme und kann zellulare Schaden verursachen. Daher l6sen
kationische AuNP eine deutlich starkere Immunantwort aus als anionische oder neutral geladene
AuNP.'0214  F{jr die zellulare Aufnahme tragen jedoch neben elektrostatischen

Wechselwirkungen auch hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbrickenbindungen sowie
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Ligand-Rezeptor-Interaktionen bei. Die gebildete Proteinkorona kann sowohl die
Oberflacheneigenschaften der AuNP als auch die Funktion und Struktur der Proteine verandern,
welche wiederum Einfluss auf die Toxizitat hat.[''! Die Agglomeration kann ebenfalls die Toxizitat
beeinflussen. So zeigten Yang et al., dass agglomerierte AuNP toxischer als nicht agglomerierte

AuNP waren. Durch die oben genannten Molekdile kann die Agglomeration verhindert werden.

Um ein Verstandnis der Toxizitdt gegenuber lebenden Organismen zu bekommen, missen
sowohl in-vitro als auch in-vivo Studien untersucht werden. In-vitro Studien sind kostengunstiger,
schneller und einfacher durchzuflihren, spiegeln aber nicht die Komplexitdt von
Mehrgewebeorganismen wie S&ugetieren wider. In-vivo Studien hingegen liefern diesen
umfassenden Einblick in die systemische Toxizitdt von AuNP, sind jedoch zeit- und
kostenaufwandiger und werfen zudem ethische Fragen auf. Dennoch sind in-vitro Tests
notwendig, da sie Basisdaten zu der Sicherheit der AuNPs liefern und so auf die in-vitro Daten
zuruckgegriffen werden kann, um mdgliche Auswirkungen auf Organ- oder Organismusebene

abzuleiten.°®!

Die Toxizitat kann mit Hilfe von verschiedenen in-vitro Tests untersucht werden, die sich auf
unterschiedliche Messparameter wie Bestimmung der Zelllebensfahigkeit und -proliferation,
Enzymaktivitat, Membranintegritat, oxidativem Stress oder DNA-Schaden fokussieren.!!
Darunter zahlen Methoden wie der 3-(4,5-Dimethylthizol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid-
(MTT)-Test,['"® der Laktatdehydrogenase-(LDH)-Test,['"""! der 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-
Diacetat-(DCFDA)-Test,!'"8] der Adenosintriphosphat-(ATP)-Test!'"°] oder die

Durchflusszytometrie wie Annexin V und Propidiumiodid Farbung.!'?%

Fir den Einsatz von AuNP in den menschlichen Kérper sind in-vivo Tests an Tiermodellen
unabdingbar. Es muss untersucht werden, ob die AuNP in die Zellen oder Gewebe eindringen,
wie sie sich im Organismus verteilen sowie in welchem Male sie biologisch abgebaut und
eliminiert werden. Um die Bioverteilung in Gewebe und Organen sowie die Pharmakokinetik,
Clearance und Organwirkungen der AuNP zu untersuchen, werden meistens Ratten oder Mause
als Tiermodelle eingesetzt. Dabei werden Parameter wie Blutparameter, Entziindungs- und
Immunreaktionen sowie Veranderungen der Fortpflanzungsorgane berlicksichtigt.®®! Diese
Parameter oder Veranderungen konnen mithilfe von Elektronen- oder
Fluoreszenzmikroskopie,!'?"! induktiv gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS),['??]
Blutanalysen,!'?¥!  Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT),['>*! dynamischer

Positronen-Emissions-Tomographie (PET)!'? oder SERS bestimmt werden.[26.127]
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1.5.1.4. AuNP als Medikamententransporter

Fur die Tumorbehandlungen erdffnet der in Abschnitt 1.5.1.2. beschriebene Mechanismus die
Méglichkeit, mit Wirkstoffen beladene und mit Targeting-Liganden wie z. B. Aptamere, Antikérper,
Peptide oder siRNA funktionalisierte AuNP gezielt in Krebszellen einzuschleusen, siehe
Abbildung 10.['21291 Diese binden spezifisch an Rezeptoren auf der Zelloberflaiche und
ermoglichen dadurch eine selektive Aufnahme der AuNP in bestimmte Gewebe. Dies erméglicht
eine ortsspezifische Abgabe von Therapeutika, wodurch Wirksamkeit und Bioverfligbarkeit erhoht
und gleichzeitig Nebenwirkungen reduziert werden koénnen.!'3%-321 Dar(iber hinaus ist eine
kontrollierte Wirkstofffreisetzung Gber einen definierten Zeitraum mit klar festgelegter Dosierung
maoglich, unter dem Einsatz aufwendiger, stimuliresponsiver Systeme. Ein weiterer Vorteil von
AuNP liegt in ihrer Fahigkeit, als Tragersysteme fiur Kombinationstherapien zu dienen, indem sie
mehrere Wirkstoffe oder diagnostische Substanzen wie z. B. Kontrastmittel gleichzeitig beladen
und transportieren konnen.!"3® Zusatzlich bieten AUNP den eingebetteten Arzneimitteln Schutz,
indem sie diese vor starken Umgebungsbedingungen wie z. B. pH-Schwankungen bewahren und

die renale Clearance verringern.[134139

RNA
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Abbildung 10: Beispiele fur Wirkstoffe und Liganden, mit denen die AuNP fir die Krebstherapie beladen
werden koénnen.
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1.5.1.5. AuNP in licht- und warmebasierter Krebstherapie

Daruber hinaus konnen AuNP als photothermisches Therapeutikum genutzt werden, um
Tumorzellen selektiv thermisch zu zerstéren. Hierflir werden die AuNP so angepasst, dass ihre
Plasmonen im nahen Infrarotbereich liegt, wodurch sie dieses Licht absorbieren kénnen. Nach
der Injektion in das Tumorgewebe und anschlieliender Bestrahlung werden die AuNP optisch
angeregt und erhitzen sich, wodurch das umliegende Tumorgewebe abgetdtet wird. Infrarotlicht
kann dabei tief in das Gewebe eindringen, ohne das gesunde Gewebe zu schadigen.?? Die
Standardtherapien zur Krebsbehandlung basieren auf einer Kombination aus Operation,
Bestrahlung und Chemotherapie, wodurch Krebszellen abgetétet werden sollen. Der grolle
Nachteil der Standardbehandlungen ist, dass die Verfahren nicht nur die Krebszellen vernichten,
sondern auch gesunde Zellen, wodurch die Therapie eine hohe Toxizitdt mit sich bringt.
Winschenswert ware es Therapeutika zu entwickeln, welche gezielt die Krebszellen ansteuern
und diese systematisch mit einer optimalen Dosis bekdmpfen, wahrend gesunde Zellen unberihrt
und somit verschont bleiben. Auf Basis dieser Erkenntnis werden lokale Krebsbehandlungen
eingesetzt, bei denen AuNP als Therapeutika dienen, um Schaden am gesunden Gewebe zu
reduzieren. Hierfir kommen photodynamische Therapien (PDT), Hyperthermie oder PTT zum

Einsatz.[38]

1.5.1.5.1. Photodynamische Therapie (PDT)

Die PDT ist eine nicht-invasive Behandlungsmethode fir Krebs und andere Erkrankungen, die
sich durch ein UbermaRiges Wachstum abnormaler Zellen, wie z. B. Krebszellen, auszeichnen.
In der PDT werden sogenannte Photosensibilisatoren (lichtempfindliche Substanzen) eingesetzt,
welche sich in Tumorgeweben anreichen. Wenn diese Substanzen im Tumorgewebe mit einer
geeigneten Wellenlange, meistens im NIR-Bereich, bestrahlt und dadurch angeregt werden,
findet eine Energielbertragung auf Sauerstoffatome des ungebundenen Gewebes statt und es
kommt zur Bildung von Peroxyradikalen und hochreaktiven Sauerstoffspezies (engl.: Reactive
oxygen species, ROS) wie Singulett-Sauerstoff. Die hergestellten ROS kdnnen mit benachbarten
Biomolekulen wie ungesattigten Lipiden, Aminosaureresten in Proteinen sowie Basen der DNA
eine Reaktion eingehen und dadurch Zellschaden verursachen die Nekrose oder Apoptose
hervorrufen kénnen.'*”! Die géngigsten und wirksamsten Photosensibilisatoren sind meist
hydrophob wie z.B. Zink(Il)-Phthalocyanin(® oder Siliciumphthalocyanin 4.1'*%1 Diese
Photosensibilatoren lagern sich dadurch bevorzugt in den hydrophoben Bereichen der Zellen an

wie z. B. an Lysosomen, dem Golgi-Apparat, dem endoplasmatischen Retikulum oder an den
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Membranen der Mitochondrien. Um die hydrophoben Eigenschaften der Photosensibilatoren zu
Uberwinden und ihre gezielte Anlagerung an Tumorgewebe nach intravendser Verabreichung zu

ermdglichen, konnen AuNP als Trager dienen. '3

1.5.1.5.2. Hyperthermie

Bei der Hyperthermie werden Krebszellen durch selektive Temperaturerhéhung von knapp Uber
40 °C, des Gewebes getotet.['*?) Durch die Temperaturerhhung kommt es zu Veranderungen
der DNA, zu Zellschaden oder zur Proteindenaturierung, die zu Nekrose flihren kann.l'#142 Die
Hyperthermie kann alleine oder in Kombination mit Strahlentherapie und Chemotherapie
verwendet werden.!'*3 Wahrend der Strahlentherapie werden die Krebszellen mit ionisierender
Strahlung wie Rdntgenstrahlung oder Teilchenstrahlung ausgesetzt. Dadurch wird die
Erbsubstanz der Zellen beschadigt und die Zellteilung gestoppt. Da eine unkontrollierte
Aufheizung nicht nur kanzerése Zellen, sondern auch gesunde Zellen schadigen kann, ist eine
kontrollierte Warmeabgabe entscheidend.["*4 Fiir die gesteuerte Verabreichung fungieren AUNP
aufgrund ihrer LOPR als geeignete Sonden in der Hyperthermie. Die LOPR der AUNP ermdglicht
es ihnen absorbiertes Licht in Pikosekunden in Warme umzuwandeln. Studien haben gezeigt,
dass nach dem Injizieren von AuNP mit dem anschlielienden Behandeln mittels Hyperthermie

die Krebszellteilung von Mausen verhindert werden konnte.[138.14%]

1.5.1.5.3. Photothermale Therapie (PTT)

Wie auch in der PDT wird in der PTT Lichtenergie, fur die Zerstérung von Krebszellen, verwendet,
wie in Abbildung 11 gezeigt. Es ist ein nicht-invasiver Ansatz und erfordert zwei
Voraussetzungen: 1) eine NIR-Lichtquelle und 2) ein optisches Absorptionsmittel
(photothermischer Wirkstoff). Dafir wird das Tumorgewebe mit einem NIR-Laser bestrahlt und
die optischen Absorptionsmittel absorbieren das Licht im NIR-Bereich. Diese Energie wird dann
in Warme umgewandelt und eine lokale Hyperthermie findet statt. In der PTT kénnen AuNP
genutzt werden, da diese stark Licht absorbieren und eine hervorragende photothermische
Umwandlungseffiizienz haben.l'#6'41 Dabei kann die Temperatur, anders als bei der
Hyperthermie, 50 °C Uberschreiten, wodurch Tumorzellen oder umliegendes Gewebe selektiv
zerstort werden.['*®1 Die AuNP werden in den Tumor injiziert oder sammeln sich aufgrund des

EPR-Effekts dort passiv an, woraufhin sie mit NIR bestrahlt werden.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Wirkprinzips der PTT unter Verwendung von AuNP.

Der Vorteil von NIR ist, dass es eine hdhere Gewebedurchlassigkeit und Penetrationstiefe besitzt
und somit sowohl Blut als auch Weichteile erreichbar sind, ohne umliegendes Gewebe zu
beschadigen. Die AuNP kdénnen in ihrer Struktur so angepasst werden, dass sie NIR-Licht
(A =650-1350 nm) maximal absorbieren, wodurch das Laserlicht tief genug in das Gewebe
eindringen kann.!"4%-'53 Die meisten PTT-Wirkstoffe werden in zwei Teile unterteilt, die Rand- und
die Kernschicht. Die Kernschicht wird fur die photothermische Umwandlung genutzt, wobei auch
einige Medikamente beladen werden kénnen. Die Randschicht dagegen schitzt die NP wahrend
der Therapie, dient als Medikamententrager und kann die Zellaufnahme von PTT-Wirkstoffen
verbessern. Fur die Optimierung solcher PTT-Mitteln missen zwei zentrale Aspekte beachtet
werden, welche die Moglichkeit zur Zellaufnahme und die  photothermische

Umwandlungskapazitat umfassen.!'>4

1.5.2. Diagnostik

1.5.2.1. AuNP als Biosensoren

AuNP spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung hochempfindlicher Biosensoren und
Nachweisverfahren in der Diagnostik. lhre herausragenden optischen Eigenschaften,
insbesondere die starke LOPR und die hohen Extinktionskoeffizienten, machen sie zu idealen
Kandidaten fir optische und elektrochemische Sensoren, darunter auch SERS-basierte
Systeme.[') Durch die gezielte Oberflachenfunktionalisierung mit spezifischen Biomolekiilen

lassen sich Metallionen,!'®8! Proteine, Viren, Bakterien oder Nukleinsduren nachweisen, was fur
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die Diagnose von Infektionskrankheiten, Tumormarkern oder Antibiotikaresistenzen von
besonderer Bedeutung ist.®?! Die Nachweismethoden konnen dabei kolorimetrisch, enzymatisch,
elektrochemisch (amperometrisch), als Bio-Barcode oder durch die Veranderung der LOPR

stattfinden.®

Das Grundprinzip vieler optischer Sensoren beruht auf Veranderungen der LOPR, die durch
Aggregation oder Interaktion mit Zielmolekilen induziert werden. Dabei fiihren Anderungen des
lokalen Brechungsindex oder der Partikelabstande zu charakteristischen Rotverschiebungen, die
spektrophotometrisch oder sogar visuell erfasst werden konnen.“5821571 Als kolorimetrische
Sensoren kdnnen AuNP zur Differenzierung verschiedener Zielmolekiile eingesetzt werden.!'*]
Ein Beispiel ist der Nachweis der Proteinaseaktivitat in verschiedenen Proben. Dabei dienen
Gelatine-beschichtete AuNP als Substrat, das bei Proteolyse zerlegt wird. Dies fuhrt zur
Aggregation der AuNP, wodurch sich die LOPR verschiebt und eine Farbanderung auftritt, die

spektrophotometrisch erfasst werden kann.®?

Ein weiteres Detektionsverfahren nutzt DNA-funktionalisiete  AuNP, die durch
Fluoreszenzléschung (Quenching) an Detektionssequenzen gebundenen Fluorophore die
Hybridisierung mit Ziel-DNA anzeigen. Diese Methode ermdglicht Echtzeit-Monitoring von

zellularen Ereignissen bei gleichzeitig reduziertem Risiko von Kontaminationen.['%]

Die amperometrische Methode erlaubt die hochsensitive Quantifizierung kleiner Molekile. So
l&sst sich Harnsaure im Blutserum oder Urin mit einer Nachweisgrenze von 50 nmol/L bestimmen.
Fir die Quantifizierung solcher geringen Mengen werden Bio-Barcodes eingesetzt. Die AuNP
werden mit DNA funktionalisiert, die spezifische DNA-Zielsequenzen erkennen und daran binden.
Durch diesen Bindungsprozess wird zusatzliche DNA vervielfaltig, also der Bio-Barcode der als
Verstarkungssignal dient. Anstatt nur die geringen Mengen der urspringlichen Ziel-DNA zu

messen, wird der vermehrte Bio-Barcode analysiert, wodurch der Nachweis genauer wird.l'>%

Daruber hinaus kdnnen AuNP-basierte Biosensoren sowohl elektrochemische als auch SERS-
Signale erzeugen, und so Nachweisempfindlichkeiten bis in den femtomolaren Bereich
erreichen.'®9-1%2 Inshesondere SERS er6ffnet die Mdglichkeit, intrazellulare Prozesse wie die
Wechselwirkung von Antitumormedikamenten mit DNA zu untersuchen und erlauben daher

Moglichkeiten fiir die Anwendung in der Krebserkennung.!158.163!
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1.5.2.2. Bildgebungsverfahren

In biomedizinischen Bildgebungsverfahren kdnnen AuNP aufgrund ihrer hohen Elektronendichte,
ihrer ausgepragten optischen Eigenschaften, insbesondere der LOPR, sowie der Moglichkeit zur
gezielten Oberflachenfunktionalisierung als Kontrastmittel oder Signalverstarker eingesetzt
werden. In optischen Verfahren wie der SERS, der Dunkelfeld- und Zweiphotonenmikroskopie
wird die Fahigkeit der AUNP genutzt, Licht im NIR-Bereich (600—-1000 nm) zu absorbieren bzw.
zu streuen.!'s! Dieser Bereich wird als ,phototherapeutisches Fenster* bezeichnet und weist die
maximale Durchdringungstiefe in biologischem Gewebe auf, da hier die Absorption durch
gesunde Zellen minimal ist. Dadurch ist eine tiefere Bildgebung von Krebszellen moglich.?3 Die
Dunkelfeldmikroskopie erlaubt es zudem, AuNP in lebenden Zellen zu verfolgen.['s Auch in der
Computertomographie (CT) finden AuNP eine breite Anwendung. Dieses zerstorungsfreie
medizinische Bildgebungsverfahren profitiert von der hohen Ordnungszahl und Elektronendichte
von Gold, wodurch AuNP als effiziente Rodntgenabsorber dienen. lhre hohen
Roéntgenabsorptionskoeffizienten verstarken den Kontrast zwischen unterschiedlichen Geweben
und ermdglichen somit eine prazisere Differenzierung von Zelltypen. In der
Magnetresonanztomographie (MRT), einem nicht-invasiven Bildgebungsverfahren, erzeugen
AuNP zwar selbst kein intrinsisches MRT-Signal, kdnnen jedoch durch die Modifikation mit
klassischen MRT-Kontrastmitteln wie Gadoliniumkomplexen eine Signalverstarkung ermoglichen
und so fir eine gezielte molekulare Bildgebung eingesetzt werden.®¥ Bei der photoakustischen
Bildgebung (PB) werden nichtionisierte Laserpulse in biologisches Gewebe eingebracht. Ein Teil
der absorbierten Energie wird in Warme umgewandelt, was eine vorlibergehende
thermoelastische Ausdehnung und die Emission breitbandiger Ultraschallwellen (z. B. im MHz-
Bereich) hervorruft. Diese Signale werden von Ultraschallwandlern detektiert und zu Bildern
verarbeitet. AUNP kdnnen hier durch ihre plasmonischen Effekte die Umwandlung von Licht in
Warme verstarken, was zu intensiveren Ultraschallemissionen und damit zu einer verbesserten

Bildauflosung flhrt, wie in Abbildung 12 visualisiert.[®"
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Abbildung 12: Darstellung eines AuNP-basierten Bildgebungsverfahren. Einer Maus werden AuNP injiziert,
wodurch Tumore lokalisiert werden kénnen.

1.6. Ausgewabhlte aggressive Tumore und therapeutische Ansatze

1.6.1. Hochrisiko-Tumore: Das duktale Adenokarzinom des Pankreas
(PDAC) und Glioblastom (GBM)

PDAC und GBM gehoéren zu den bdsartigsten und am schwierigsten zu behandelnden
Krebsarten. Fir PDAC stehen bislang nur begrenzt klinisch wirksame Behandlungen zur
Verfligung, weshalb die Uberlebensrate innerhalb von unter 5 Jahren bei lediglich 10 % liegt.['6
Diese Krebsart zeichnet sich durch seine ausgepragte Heterogenitat aus, gekennzeichnet durch
seine verschiedenen neoplastischen Zellpopulationen, den histologischen Phanotyp, die
genomischen Veranderung wie auch seine Ausbreitungsféahigkeit.'®® Hinzu kommt, dass die
komplexe Tumormikroumgebung eine Kombination aus desmoplastischem Stromal'®®! (das
faserreiche Bindegewebe um einen Tumor, welches eine physikalische Barriere bildet und so die
Wirkstoffaufnahme beeintrachtigt)!'®”'%¢! und immunologischen Mechanismen('®®! (Prozesse,
durch die das Immunsystem Fremdstoffe erkennt und den Korper dadurch schiitzt)!'®® aufweist.
Diese Faktoren erschweren sowohl die Therapieentwicklung, die fir die Mehrheit der Patienten
wirksam sind, als auch das Verstandnis des klinischen Verlaufs von PDAC. Eine
Patientenstratifizierung unter Berucksichtigung der tumorbiologischen Heterogenitat kdnnte einen
personalisierten Therapieansatz ermoglichen und damit die Behandlung jedes einzelnen
Patienten unterstitzen. 80 % der diagnostizierten Patienten zeigen bereits fortgeschrittene, nicht
resezierbare Tumore, die Ublicherweise mit einer systemischen Chemotherapie aus einer
Kombination von Gemcitabin-Fluoropyrimidin/mFOLFIRINOX (5-Fluorouracil, Leucovorin,
Irinotecan, Oxaliplatin) oder Gemcitabin/Nab-Paclitaxel behandelt werden. Die Tumore der

restlichen 20 % konnen operativ reseziert werden, erhalten jedoch ebenfalls eine adjuvante
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Chemotherapie. In den meisten Fallen entwickeln die Patienten nach der Resektion jedoch erneut
ein lokales oder mesastatisches Tumorrezidiv.['%41%6] Obwohl personalisierte Therapieansatze bei
anderen Tumoren nachweislich zu einer Verbesserung des Krankheitsverlaufs fuhren, bleibt die
Etablierung individualisierter Behandlungsstrategien beim PDAC aufgrund des bislang
begrenzten Patientennutzens weiterhin eine grol3e Herausforderung. Aus diesem Grund ist eine
Weiterentwicklung der personalisierten molekularen Stratifizierung beim PDAC dringend

notwendig, um die Behandlungsstrategien und Patientenprognosen zu verbessern.!'®°!

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist das haufigste und aggressivste Gliom des
Zentralnervensystems (ZNS) und die primare Hirntumorerkrankung. Das GBM ist durch
Heterogenitat, erhdhte Mikrovaskularitat, atypische Kerne, vaskulare Proliferation und Nekrose
gekennzeichnet und fordert Hyperzellularitat, mitotische Aktivitat und Infiltration in das normale,
also benachbarte Hirngewebe.!'"” Die Standardbehandlung beginnt mit der vollstandigen
chirurgischen Entfernung des Tumors, gefolgt von Bestrahlung und Chemotherapie. Trotz
aggressiver, multimodaler Behandlungen betragt die Uberlebensrate nur 13-15 Monate.
Aufgrund der hohen mikroskopischen Invasion des GBM kommt es zu einer hohen Rezidivrate,
die letztendlich zum Tod flihrt, weshalb dringend neue Methoden etabliert werden missen.!'""!
Die medikamentése Behandlung stellt eine groRe Hirde dar, da die Blut-Hirn-Schranke (BHS)
das Gehirn, genauer gesagt das Hirnparenchym, vom peripheren systemischen Kreislauf trennt
und so das Gehirn vor schadlichen Substanzen schutzt. Auch verabreichte GBM-Medikamente
kénnen nicht in das Gehirn eindringen, weshalb dringend Trager bendtigt werden, um die BHS

fur die therapeutische Behandlung von GBM zu iberwinden.['72173]

Als weiterer Therapieansatz in der Onkologie kann die zielgerichtete Therapie eingesetzt werden.
Dabei werden Medikamente verwendet, die spezifische Signalwege in Tumorzellen blockieren
und so deren Wachstum hemmen.!'"4-7¢] Dabei kénnen AuNP als Tragerplattform genutzt

werden, um die Selektivitdt und Wirksamkeit der Wirkstoffe zu erhohen.!'77:178]

1.6.2. Tyrosinkinase

Eine Uberaktivierung von Tyrosinkinasen (TKI) tritt bei mehreren Tumorarten auf, insbesondere
beim PDACI®-181ynd GBM.['71182-1841 TK wie z. B. LYN sind Enzyme, die eine zentrale Rolle bei
der Phosphorylierung von Tyrosinresten in Proteinen spielen.['®! Unter Verwendung von ATP
Ubertragen sie Phosphatgruppen auf die Aminosdure Tyrosin.!'® Dieser Prozess ist

entscheidend fur die Aktivierung und Deaktivierung von Proteinen, die verschiedene zellulare

24



Funktionen steuern wie z. B. die Migration, Zellproliferation, Apoptose, Differenzierung und den

Zellmetabolismus.['87]

Die TK lassen sich in zwei Haupttypen unterteilen: die Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) und Nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen (NRTK). Zu den RTK gehéren der Epidermale Wachstumsfaktor-
Rezeptor (engl.: Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) und der Vaskulare Endotheliale
Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl.: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor, VEGFR),
welche sich in den Zellmembranen befinden und als Empfanger fir aufl’ere Signale wie z. B.
Wachstumsfaktoren dienen. Bei der Aktivierung dieser Rezeptoren werden die TK-Domanen im
Inneren der Zelle stimuliert, woraufhin eine SignalUbertragung stattfindet. Zu den NRTK zahlt z. B.
das ABL-Protein, welches in seiner mutierten Form als BCR-ABL1 (Bruchpunkt-Cluster-Region
des Abelson-Maus-Leukamie-Virus-Onkogen-Homologs 1, baut Cluster von Phosphoratomen in
bestimmten Proteinen ein, engl.: Breakpoint cluster region of abelson murine leukemia-viral
oncogene Homolog 1) bezeichnet wird und sich im Zellinneren befindet und dort Signale durch
Interaktion mit anderen zellularen Proteinen Ubertragt. NRTK agieren frei im Zytoplasma oder

Zellkern, ohne an Membranrezeptoren gebunden zu sein.[188.189]

Die Kernaufgabe der TK besteht darin, Signale von der Aulienseite der Zelle in das Zellinnere
weiterzuleiten. Dieser Prozess beginnt mit der Bindung von Wachstumsfaktoren oder Hormone
an den extrazelluldren Teil der RTK, wodurch ein Signal empfangen wird. Daraufhin dimerisieren
zwei Rezeptoren zu einem Dimer, was die Aktivierung der TK-Domane im Inneren der Zelle zur
Folge hat und somit sich selbst und andere Proteine phosphoryliert werden. Dadurch findet eine
Signalvermittlung statt, sodass nachfolgende Molekule und Enzyme in der Zelle aktiviert werden,
die spezifische Signalwege auslésen, wodurch die Zellteilung, Wachstum oder Differenzierung

initiiert werden.[184.190191]

1.6.3. Tyrosinkinase-inhibitor (Dasatinib)

Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) haben das Potenzial, die Tumorproliferation und -entwicklung zu
beeinflussen. Da Krebs einer der am weitesten verbreiteten Todesursachen weltweit ist,
gewinnen die TKI zunehmend an Bedeutung.['®? Ein besonderes Augenmerk liegt auf der
Tyrosinkinase LYN, die in mehreren Krebsarten wie z. B. myeloische und chronischer Leukamie,
Prostata-, Gehirn-, Brust- und Dickdarmkrebs eine entscheidende Rolle spielt. Diese Krebsarten

zeigen eine abnormale Regulation von LYN. Zudem steuern LYN die intrazellulare
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Signalweitergabe, die je nach Zelltyp entweder die Weiterleitung von Informationen férdern oder

hemmen kann.["8%]

Das Medikament Dasatinib (DASA), ein Aminopyrimidinderivat und Mitglied der Kinasehemmer,
welches schematisch in Abbildung 13 (rechts oben) dargestellt ist, wurde in der vorliegenden
Thesis aufgrund seiner vielversprechenden Eigenschaften in der Krebstherapie eingesetzt. Es
handelt sich um ein Zytostatikum, dass die Src- (Sarkom, engl.: sarcoma, Vorstufe eines
krebsausldsenden Genprodukts), BCR-ABL1-, Stammzellfaktor-Rezeptor-Kinase (c-Kit),
Ephrinrezeptor A2 (EPHA2) und das von Blutplatichen abgeleitete Wachstumsfaktorrezeptor-§-
Tyrosinkinase (PDGFRB) hemmt.['%1 Durch die Blockierung der Tyrosinkinaseaktivitat und die
damit verbundene Verhinderung der Signallibertragung wird die Zelladhasion, Invasion und
Migration von Tumorzellen unterdrickt, wodurch das unkontrollierte Zellwachstum und die

Zellproliferation, wie in Abbildung 13 dargestellt, gestoppt werden.

Tyrosinkinase-Mechanismus in Abwesenheit von Dasatinib Tyrosinkinase-Mechanismus mit Dasatinib

%%ﬁ,nﬁ@/\/
TN

Zellkern Zellkern

Abbildung 13: Tyrosinkinase-Mechanismus in Abwesenheit von DASA (links) und in Anwesenheit von
DASA (rechts).

DASA wird bei der Behandlung verschiedener Krebsarten eingesetzt, darunter Glioblastom, "%
Brustkrebs,!'"®® Lungenkrebs,['%! chronischer myeloischer Leukadmie (CML) und der akuten
lymphatischen Leukamie (ALL).'""! In der Standardtherapie von Leukdmie kommt haufig das
Medikament Imatinib zum Einsatz, doch bei Patienten, die eine Resistenz oder Intoleranz
gegenlber Imatinib entwickeln, wird DASA als Alternative eingesetzt. Im Gegensatz zu Imatinib,
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das nur in seiner aktiven Form an die BCR-ABL1-Kinasedomane binden kann, bindet DASA
sowohl in der aktiven als auch in der inaktiven Form an diese Doméane und weist eine breitere

Wirksamkeit auf.['%8

1.6.4. Behandlung von PDAC und GBM mit AuNP

Aufgrund der besonderen Eigenschaften und Vielfalt von AUNP kénnen sie unter anderem in der
Therapie fir PDAC und GBM genutzt werden. Arib et al. zeigte die hervorragende Zellaufnahme
der AuNP in PDAC und GBM-Zellen sowie deren hohe Stabilitdt und dessen theranostisches
Potenzial fiir die Diagnose und Therapie. Besonders eignen sie sich fir die gezielte
Wirkstofffreisetzung und phototherapeutische Anwendung.l'®® Fir die Wirkstofffreisetzung
wurden auch AuNP mit Peptiden, welche an Plectin-1-gerichtet sind, synthetisiert. Diese wirkten
antiproliferativ, zeigten eine Antitumorwirkung, ohne das gesunde Gewebe zu schadigen und
transportierten selektiv das Zytostatikum Gemcitabin.? Ebenfalls erhohten AuNP die
Radiosensitivitat wahrend der Strahlentherapie bei PDAC-Zellen.®"! In der Krebsdiagnose
konnten AuNP die Sensitivitdt und Spezifitdt von herkdbmmlichen Markern wie z. B. CA19-9

verbessern.[202]

In GBM-Zellen konnte die RNA-Interferenz-basierte Therapie durch den Einsatz von AuNP
verbessert werden. Die unzureichende Stabilitat und Wirkstofffreisetzung der RNA konnte durch
die AuNP Uberwunden werden. Die AuNP wurden von GBM-Zellen effektiv aufgenommen,
wodurch eine haufig vorkommende miRNA (MikroRNA, die biologische Prozesse wie Zellteilung,
Proliferation und Apoptose reguliert)?% gezielt angesteuert werden konnte. Dariiber hinaus
konnten die AUNP die BHS tberwinden und Tumorgewebe in einem Mausmodell erreichen. 2042051
Zudem konnten AuNP mit einem DNA-Aptamer namens U2 beladen werden. Dieses System
konnte den EGFR-Signalweg blockieren und die DNA-Reparatur in GBM sowohl in-vitro als auch

in-vivo hemmen.[206]
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2. Zielstellung

AuNP gewinnen in der Nanomedizin zunehmend an Bedeutung und finden dort eine Vielzahl an
Anwendungen. Dank ihrer einzigartigen und gut kontrollierbaren Eigenschaften wie Groe, Form,
Monodispersitdt und Oberflachenfunktionalisierung, werden sie insbesondere in der
Tumortherapie zunehmend eingesetzt. Die Standardtherapie beruht auf einer Kombination aus
chirurgischer Entfernung, Strahlen- und Chemotherapie und hat den groRen Nachteil, dass sie
neben den Krebszellen auch gesunde Zellen angreifen. Die einfache Modifizierbarkeit der AUNP
macht sie zu vielversprechenden Tragersystemen fir therapeutische oder diagnostische
Wirkstoffe. So kdénnen Krebszellen gezielt adressiert und mit einer optimalen
Medikamentendosierung effektiv bekampft werden, wahrend das gesunde Gewebe unbeschadigt
bleibt.

Diese Arbeit konzentriert sich auf die Modifikation von AUNP mit geeigneten Polymeren, die eine
Bindung des Medikament DASA an der AuNP-Oberflache und somit dessen Freisetzung in
Krebszellen ermdglichen. Zudem soll die Stabilitdt der hergestellten AUNP@Polymer-Konjugate
sowohl in Wasser als auch in Ethanol untersucht werden, da dieser Losungsmittelwechsel fur die
Beladung von DASA relevant ist. DASA ist ausschliellich in organischen Lésungsmitteln wie
Ethanol I8slich, in Wasser jedoch unldslich. AuNP sollen eingesetzt werden, weil sie sich durch
ihre leichte Synthese, gute Biokompatibilitat sowie eine hohe Luft- und Wasserstabilitat
auszeichnen. Darlber hinaus kdnnen sie sowohl mit Targeting-Liganden modifiziert, als auch mit

Medikamenten beladen werden.

Zuerst sollen PVA beschichtete AuNP (AuNP@PVA) in Wasser hergestellt und diese mit
spektroskopischen und mikroskopischen Methoden analysiert werden, um ihre GroéRe, Form,
Dispersitat und Oberflachenfunktionalisierung zu untersuchen. Fir die Anwendung als
Medikamententransporter flir wasserunldsliche Medikamente sollen die AUNP@PVA-Konjugate
ebenfalls in Ethanol analysiert werden. Fur die anschlielRende Beladung mit einem Krebswirkstoff
soll das Medikament DASA eingesetzt werden, welches ein TKI ist und in der Krebstherapie

eingesetzt wird.

DASA soll dabei durch supramolekulare Wechselwirkungen mit dem Polymer in die Polymerhdille
der AUNP@PVA eingebettet werden, die chemische Struktur des Medikaments bleibt hierbei
unverandert, weshalb unerwiinschte Reaktionen vermieden werden. Die Beladungseffizienz des

DASAs soll durch quantitative und qualitative Analysen Uberprift werden. Zusatzlich sollten
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Toxizitatsstudien durchgefuhrt und die therapeutische Wirkung auf PDAC-Zellen untersucht

werden, um ihr Anwendungspotenzial in der PDAC-Krebszellentherapie zu beurteilen.

Um das Anwendungspotenzial der AuUNP zu maximieren, soll im Weiteren die Stabilitat der AUNP
sowohl in Wasser als auch in Ethanol verbessert werden, da eine hohe Stabilitat eine zentrale
Voraussetzung fur den Erhalt ihrer gewiinschten Eigenschaften und den erfolgreichen Einsatz
mit alternativen Wirkstoffen ist. Hierflr sollen die AUNP mittels verschiedener Synthesemethoden
sowie unter Verwendung der vier unterschiedlichen Polymere Polyvinylalkohol (PVA),
Polyethylengklykol (PEG), Polyvinylpyrrolidon (PVP) und Polyacrylsaure (PAA) in
unterschiedlichen molaren Gewichtsmittelwerten hergestellt werden. Die Charakterisierung soll
wie zuvor mithilfe spektroskopischer und mikroskopischer Methoden erfolgen, um Form, Gréle,

Dispersitat und Oberflachenfunktionalisierung zu bestimmen.
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3.Kumulativer Teil

In den Kapiteln 3.1 und 3.2 werden die Ergebnisse vorgestellt, die wahrend der Promotion
verfasst und in wissenschaftlichen Journalen als Erstautorin verdffentlicht wurden. Die
Verdffentlichungen wurden in  chronologischer Reihenfolge dargestellt und zu jeder
Verodffentlichung wurde eine kurze Zusammenfassung, als auch die Beitrdge der Autoren
aufgefuhrt. Das Literaturverzeichnis, die Seitenzahl, die Abkurzungen, sowie die

Nummerierungen von Figuren, Tabellen und Gleichungen wurden unverandert Gbernommen.

3.1. Nanoformulation of dasatinib cannot overcone therapy resistance

of pancreatic cancer cells with low LYN kinase expression
Marilyn Kaul, Ahmed Y. Sanin, Wenijie Shi, Christoph Janiak, Ulf D. Kahlert

Pharmacol. Rep. 2024, 76, 793-806. DOI: 10.1007/s43440-024-00600-w.
Kurzfassung:
Hintergrund

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) ist einer der am schwierigsten zu
behandelnden Tumoren. Der Src (Sarkom)-Inhibitor Dasatinib (DASA) hat in praklinischen
Studien zu PDAC vielversprechende Wirksamkeit gezeigt. Eine klinische Bestatigung konnte
jedoch nicht erreicht werden. Insgesamt war es unser Ziel, Argumente fur die mogliche
Wiederaufnahme klinischer Tests dieses Wirkstoffs in einer Biomarker-stratifizierenden Therapie-
Studie fur PDAC-Patienten zu liefern. Wir haben untersucht, ob die Nanofunktionalisierung von
DASA die Wirksamkeit des Wirkstoffs erh6hen kann und ob bestimmte Src-Mitglieder als klinische

pradiktive Biomarker fungieren kénnen.
Methoden

Die Methoden umfassen die Herstellung von mit Poly(vinylalkohol) stabilisierten
Goldnanopartikeln und deren Beladung mit Wirkstoffen, dynamische Lichtstreuung,
Transmissionselektronenmikroskopie, thermogravimetrische Analyse, Zeta-Potenzial-Messung,
sterile menschliche Zellkulturen, Quantifizierung des Zellwachstums, Zugriff auf und Auswertung
von Transkriptom- und klinischen Daten aus dem molekularen Tumordatensatz TCGA sowie

verschiedene statistische Analysen.
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Ergebnisse

Wir haben homodisperses nanofunktionalisiertes DASA als AuNP@PVA-DASA-Konjugat
hergestellt. Der Verbundstoff verstarkte die wachstumshemmende Wirkung von DASA auf PDAC-
Zelllinien nicht. Das Zellmodell mit hoher LYN-Expression zeigte die starkste Reaktion auf die
Therapie. Wir bestatigen die deregulierte Src-Kinetomaktivitat als vorherrschendes Merkmal von
PDAC, indem wir mRNA-Spiegel aufzeigen, die mit einem héheren Malignitatsgrad von Tumoren
assoziiert sind. Die BLK-Expression (B-Lymphozyten-Kinase) sagt eine kirzere

Gesamtiuberlebenszeit von PDAC-Patienten mit Diabetes voraus.
Schlussfolgerungen

Die Nanofunktionalisierung von DASA muss weiter verbessert werden, um die Therapieresistenz
von PDAC zu tberwinden. LYN-mRNA ist in Tumoren mit héherer Malignitat erhdht und kann als
pradiktiver Biomarker fir die Therapieresistenz von PDAC-Zellen gegeniber DASA dienen. Die
Untersuchung der biologischen Rolle von BLK kdnnte dazu beitragen, die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen im Zusammenhang mit PDAC bei Patienten mit Diabetes zu

identifizieren.
Anteil an der Publikation:

e Ideen, Recherche und Herstellung von AuNP mittels PVA mit anschlielender
Charakterisierung.

o Beladung der AUNP@PVA mit DASA, sowie dessen Charakterisierung.

e Optimierung und Berechnung der Beladung von DASA auf der AuNP@PVA Oberflache.

o Stabilitatstests der AUNP@PVA-DASA im Zellmedium DMEM wurden fiur vier Tage bei
37 °C durchgefihrt und die Beladung und die Stabilitat der AUNP mit Hilfe von HPLC, DLS
und TEM analysiert.

¢ Durchfuihrung von Genexpressionsanalyse der Src-Familie nach klinischen Subtypen von
Bauchspeicheldrisenkrebs und deren Patienten durch Wenjie Shi.

e In-vitro Versuche und Mikroskopieaufnahmen der AuUNP@PVA-DASA Probe in drei
verschiedenen PDAC-Zelllinien (PANC1, AcPC1 und COLO357) durch Ahmed Sanin.

e Auswertung der Daten, Erstellung von Tabellen, Graphen und Figuren und
Zusammenstellung einer wissenschaftlichen Publikation.

e Uberarbeitung der Publikation mit den Co-Autoren, sowie Herrn Prof. Dr. Christoph Janiak
und Herrn Prof. Dr. Ulf Kahlert.
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e Einreichung der Publikation im Verlag Springer Nature im Journal ,Pharmacological
Reports* durch Herrn Prof. Dr. UIf Kahlert.
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Abstract

Background Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most difficult to treat tumors. The Src {sarcoma) inhibi-
tor dasatinib (DASA) has shown promising efficacy in preclinical studies of PDAC. However, clinical confirmation could
not be achieved. Overall, our aim was to deliver arguments for the possible reinitiating clinical testing of this compound in
a biomarker-stratifying therapy trial for PDAC patients. We tested if the nanofunctionalization of DASA can increase the
drug efficacy and whether certain Src members can function as clinical predictive biomarkers.

Methods Methods include manufacturing of poly(vinyl alcohol) stabilized gold nanoparticles and their drug loading,
dynamic light scattering, transmission electron microscopy, thermogravimetric analysis, Zeta potential measurement, ster-
ile human cell culture, cell growth quantification, accessing and evaluating transcriptome and clinical data from molecular
tumor dataset TCGA, as well as various statistical analyses.

Results We generated homo-dispersed nanofunctionalized DASA as an AuUNP@PVA-DASA conjugate. The composite
did not enhance the anti-growth effect of DASA on PDAC cell lines. The cell model with high LYN expression showed the
strongest response to the therapy, We confirm deregulated Src kinetome activity as a prevalent feature of PDAC by revealing
mRNA levels associated with higher malignancy grade of tumors. BLK (B lymphocyte kinase) expression predicts shorter
overall survival of diabetic PDAC patients.

Conclusions Nanofunctionalization of DASA needs further improvement to overcome the therapy resistance of PDAC. LYN
mRNA is augmented in tumors with higher malignancy and can serve as a predictive biomarker for the therapy resistance of
PDAC cells against DASA. Studying the biological roles of BLK might help to identify underlying molecular mechanisms
associated with PDAC in diabetic patients.

Keywords Pancreatic cancer - Dasatinib - Nanomedicine - LYN - Gold nanoparticles
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HPLC High-performance liquid
chromatography

IR Infrared

NaCit Sodium citrate dihydrate

PBS Phosphate-buffered saline

PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma

PDGFR Platelet-derived growth factor
receptor-f and -«

Pen/strep Penicillin—streptomycin

PNI Perineural invading

PVA Poly(vinyl alcohol)

SFKs Src family kinases

Src Sarcoma

TEM Transmission electron microscopy

TGA Thermogravimetric analysis

UvV-VIS Ultraviolet—visible

Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most
malignant and difficult-to-treat types of cancer, with insuf-
ficient clinically beneficial treatment options available lead-
ing to a low 3-year patient survival rate of just 10% [1-3].
Various preclinical studies revealed the oncogenic roles of
the Src (sarcoma) kinetome, a family of proteins that take on
key roles in intracellular signal transductions in a plethora
of cellular processes [4] during pancreatic malformation of
tumor progression [5—7]. Dasatinib (DASA) is a pharmaco-
logical pan-Src inhibitor approved for standard clinical use
in treating patients with blood cancers [8, 9]. Chemically,
DASA is defined as N-(2-chloro-6-methylphenyl)-2-((6-(4-
(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-2-methylpyrimidin-4-yl)
amino)thiazole-5-carboxamide (Supplementary Fig. S1A).

Nanocarrier systems, particularly gold nanoparticles
(AuNPs) have many advantages for biomedical applications
based on their attractive biological and chemical proper-
ties, especially in imaging, diagnostic, and therapeutic
cancer treatments. They are biocompatible, inert, have low
toxicity, and useful optical properties. AuNPs are readily
fabricated and structure, size, shape, and surface properties
can be varied and controlled based on the synthesis condi-
tions. The surface of AuNPs can be modified with different
ligands or polymers so that the solubility and stability can
be increased and their interaction with the biological envi-
ronment can be regulated. A large molar amount of drug
molecules can be loaded onto the AuNPs because of their
high surface-to-volume ratio. Due to their unique proper-
ties, these systems are particularly suitable for drug delivery
[10-14]. As a drug delivery system, they can improve the
bioavailability of the drug, its solubility and stability, elon-
gate the circulation time and effect, induce controlled drug
release, and increase specificity by penetrating the cells to
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facilitate cellular internalization and permeation into con-
nective tissue. The latter facilitates the selective delivery of
drugs to the target tissue. AuNPs also have an enhanced per-
meability and retention (EPR) effect. The EPR effect allows
AuNPs to accumulate in tumors due to the leaky blood ves-
sels of tumor tissue, enabling targeted delivery without tar-
geted ligands. Tumors require a large amount of nutrients
due to their rapid cell division, which creates larger pores
between the endothelial cells and increases the permeability
of the tissue. Due to the large cell openings, which can be
up to 600-800 nm in size, the AuNPs which have a smaller
size than the cell opening, accumulate in the tumor tissue,
while the healthy tissue is spared |15, 16]. Internal stimuli
such as pH or external stimuli such as heat or light can then
induce and enhance the drug release [17]. When drugs are
administered without nanoscale systems, the drug diffuses
throughout the body, which can also affect healthy tissue,
Without targeted administration in the form of AuNPs, only
a small amount of the drug reaches the tumeor tissue [18].

The loading of AuNPs with drugs is possible via two dif-
ferent approaches: non-covalent and covalent interactions.
The advantage of the non-covalent interaction is that the
structure of the approved drug remains unchanged. AuNP-
drug conjugates can be used to study cancer therapeutics
[12].

Clinical trials have investigated the therapeutic potential
of DASA for the treatment of PDAC in various settings.
However, a significant clinical benefit associated with
this treatment was not detected. In a monocenter, phase II
trial, DASA monotherapy for treating chemotherapy naive
patients suffering from metastatic PDAC was not able to
improve the clinical course of patients [19]. The addition of
DASA to clinical standard of care chemotherapy of locally
advanced PDAC could not improve the patient's clinical
course {(NCTO01395017 as assessed via www.clinicaltrials.
gov in December 2023). Other trials that include DASA as
part of a poly chemo-combination treatment for preventing
the emergence of therapy resistance in PDAC did not show
significant improvements for the patient's course [20] or are
still ongoing with no results posted (i.e. NCT04164069,
NCTO1660971 as assessed via www.clinicaltrials.gov in
December 2023). The disappointing outcomes of the human
studies urgently call for developing next-generation DASA-
based drugs. To do so, we designed a facile strategy (o syn-
thesize AuNPs stabilized with the biocompatible polymer
poly(vinyl alcohol) (PVA) and with DASA embedded into
the polymer shell surrounding the AuNP (Supplementary
Fig. S1B). We have deposited the drug non-covalently onto
the AuUNP@PVA particle. This has the advantage of not
altering the chemical structure of the drug, thus keeping
the approved drug unchanged. We tested the augmented
anti-cancer potential of the DASA nanodrug relative to
naive DASA by comparative quantification of diminishing
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cell proliferation of PDAC cell lines. Moreover, we used
large-scale molecular data from clinical sample datasets to
benchmark previously described Src kinetome dysregula-
tion on the transcriptome level. We identified a predictive
mRNA marker for tumor malignancy and for DASA treat-
ment resistance. For a possible better future understanding
of the disease, we also provide indicative mRNA data for
the possible involvement of Src kinases in PDAC patients
with risk factor manifestation, including diabetes mellitus.

Materials and methods
Details about used materials

Potassium tetrachloridoaurate(IlT) (KAuCl,; Cat. 334545),
poly(vinyl alcohol) (PVA; Cat. 81381) M, ~ 31,000 g/
mol and fluorescein isothiocyanate (FITC; Cat. 46950)
were purchased from Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany.
Sodium citrate dihydrate (NaCit; Cat. 364905) was obtained
from J.T. Baker Chemicals, Schwerte, Germany, and dasat-
inib (DASA; Sprycel; Cat. BD35158) from BLD Pharmat-
ech GmbH, Kaiserslautern, Germany. Ethanol (Cat. 32221)
and methanol {(Cat. 32213) with p.a. purity were received
from Merck, Darmstadt, Germany. Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM, Cat. 11965092} with high D-glu-
cose (4.5 g/L), fetal bovine serum (FBS, Ref. 10270-106),
penicillin—streptomycin (Pen/Strep, Cat. 15140122), 0.05%
trypsin (Cat. 25300054} and sodium pyruvate (100 mM,
Cat.11360070) were purchased from Gibco™, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Germany. The CellTiter-Glo
2.0 (Cat. G9242) cell viability glo kit was obtained from
Promega. Hoechst 33342 (Cat Nr, 62249) was purchased
from Thermo Scientific and the Dako fluorescence mount-
ing medium (Cat Nr. $302380-2) was from Agilent Tech-
nologies. T75 cell culture flasks (Ref. 83.3911.002) were
from SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, Germany,
and BRAND 96 flat white (Ref. 781970} well plates from
BRAND GmbH + KO KG, Wertheim, Germany. All pur-
chased materials were used without further purification. For
the AuNPs synthesis, ultrapure water was used.

Methods for nanoparticle characterization

Dynamic light scattering (DLS): Hydrodynamic diameters
were measured with a Malvern Nano S Zetasizer with a
HeNe laser at a wavelength of 633 nm. Ultraviolet—visible
(UV-VIS): Spectra were recorded on a P9 double-beam
spectrophotometer from VWR. Infrared (IR): Spectra were
measured with a Bruker TENSOR 37 spectrometer between
550 and 4000 cm ™' with ATR technique (diamond ¢rystal).
Transmission electron microscopy (TEM): Images were
recorded with a JEOL JEM-2100Plus electron microscope

at an accelerating voltage of 200 kV with a Matataki Flash
camera. The size of the AuNPs was measured with a Gatan-
Digital Micrograph software and over 200 particles were
counted for the size distribution. Each AuNP suspension
was diluted in the same solvent in which the particles were
already dispersed and 10 pL of this diluted dispersion was
dropped onto a 200 um carbon-coated copper grid from
Electron Microscopy Sciences (Munich, Germany). The
grid with the dispersion was dried in air under ambient con-
ditions. Thermogravimetric analysis (TGA): The mass loss
versus temperature was investigated on a Netzsch TG209
F3 Tarsus, Netzsch, Selb, Germany under a nitrogen atmos-
phere up to 1000 °C at a heating rate of 5 K min™'. Zeta
potential: The surface charge of the AuNPs was determined
with the Zetasizer Nano ZS from Malvern Panalytical. High-
performance liquid chromatography (HPLC): The Shimadzu
LC 20AT instrument with an SPD-M20A UV-Vis detector
and a Luna C18(2) (250 x 4.60 mm, 5 microns) column from
Phenomenex® were used for the quantification of the DASA
concentration in the solutions. All solutions were degassed
with ultrasonication (Bandelin Senorex, Berlin, Germany)
before use and the samples were filtered through a 0.2 pm
Millex filter (Millipore). The mobile phase was metha-
nol—water (82:18, v/v) and had a flow-rate of T mL min~' at
ambient temperature. The injection volume was 20 uL and
the detection wavelength was 322 nm.

Synthesis of poly(vinyl alcohol) stabilized gold
nanoparticles (AuNP@PVA)

The amount of 20 mg (52.9 pmol) of KAuCl, and 133 mg
(4.3 pmol) of PVA were dissolved in 200 mL of ultrapure
water and the sclution was heated to 90 °C under stirring,
At 90 °C, 29 mg (98.6 pmol) of sodium citrate dihydrate
(NaCit) was added and the solution was continued to stir
for 30 min. The color changed from light yellow to dark
red. From the dispersion, 5 mL were centrifuged, the super-
natant was separated by decantation and discarded and the
AuNP@PVA precipitate was resuspended in 5 mL of etha-
nol. The estimated number of functionalized gold nanopar-
ticles AUNP@PVA per 5 mL batch is 3.5-10%, alternatively
7-10"/mL.

Loading of DASA on gold nanoparticles (AuNP@
PVA-DASA)

DASA was dissolved in ethanol to get a stock solution con-
centration of 1 g/L. The volume of 0.8 mL of this solu-
tion (8-107* 2, 1.64-107% mmol) was added to 5 mL of the
ethanolic AuUNP@PVA dispersion during stirring. The com-
bined mixture was heated to 40 °C for 30 min and stirred for
another 72 h at ambient temperature. The chemical struc-
ture of DASA and a pictorial presentation of the schematic
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synthetic route to the AuNP@PVA-DASA conjugate can be
found in Supplementary Fig. S1.

Synthesis of fluorescent-labelled AuNP@PVA
(AuNP@PVA-FITC)

A FITC stock solution with a concentration of c=1 g/L. was
prepared in dimethyl sulfoxide (DMSQ). The volume of
8 mL (8-107 g, 21 pmol) from this stock solution was added
to 50 mL of the previously prepared aqueous AuUNP@PVA
dispersion (giving an estimated number of functionalized
gold nanoparticles AuUNP@PVA of 35-10'%/58 mL). The
mixture was stirred for 8 h at room temperature and then dia-
lyzed with a 3.5 kDa Spectra/Por®membrane against phos-
phate-buffered saline (PBS) for 24 h. AuUNP@PVA-FITC
was centrifuged and redispersed in 58 mL of Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM) (with 6-10'> AUNP@PVA
nanoparticles per mL).

Cell culture

PANC-1, AsPC1, and COLO357 were provided by Mr. Uwe
Knippschild, General and Visceral Surgery, University Hos-
pital Ulm. The cells were cultured into DMEM with 10%
FCS, 1% Pen/Strep, and 1% sodium pyruvate. In a T75 cell
culture flask, the cells were cultured adherently to 80% con-
fluency while changing the media every 3 days. As they were
80% confluent, 0.05% trypsin was used to dissociate the cells
and pass them,

For a further quality control factor, STR profiling was
performed and cross-checked to ensure the authenticity of
the cell lines (Supplementary Table S1). After the third pas-
sage following thawing from cryovials, the cells were ready
for the experiment. The cells were weekly tested for the
absence of mycoplasma in the culture using DreamTaq™
Green PCR Master Mix (2X) from Thermo Scientific, prim-
ers (GPO-3_REV 5-GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA
CCC T-3', MGSO_FOR 5"-TGC ACC ATC TGT CAC TCT
GTT AAC CTC-3') purchased from Microsynth, derived
from a conserved region in the 16S rRNA gene of mollicutes
(mycoplasma) and mycoplasma DNA as positive control.

Growth inhibition and cell viability assay

The cells were counted using a trypan blue exclusion assay.
After that, the cells were plated on the 96 well plate at 2000
cells in each well with 100 pL of cell culture media. After
24 h of initial settlement time, the normal culture media was
replaced with media containing the different treatment types.
The ATP consumption at defined time points was quantified
by the commercial reporter kit CellTiter-Glo 2.0 according
to the instructions of the manufacturer, The measurements
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were done on a SPARK 20 M microplate reader (Tecan,
Austria).

Fluorescent microscopy

The fluorescent-labeled gold nanoparticles AUNP@PVA-
FITC were resuspended with 58 mL of culture media. The
number of 50,000 cells was seeded at a 24 well plate with
coverslips inside and AuNP@PVA-FITC was added to the
wells after 48 h, till the cells settled completely. A volume of
50 pL of the AuNP@PVA-FITC solution was resuspended
to 500 pL of the culture medium, providing 3-10™ AuNPs
per well plate. After 36 h of incubation, the culture medium
with AUNP@PVA-FITC was aspirated and washed with
PBS twice, followed by 15 min of fixation with ice-cold
70% methanol. After washing out methanol twice with PBS,
a Hoechst 33342 solution was used to counterstain at 1 pg/
mlL, suspended to PBS. After 10 min of incubation, residues
were eliminated by rinsing the cells twice. The coverslips
were mounted on a slide using a Dako fluorescence mount-
ing medium. Zeiss Axio Observer 7 inverted microscope
was used to analyze the slides with the software Zen Blue.
Further image processing was performed using Fiji [21].

Bioinformatics

RNA sequencing data and clinical data were downloaded
from the TCGA database (https://portal.gdc.cancer.gov/,
July 2023). For analyzing the perineural invasion (PNI) rel-
evance we downloaded the data from GSE102238 featuring
n=28 PDAC samples with PNI and n=22 PDAC samples
without PNI. We evaluated Src related genes expression in
dependency of different clinical pathological conditions.
These include T staging (indicating tumor size and discrim-
inating neoplasms that expand to extrapancreatic lesions)
[22], perineural invasion (PNI) status [23], AJCC staging
[24] and the histo-morphological-based definition of tumor
grade [25] and in the context of microenvironmental fac-
tors such as patients” risk behavior including alcohol use or
smoking or in connection of underlying disease condition
of diabetes. We downloaded RNAseq data from the GEO
database with the number code GSE160434 and selected
three cell lines (PANCI, ASPCI, and COLO357) and the
related Src genes expression matrix. We used the R-package-
gaplot to show the Src-related genes expression in different
cell lines.

Statistics

The two-way ANOVA for repeated measurement was per-
formed to analyze the data for the in vitro drug sensitiv-
ity assay with treatment time and treatment condition as
independent variables and consecutive days as repeated
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measures. Furthermore, post hoc comparisons for statisti-
cally significant datasets were conducted and all calcula-
tions were conducted in GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware, Inc., version 10). We used the Kruskal-Wallis H
test for all Stc kinase family members (SRC, LYN, FYN,
LCK, HCK, FGR, BLK) in the clinic factor group and then
the Wilcoxon test was performed to analyze the difference
between each gene. The log-rank test was used for survival
analysis between two groups. A p-value of less than 0.05
was defined as statistically significant.

Results

Transcriptional activity of Src kinase family
members in clinical samples identifies clinical
prognostic values,

We performed a comprehensive analysis of Src family
members’ gene expression analysis according to clinical
subtypes of pancreatic cancer and its patients, By using
consensus clinical differentiation of PDAC malignancy,
we identified significant augmentaticn of transcriptional
activity of selected Src members in tumors with higher
malignancy grades, based on three different classification
regimes (Fig. 1A-C and Supplementary Table S2). Inter-
estingly, a risk behavior of the patient, such as alcohol
abuse or smoking, did not induce Src family mRNA acti-
vation, indicating a minor role of those microenvironmen-
tal stimuli in the context of Src (Fig. 1D-F and Supple-
mentary Table S2). To follow this interesting observation,
we split PDAC patient samples into two groups according
to the presence of diabetic comorbidity in a follow-up test
and evaluated the clinical course of patients with high and
low expression of BLK (B lymphocyte kinase). For the
PDAC patients with no diabetes history, no statistical sig-
nificance between high and low expression was observed
(Fig. 2A). However, for the PDAC patients with a diabetes
history, elevated expression of BLK results in a remark-
ably poorer clinical outcome when compared with patients
whose tumors had low expression of BLK, although the
statistical results showed no significance (Fig. 2B).

Recently, the discovery of direct interaction of tumor
cells with nerve cells via synaptic structures or micro/
nano tunnel systems evolved into a new direction of can-
cer research termed ‘cancer neuroscience’ [26] including
in pancreatic oncology [27]. Our analysis did not indicate
that PDAC cells” Sre kinase network is involved in these
processes, as we could not identify differences in gene
expression levels according to the neural invasion status
of the tumors (Supplementary Fig. 52).

Nanofunctionalization of DASA

For the immobilization of DASA, gold nanoparticles were
prepared with poly(vinyl alcohol) (PVA) in a one-pot syn-
thesis. PVA serves as a stabilizer to prevent the agglomera-
tion of nanoparticles. PVA is biocompatible and the synthe-
sis is very promising to generate stable AuNPs for in vitro
experiments. The drug deposition onto the AUNP@PVA
composite relies on supramolecular, non-covalent O—H.--O,
N-H---O, and even O-H---Cl hydrogen-bonding interactions
between the amide, amine, hydroxyl and chloro groups in
DASA (cf. Supplementary Fig. S1) and the many alcohol
hydroxyl groups in PVA [28]. The drug could be readily
dissolved in ethanol at a concentration of 1 g/L.. The PVA-
coated gold nanoparticles (AuNP@PVA) were suspended
in ethanol before DASA addition. To ensure that the solvent
ethanol and the drug DASA did not affect the stability of the
AuNPs, TEM images were taken to investigate the stability.
The size and morphology of the AuNPs were determined
to be unchanged when dispersing them in ethanol instead
of water. The TEM images in Fig. 3 also show the distribu-
tion of the AuNPs before and after loading with DASA. A
spherical shape without agglomeration can be observed in
all three images (A—C) and the average size of the AuNPs
is 9+ 2 nm. From the contrast and the decomposition of
organic matter in the energy of the 200 kV electron beam,
the TEM images and histograms depict only the AuNPs and
not the PVA shell.

Dynamic light scattering (DLS) was measured to deter-
mine the hydredynamic diameter, the width of the particle
distribution, and the polydispersity index (PDI) of AuNP@
PVA. The size distribution from DLS is shown in Fig. 41.
The medium hydrodynamic diameter of the AuUNP@PVA
sample in water was 15 nm and the PDI was 0.23 (Fig. 41a).
By changing the sclvent from water to ethanol, the medium
hydrodynamic diameter of AuUNP@PVA in ethanol increased
to 19 nm with a PDI of 0.25 (Fig. 4Ib). After loading with
the drug, AuNP@PVA-DASA in ethanol had a hydrody-
namic diameter of 19 nm and the PDI was (.36 (Fig. 4lc).

Ultraviolet—visible spectroscopy (UV—VIS) analysis in
Fig. 411 displays the characteristic absorption maximum
of DASA., AuUNP@PVA in water, ethanol, and of AuNP@
PVA-DASA in ethanol. The samples AuUNP@PVA in water
and ethanol have an absorbance maximum of 527 nm due to
the surface plasmon resonance of AuNPs. Compared to the
AuNP@PVA samples, AUNP@PVA-DASA shows in addi-
tion to the absorption band of AuNPs at 527 nm, the absorp-
tion maximum of DASA at 322 nm [29] which confirms the
loading of AuUNP@PVA with DASA.

IR spectra were measured with the dry samples to further
verify the DASA loading through its characteristic bands in
the sample AUNP@PVA-DASA in cthanol. The spectrum
of AUNP@PVA-DASA in ethanol displays the signals for
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Fig.1 The expression of Src kinase family members (SRC, LYN,
FYN, LCK, HCK, FGR, BLK) genes in the clinical factor {T stage,
AJCC stage, grade, alcohol, diabetes, and smoking). The Kruskal—
Wallis H test was applied to all members of the Src kinase family
within cach clinic factor, followed by the Wilcoxon test to cvaluate
differences between individual genes and p<0.05 was defined as
statistically significant. A umor (T) staging according (o the lumor,

the OH group (3467 cm ™) and the NH group (3193 cm'),
C=0 (1618 cm™") from the amide bond, C=N (1575 cm™")
and C=C (1508 cm™!) also seen in the spectrum in DASA
(Fig. 411T1).

To determine the surface charge of the particles, the zeta
potential was determined. The composite AUNP@PVA
in water had a zeta potential of —20 mV and in ethanol,
the zeta potential was — 12 mV. After addition of the drug,
the AuUNP@PVA-DASA sample in ethanol assumed a zeta
potential of — 14 mV, which is close to the zeta potential of
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node and metastasis (TNM) system with T1/2 stages in blue, and
T3/4 stages in red. B American Joint Committee of Cancer Staging
(AJCC) system with low stage I in blue, and high stages TI-IV in red.
C Histopathological-based grading of tumor with grade 1 in blue and
high grades 2—4 in red or in dependency of manifestation of risk fac-
tors (D: alcohol abuse, E: diabetes disease status, F: smoking)

AuNP@PVA in ethanol, as would be expected for the addi-
tion of neutral DASA molecules into the PVA shell [30, 31].

From thermogravimetric analysis (TGA), the stability
of the AuUNP@PVA-DASA in ethanol sample up to 210 °C
could be determined (Supplementary Fig. $3).

Quantification of drug loading

After stirring AuNP@PVA for 72 h in the DASA solu-
tion (V =15.8 mL) with a concentration of 0.1379 g/L, the
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samples were centrifuged, hence the AUNP@PVA-DASA N My 35.10!6
particles separated from the supernatant DASA solution, AP g )

and the DASA concentration in the supernatant was quan-
tified to 0.1246 g/L. using a standard calibration curve of
the HPLC (Supplementary Figs. S4 and §5).

From the molar amount of DASA before and after
the loading of the AuUNP@PVA composite, the molar
amount of DASA on the nanoparticles can be calculated
(Mpagsa =488 g/L) (Eq. 1). The molar difference was
1.57-107 mol.

CDASAbefore—after © vV

P = =1.57 - 10 mol (1)

Mpasa

With the following Eqgs. (2)-(6) the average amount of
DASA on a single AuUNP@PVA particle is calculated.

At first, the average volume of a single AuNP, V, \p
can be calculated with Eq. (2). The radius was determined
by TEM (r=4.5 nm).

4 4

VAuNP = % YT NP

= 382 nm’ 2)
The average mass of a single AuNP, m, p is calculated

by Eq. (3} with the specific density of Au (p,,=19.32 g/
3

cm’).

Maunp = Pay Vaunp = 1.38 - 10718.% (3)

Assuming a 100% conversion of KAuCl, (20 mg, con-
taining m=10.53 mg Au) to AuNPs in 200 mL of water,
from which 5 mL batches were taken for the DASA load-
ing, the number of AuNPs, N, p in the 5 mL dispersion
can be determined (Eq. 4). The 5 mL dispersion contains
m,,=0.26 mg.

From the molar uptake amount of DASA of
Npasa = 1.57-107" mol and the Avogadro constant
(N, =6.022 - 10% mol ') the number of DASA molecules,
Npaga taken up by the AUNP@PVA composite can be cal-
culated using Eq. (5).

Npasa = Ppaga - Ny = 9.46 - 1010 (5

Dividing the number of loaded DASA molecules, Npyaqa
by the number of AuNPs, N, vp then yields the average
number of DASA molecules per AUNP@PVA particle,

NAwDASA (Eq 6)

N, DASA

Nau-pasa = =27 (6)

Nguwp
Thus, on average 2.7 DASA molecules are loaded on a
single AuUNP@PVA particle.

Stability tests

For the cell experiments, the cells were incubated with the
AuNP@PVA-DASA conjugate for 4 days. To determine the
stability of the AUNP@PVA-DASA conjugate during the
cell experiments, the DASA-loaded gold-PVA nanoparti-
cles were dispersed in the cell medium DMEM for 4 days at
37 °C and analyzed by HPLC, TEM, and DLS.

For comparison, the stability of AUNP@PVA-DASA was
also analyzed in ethanol over 4 days at 37 °C, the solvent
in which the AUNP@PVA-DASA conjugate was initially
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synthesized, to see if the change of solvent had an effect on
the stability of the AUNP@PVA-DASA.

The TEM images and the distribution of AuNPs
are shown in Supplementary Fig. S6. All images show
unchanged spherical AuNPs without agglomeration over
the time of 4 days, both in ethanol and in the cell-culture
medium DMEM. Thus, AuNPs remained stable over 4 days
in both solvent media with an average size of 9 +2 nm.

The development of the size distribution from dynamic
light scattering of the AUNP@PVA and AuNP@PVA-
DASA samples over time is shown in Supplementary
Fig. S7. After DASA loading, the AuNP@PVA-DASA
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conjugate showed a size of 19 nm in ethanol (cf. Fig.4
above}. The average hydrodynamic diameter of AuNP@
PVA in DMEM is 26 nm with a PDI of 0.28. Changing
the solvent from ethanol to DMEM increases the hydrody-
namic diameter to 68 nm with a PDI of 0.87. After 1 day
the AUNP@PVA-DASA conjugate had a hydrodynamic
diameter of 197 nm with a PDI of 1, after 2 days a diam-
eter of 256 nm with a PDI of .73, after 3 days a diameter
of 794 nm with a PDI of 0.43 and after 4 days a diameter
of 790 nm with a PDI of 0.52. The increasc in the hydro-
dynamic diameter can be attributed to the swelling of the
polymer under physiological conditions.
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The development of the hydrodynamic diameter over
time of AUNP@PVA-DASA in ethanol is shown in Supple-
mentary Fig. S8. Here the hydrodynamic diameter increases
after 1 day from 19 nm (cf. Fig. 4) to 89 nm with a PDI of
0.25. After 2 days the AUNP@PVA-DASA conjugate has
a hydrodynamic diameter of 248 nm with a PDI of 1, after
3 days a diameter of 286 nm with a PDT of 1 and after 4 days
a diameter of 410 nm with a PDI of 0.58. Thus, by changing
the solvent from ethanol to DMEM a higher hydrodynamic
diameter can be observed.

In addition to the morphological stability, the DASA
loading on the AuNPs in DMEM at 37 °C was also investi-
gated over 4 days. For this purpose, the AUNP@PVA-DASA
conjugate was resuspended in DMEM and the supernatant
was measured daily by HPLC. The amount of DASA in the
supernatant was used to determine the remaining DASA
loading on the AuNPs. It was shown that 50% of the loaded
DASA quantity was still adsorbed on the AuNPs after 1 day.
After 2 days there was still about 20% of the initial DASA
on the AuUNP@PVA composite and after three days there
was still about 1%. After four days, no DASA could be
detected anymore in the supernatant, as the residual amount
of AuNP@PVA which could be brought into solution was
below the detection limit of 0.6x 107 AUL
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In vitro drug sensitivity test results

Following the characterization of the gold nanoparticle
samples, the study proceeded to conduct in vitro experi-
ments using AUNP@PVA-DASA in ethanol on three dif-
ferent PDAC cell lines. Notably, this study marks the first
report of using AuNP conjugates with DASA for medical
purposes specifically targeting PDAC. In Supplementary
Fig. S9, exemplary microscopy images of the PANCI,
AsPC1, and COLO357 cell lines are visualized. As indi-
cated in the legend, cells were subjected to various treat-
ments including AUNP@PVA in ethanol, AuNP@PVA-
DASA in ethanol, naive DASA, and control groups for a
duration of 96 h. F, df, and exact p values for each in vitro
drug sensitivity assay are documented in Supplementary
Table S3. Figure 5 presents the quantitative data regarding
the impact of the different treatment conditions on cellular
growth revealing more therapy sensitivity in COLQ357 as
compared to other disease models. Overall, our nanomedi-
cine approach was not able to increase the anti-growth
effect of DASA, however, various follow-up studies are
needed to verifly if this is due to the inability to augment
the bioavailability of the drug in the target cells.
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Transcriptional activation of Src kinase family
members in therapy-resistant vs therapy sensitive
cell models

We tested the gene expression levels of Src family members
on the used cell models using publicly available RNAseq data.
Strikingly, the sensitive cell model COLO357 has significant
upregulation of LYN, which was the only significant upreg-
ulated Src family member as compared to all resistant cell
models (Fig. 6).
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Discussion

By using a variety of computational assessments on large-
scale genome datasets, our work supports the clinical rel-
evance of Src kinase pathways networks for the diagnosis
of pancreatic cancer progression. Our analysis of survival
data enforces the activation of the Sr¢ kinome as a promis-
ing therapeutic target and indicates that the family member
BLK might be involved in the development of PDAC in
diabetic patients. To overcome the high levels of therapy
resistance of pancreatic cancer to the DASA, a clinical
Src inhibiter, a development of nanoparticle-based deliv-
ery platform was developed. Functional validation of our
nanodrug in cancer cell lines suggests that the Src member
LYN plays a pivotal role in mediating the resistance to
DASA no matter in nai've or in nanoparticle system.

The dysregulation of the Src kinases network is a main
driver of tumorigeneses and the development of signal-
ing inhibiting strategies is the center of a variety of drug
development projects [6]. Src signaling is thought to sup-
port the notoriously high therapy resistance properties of
PDAC and experimental work not only shows that inhib-
iting Src in PDAC is feasible [32], but also potentiates
the effect of standard of care chemotherapy [33]. To date
DASA is the only clinically approved Src kinase inhibitor
used for the treatment of patients with blood cancers [8, 9].
Clinical trials investigating the potential of DASA to treat
PDAC, however, have not resulted in promising outcomes
(i.e. [19], NCT01395017, NCT04164069, NCT01660971
as assessed via www.clinicaltrials.gov in December 2023).
Nanoparticle-based delivery of drugs is emerging as a
technologically and clinical feasible strategy to overcome
drug resistance barriers in cancer [34, 35], including for
PDAC [36]. In a continuation of our previous work on
increasing effectivity of an anti-cancer compound to treat
highly chemotherapy resistant cancer stem cells [37, 38],
we deployed our in-house developed gold nanoparticle
platform for the purpose to augment the DASA PDAC cell
killing effect. As a summary of our results, we conclude
that the applied nano-medicine strategy did not deliver
major advantages to the drug performance as compared to
the naive drug. Compared to our previous studies in glio-
blastoma, in this project we relied on classical monolayer
cell models as test matrix for the nanoparticle system, as
compared to 3D models. It is well known that 3D models
are pathophysiological more suitable in vitro cancer mod-
els, usually featuring higher therapy resistance levels as
their isogenic 2D counterparts [39, 40]. In contrast to our
studies on glioblastoma, the cellular uptake of the current
version of DASA gold nanoparticles is low with only mod-
erate intracellular signal of the fluorescence dye labeled
particles detectable after prolonged exposure time (up to

24 h, Supplementary Fig. S10). To narrow down the influ-
ence of the chemical modification applied in this project
on the overall uptake properties of the particles, it would
be interesting to compare the cellular uptake of our parti-
cles between the two diseases as well as between the two
culture conditions of same cell line. Moreover, for follow-
up projects, some relevant chemical aspects on the drug
modification shall be considered that may improve the
DASA uptake in PDAC cells: The cell uptake of AuNPs
depends on their size. Most AulNPs cannot reach the tumor
tissue due to their size, as they are either too small or too
large. A nanoparticle size between 10 and 100 nm should
be achieved in order to be able to penetrate the leaky tumor
tissue. The size of the present AuNPs could be too small
for the desired effect of strong penetration, as a result of
which too low a concentration of the drug used reaches the
tumor cells [41]. To do so, the AuNP size can be varied by
changing the ratio of the gold precursor and the reducing
agent NaCit or by exchanging the reducing agent NaCit
with NaBH, [42]. In addition, stability tests were used to
show that the AuNP remain stable under the conditions of
the cell tests and that the DASA loading decreases during
the 4 days.

Although our data is due to its correlative nature at
most indicative rather than mechanistically explained, our
analysis further supports the previously described impor-
tant roles of Src kinase members as cancer biomarkers.
LYN, as an important member of the SCR family, plays
an important role in the disease progression of pancre-
atic cancer. As the results analyzed by our bioinformatics,
this gene was significantly associated with the pancre-
atic cancer size, AJJCC stage. In addition, we also found
that the sensitive cell model COLO357 has significant
upregulation of LYN. This conclusion is also supported
by previous findings. By using enzymatic activity profil-
ing, Creeden et al. recently identified LYN kinase over
activation in PDAC cell lines and patient tissue samples
[7]. Moreover, LYN kinase emerges as tumor micro envi-
ronmental-derived regulator of cancer progression [43].
Stroma-derived LYN even enhances cancer cell survival
[44], shedding new light on its role as resistance media-
tor for tumor cells under therapy stress. Of note, PDAC
is a tumor type with the highest fraction of stroma, with
reports stating that desmoplastic stroma cells feature up
to 90% of the PDAC parenchyma [45]. Our cell line data
further highlighted the relevance of LYN in PDAC. The
results indicate that high mRNA expression of LYN might
result in increased sensitivity towards DASA. COLO357,
the cell model with the highest LYN activity, is known
to represent a tumor with high Src dependency [46]. Our
results are in line with previous reports on other diseases
proposing a high LYN mRNA activation level as a vital
indicator for drug sensitivity to DASA, such as in lung
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cancer [47] and leukemia [48, 49]. Based on the above
conclusions, we hypothesized that if the efficiency of drug
delivery is increased in PDAC patients with high expres-
sion of LYN, the clinical benefit rate of patients can be
significantly enhanced.

In addition, we also found a very significant upregula-
tion of the Src kinases member BLK in PDAC patients with
diabetes as compared to tumors developed by non-diabetic
patients. Although due to the fact that a low sample size
was analyzed and the result is not statistically significant,
a high BLK expression in PDAC patients with diabetic his-
tory is associated with strongly reduced median overall sur-
vival time of the patients. The manifestation of diabetes is
a mayor risk factor for pancreatic cancer development [50].
Identification of underlying molecular mediators of this risk
factor for PDAC development will be of tremendous impact
for the community. We hypothesize that BLK with AuNP@
PVA-DASA conjugates is an interesting candidate for PDAC
patients with diabetes.

PDAC cases exhibiting neural invasion or inclusion are a
historically well-defined morphological subtype of the dis-
ease with particular bad clinical prognosis associated for
the patient [23, 51]. We also investigated whether there are
risk factors among Src family members that promote the
development of PNI in tumors to provide a basis for the
development of the AUNP@PVA-DASA system targeting
this protein. To the best of our knowledge, we performed
the first analysis to probe for differences in Src activation
in perineural invading (PNI} PDAC vs PDCA that do not
involve neural components as defined by pathology diag-
nostics (non-PNI PDAC). Unfortunately, the results show
that Src signalling seems not to be involved in PNI-driven
biology of PDAC. However, our analysis uses sequencing
data retrieved from bulk samples ignoring intra-tumoral
heterogeneity. It would be interesting to test Src activity in
PDAC cells juxtaposing the nerves and compare to the sig-
nals found in the tumor parenchyma.

In line with results from peptide-based kinome array
profiling that showed increased protein tyrosine kinase
activity in PDAC and suggested LYN and BLK amongst
most promising candidates [7], our work further supports
the importance of LYN and BLK in pancreatic oncology.
Follow-up studies with functional models with genetically
inhibited LYN/BLK, ideally featuring stroma microenvi-
ronment as a culture component, are required to verify our
indicative hypothesis. Moreover, one might transform PDAC
in a druggable type of disease by optimizing DASA delivery
into hard to treat PDAC cells, i.e. via equipping our particle
platform with a targeting moiety to enforce tumor cell sur-
face binding [52], construction of multidrug nanomedicines
[53], developing smart sequential combination treatments or
employing synthetic and/or self-assembling carriers such as
dendrimers [54].
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S1

Supplementary Files legends:

Figure S1: Chemical structure of dasatinib and schematic synthetic route to gold nanoparticle polyvinyl

ethanol (AuNP@PV A) with subsequent deposition of the drug dasatinib.

Figure S2: mRNA levels of Src kinase family members (SRC, LYN, FYN, LCK, HCK, FGR) in PDAC

cases with perineal invasion (PNI) in red as compared to PDAC tumor without PNI manifestation in blue

Figure S3: Thermogravimetric analysis, TGA curve with the decomposition temperatures for DASA
(290 °C, 393 °C), AuNP@PVA-DASA (210 °C, 565 °C) and PVA (280 °C, 434 °C).

Figure S4: HPLC chromatogram of DASA in methanol-water on a Luna C18(2) column.

Figure S5: Calibration curve for the HPLC quantification of DASA.

Figure S6: TEM images and histograms of a) AuNP@PVA in DMEM, b) AuNP@PVA-DASA in DMEM
immediately after the synthesis ("0 day") at room temperature, ¢) AuNP@PVA-DASA in DMEM after 1
day at 37 °C, d) AuUNP@PVA-DASA in DMEM after 2 days at 37 °C, ¢) AuNP@PVA-DASA in DMEM
after 3 days at 37 °C, f) AuUNP@PVA-DASA in DMEM after 4 days at 37 °C, g) AuNP@PVA-DASA in
ethanol after 1 day at 37 °C, h) AuNP@PVA-DASA in ethanol after 2 days at 37 °C, i) AuNP@PVA-
DASA in ethanol after 3 days at 37 °C and j) AuNP@PVA-DASA in ethanol after 4 days at 37 °C with an
average size of the AuNPs of 9 nm with a rounded standard deviation of + 2 nm. The rounded variance (V)
and percentage variation coefficient (%CV) were also calculated: a) V=2, %CV =16 %; b) V=2,
%CV=15%; ¢) V=2, %CV=16%; d) V=1, %CV=13%; e) V=2, %CV=16%; f) V=3,
%CV =18%; g) V=6, %CV =26%; h) V=2, %CV=16%; i) V=2, %CV=16% and j) V=2,
%CV =16 %. For the histograms 200 particles were analyzed for AuNP@PVA in DMEM and
AuNP@PVA-DASA in ethanol and 100 particles were analyzed for AuNP@PVA-DASA in DMEM using

larger areas of the TEM images.

Figure S7: Dynamic light scattering measurements with hydrodynamic diameter of a) AuNP@PVA in
DMEM (26 nm; PDI = 0.28), b) AuUNP@PVA-DASA in DMEM immediately after the synthesis ("0 day")
at room temperature (68 nm; PDI = 0.87) and ¢) AuUNP@PVA-DASA in DMEM after 1 day at 37 °C
(197 nm; PDI = 1.0), d) AuNP@PVA-DASA in DMEM after 2 days at 37 °C (256 nm; PDI = 0.73), e)
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AuNP@PVA-DASA in DMEM after 3 day at 37 °C (794 nm; PDI = 0.43) and f) AuNP@PVA-DASA in
DMEM after 4 days at 37 °C (790 nm; PDI = 0.52).

Figure S8: Dynamic light scattering measurements with hydrodynamic diameter of a) AuNP@PVA-DASA
in ethanol after 1 day at 37 °C (89 nm; PDI = 0.25) and b) AuUNP@PVA-DASA in ethanol after 2 days at
37 °C (248 nm; PDI = 1.0), c) AuNP@PVA-DASA in ethanol after 3 days at 37 °C (286 nm; PDI = 1.0)
and d) AuNP@PVA-DASA in DMEM after 4 days at 37 °C (410 nm; PDI = 0.58).

Figure S9: Microscopy images of PDAC cell lines PANC1, AsPC1 and COLO357, treated with
AuNP@PVA-DASA for 96 h and incubated in normal culture media for further 96 h.

Figure S10: Live cell fluorescence imaging of the three cell lines used in this study after incubation with
FITC-loaded AuNP (for details on used concentration please refer to method section in main manuscript),

counterstain of DNA with Hoechst dye.

Table S1: STR profiles of cell lines used in this study.

Table S2: Levene's test of groups.

Table S3: Statistical values (main effects, interactions and post hoc comparison) for each datasets of Figure

S.

A) 0 K\N/\\/OH B)
N s N
IO A KAUCl,
NTN +
PVA
Na-citrate 5 @ =DASA
=N\\ —— —
- ,{’\or]j AuNP@PVA AUNP@PVA-DASA
J/N\J\ = Poly(vinyl alcohol) (PVA)
. = Gold nanoparticle (AUNP)
. = Dasatinib (DASA)
Figure 1
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a) AUNP@PVA in DMEM Size: 26 nm b) AUNP@PVA-DASA 0 day Size: 68 nm
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Figure 10

Table S1: STR profiles of cell lines used in this study.

T stage
Genes
SRC
LYN
FYN
LCK
HCK
FGR
BLK
AJCC stage
Genes
SRC
LYN
FYN
LCK
HCK

df1

P N . N N N §

df1

[ N . e Y

df2
175
175
175
175
175
175
175

df2
174
174
174
174
174

F

2.8115
3.1744
1.9732
0.41299
0.034463
0.15956
0.26836

F

3.5818
6.2926
0.72021
2.8345
0.044419

w
[=]

Cell Count
3
(=]

5]
o

18.7%

—

L.

1 Total Cells/Hoechst
Positive Cells

o AuNP+FITC Positive
Cells

49.5%

i

33.7%

1.1l

PANC1

AsPC1 COLO357
Cell Line

D

p value
0.0954
0.0765
0.1619
0.5213
0.8529
0.6900
0.6051

p value
0.0601
0.0130
0.3972
0.0941
0.8333
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FGR 1 174 0.22419
BLK 1 174 0.015706
Grade
Genes df1 df2 F
SRC 1 175 5.0169
LYN 1 175 44.373
FYN 1 175 0.74672
LCK 1 175 15.686
HCK 1 175 2.2423
FGR 1 175 2.7506
BLK 1 175 0.51037
Alcohol
Genes df1 df2 F
SRC 1 165 0.18266
LYN 1 165 0.31051
FYN 1 165 0.21091
LCK 1 165 0.1005
HCK 1 165 0.58545
FGR 1 165 0.65942
BLK 1 165 1.2025
Diabetes
Genes df1 df2 F
SRC 1 143 0.044959
LYN 1 143 0.042976
FYN 1 143 0.43907
LCK 1 143 2.2733
HCK 1 143 0.36117
FGR 1 143 0.010412
BLK 1 143 0.5062
Table 2

PANC1 AsPC1 COLO357
D3S1358 17 16 15
D13S317 11 9,12 11
D16S539 11 11 9,12
D18S51 12 18 13

0.6365
0.9004

p value
0.0264
3.39e-10
0.3887
0.0001
0.1361
0.0990
0.4759

p value
0.6697
0.5781
0.6467
0.7516
0.4453
0.4179
0.2744

p value
0.8324
0.8361
0.5086
0.1338
0.5488
0.9189
0.4779
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D2S1338 23,24 22,23 21,24
CSF1PO 10, 12 10, 13 11
THO1 7,8 9.3 7
VWA 15 17 18
D21S11 28 28,30 29,322
D7S820 8,10 12,13 8,10
D5S818 11,13 12 11
TPOX 8, 11 8,10 8
D8S1179 14,15 13, 15 14
D19S433 11,16 14 11,13
FGA 21 24 25
AMEL X X X
Table S3

PANC1

Within each row, compare columns (simple

effects within rows)

Number of families 4

Number of

comparisons per 9
family

Alpha 0.

05

Dunnett's multiple Mean
comparisons test Diff.

Day 0
Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 1000 nM 0
Vehicle Control vs. 0
Dasa+AuNP 500 nM
Vehicle Control vs. 0
Dasa+AuNP 100 nM
Vehicle Control vs. 0
Dasa+AuNP 10 nM
Vehicle Control vs. 0

Dasa+EtOH 1000 nM

95.00% CI| Below
of diff. threshold?

-181151 to
181151

-181151 to
181151

-181151 to
181151

-181151 to
181151

-181151 to
181151

Summary Adjusted P Value

ns

ns

ns

ns

ns

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999
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Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 500 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 100 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 10 nM

Vehicle Control vs.
AuNP

Day 2
Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 1000 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 500 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 100 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 10 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 1000

nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 500 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 100 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 10 nM

o

o

o

112024

110341

89427

3125

104331

Vehicle Control vs. AuNP

Day 4
Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 1000 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 500 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 100 nM
Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 10 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 1000 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 500 nM

-181151 to
181151

-181151 to
181151

-181151 to
181151

-181151 to
181151

-69127 to
293175

-70810 to
291492

-91724 to
270578

-178026 to
184276

-76820 to
285482

83658

55772

-25963

-62504

401245

272629

208679

-21638

264936

180551

No

No

No

No

No

No

No

No

No

-97493 to
264809

-125379 to
236923
-207114 to
155188

-243655 to
118647

220094 to
582396

91478 to
453780
27528 to
389830
-202789 to
159513

83785 to
446087

-599.8 to
361702

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Yes

Yes

Yes

Yes

No

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

0.4337

0.4508

0.6816

>0.9999

0.5145

ns 0.7451

ns 0.9614

ns 0.9998

ns 0.9281

e <0.0001

***0.0007

*0.0161

ns >0.9999

**0.0011

ns 0.0511
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Daset EtOH 100 1M 135354
Vehicle Control vs. AuNP -176229
Day 6

e 92521
Kedbertri
S Coe et
s Conrel e, zsaer
e o 669154
Dasert EtOH 500 A 633571
Vehicle Control vs. 424391
Dasa+EtOH 100 nM 605542
Dasa+cioH 10 M 142829 323050
Xskjigle Control vs. 14669 116965488220 to
Test details Mean 1 Mean 2
Day 0

Vehicle Control vs.

B N 1000y 436068 436068
\ézggileA S,Q’E”%S?M 436068 436068
\ézzgeA Sﬁgtf% ooy 436068 436068
\ézzgeA Sﬁgtf% ", 436068 436068
Vehicle Control vs. 436068 436068

Dasa+EtOH 1000 nM

-45797 to No
316505

-216973 to No
145329

-357380 to No
4922

744060 to Yes
1106362

654862 to Yes
1017164

380530 to Yes
742832

111476 to Yes
473778

488003 to Yes
850305

452420 to Yes
814722

243240 to Yes
No ns

No ns
Mean SE of
Diff. diff.

0 65920
0 65920
0 65920
0 65920
0 65920

ns

ns

ns

*kkk

*kkk

*kkk

*k%

*kkk

*kkk

*kkk

0.1885

>0.9999

0.2355

0.998

0.0603

<0.0001

<0.0001

<0.0001

0.0002

<0.0001

<0.0001
<0.0001

DF

80

80

80

80

80
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Vehicle Control vs.

Dasa+EtOH 500 nM 436068 436068 0 65920 3 3
Vehicle Control vs.

Dasa+EtOH 100 nM 436068 436068 0 65920 3 3
Vehicle Control vs.

Dasa+EtOH 10 nM 436068 436068 0 65920 3 3
Venhicle Control vs. 455060 435068 0 65920 3 3
AuNP

Day 2

Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 1000 nM 777966 665942 112024 65920 3 3
Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 500 nM 777966 667625 110341 65920 3 3
Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 100 nM 777966 688539 89427 65920 3 3
Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 10 nM 777966 774841 3125 65920 3 3
Vehicle Control vs.

Dasa+EtOH 1000 nM 777966 673635 104331 65920 3 3
Vehicle Control vs.

Dasa+EtOH 500 nM 777966 694308 83658 65920 3 3
Vehicle Control vs. 777966 722194 55772 65920 3 3
Dasa+EtOH 100 nM

¥&h|cle Control vs. Dasa+EtOH 10 777966 803929 -25963 65920 3
Vehicle Control vs. AuNP 777966 840470 -62504 65920 3
Day 4

Vehicle Control vs. Dasa+AuNP 1365906 964660 401245 65920 3
1000 nM

¥&h|cle Control vs. Dasa+AuNP 500 1365906 1093277 272629 65920 3
X&hic'e Control vs. Dasa+AuNP 100 4355906 1157226 208679 65920 3
X&hicle Control vs. Dasa+AuNP 10 1365906 1387544 -21638 65920 3
Vehicle Control vs. Dasa+EtOH 4455606 1100970 264936 65920 3
1000 nM

X&hicle Control vs. Dasa+EtOH 500 1365906 1185354 180551 65920 3
Vehicle Control vs. Dasa+EtOH 100 1365906 1230551 135354 65920 3

nM

0 80
0 80
0 80
0 80
1.699 80
1.674 80
1.357 80
0.04741 80
1.583 80
1.269 80
0.846 80
3 0.3938 80
3 0.9482 80
3 6.087 80
3 4.136 80
3 3.166 80
3 0.3282 80
3 4.019 80
3 2739 80
3 2.053 80
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Vehicle Control vs.

nM

Vehicle Control vs.

Day 6

Vehicle Control vs.

1000 nM

Vehicle Control vs.

nM

Vehicle Control vs.

nM

Vehicle Control vs.

nM

Vehicle Control vs.

1000 nM

Vehicle Control vs.

nM

Vehicle Control vs.

nM

Vehicle Control vs.

nM

Vehicle Control vs.

AuNP

AsPC1

Dasa+EtOH 10

1365906
AuNP 1365906
Dasa+AuNP 2443201

Dasa+AuNP 500 2443201

Dasa+AuNP 100 2443201

Dasa+AuNP 10 2443201

Dasa+EtOH 2443201

Dasa+EtOH 500 2443201

Dasa+EtOH 100 2443201

Dasa+EtOH 10 2443201

2443201

Within each row, compare columns
(simple effects within rows)

Number of families

Number of
comparisons per
family

Alpha

4

9

0.05

1401728 -35822

1542135 176229

1517991 925211
1607188 836013
1881520 561681
2150575 292627
1774047 669154
1809630 633571
2018811 424391

2300372 142829
2457870 -14669

65920 3

65920 3

65920 3

65920 3

65920 3

65920 3

65920 3

65920 3

65920 3

65920 3
65920 3

0.5434 80

2.673

14.04

12.68

8.521

4.439

10.15

9.611

6.438

2.167

80

80

80

80

80

80

80

80

80

0.2225 80
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Dunnett's multiple
comparisons test Diff.

Day 0

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 1000 0
nM

Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 500 nM 0
Vehicle Control vs. 0
Dasa+AuNP 100 nM
Vehicle Control vs. 0
Dasa+AuNP 10 nM
Vehicle Control vs. 0
Dasa+EtOH 1000 nM
Vehicle Control vs. 0
Dasa+EtOH 500 nM
Vehicle Control vs. 0
Dasa+EtOH 100 nM
Vehicle Control vs. 0
Dasa+EtOH 10 nM
Vehicle Control vs. 0
AuNP

Day 2

Vehicle Control vs. 29809

Dasa+AuNP 1000 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 500 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 100 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+AuNP 10 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 1000 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 500 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 100 nM

Vehicle Control vs.
Dasa+EtOH 10 nM

Vehicle Control vs. AuNP

Mean

95.00% ClI
of diff.

-159736 to
159736

-1569736 to
159736

-159736 to
159736

-159736 to
159736

-159736 to
159736

-159736 to
159736

-159736 to
159736

-159736 to
159736

-159736 to
159736

-129927 to

79090

-72360

-32934

43992

-9135

-67792

961.7

13702

Below
threshold?

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No
189545

-80646 to
238826

-232096 to
87376

-192670 to
126802

-115744 to
203728

-168871 to
150601

-227528 to
91944

-158774 to
160698

-146034 to
173438

Summary Adjusted P Value

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

No

No

No

No

No

No

No

No

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

>0.9999

0.998

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

7
0.6786

0.762

0.9972

0.9802

>0.9999

0.8145

>0.9999

>0.9999
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Day 4
Vehicle Control vs.

Dasa+AuNP 1000 nM 612594
s Contel ey sos2IT
e o doser
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3.2. Solvent-dependent stabilization of gold nanoparticles: A
comparative study on polymers and the influence of their molecular

weight in water and ethanol

Marilyn Kaul, Rolf Lennart Vanselow, Ahmed Y. Sanin, UIf D. Kahlert, Christoph Janiak
Chemistry 2025, 7, 159. DOI: 10.3390/chemistry7050159.
Kurzfassung:

Goldnanopartikel (AuNP) finden in den Lebenswissenschaften zunehmend Beachtung,
insbesondere aufgrund ihrer vielseitigen physikalisch-chemischen Eigenschaften, wobei ihre
kolloidale Stabilitdt in Wasser und organischen Ldsungsmitteln von entscheidender Bedeutung
ist. In dieser Studie wurde ein systematischer Vergleich verschiedener Polymere,
Synthesemethoden und Lésungsmittel durchgefuhrt. Die AuNP wurden unter Verwendung der
Ligandenaustauschreaktion bzw. der postsynthetischen Additionsreaktion (PAR) und der
Eintopfsynthese mit den Polymeren Poly(vinylalkohol) (PVA), Poly(ethylenglykol) (PEG),
Poly(vinylpyrrolidon) (PVP) und Poly(acrylsaure) (PAA) mit jeweils unterschiedlichen molaren
Gewichtsmitteln  synthetisiert. Die Analyse der AuNP@Polymer-Konjugate mittels
Transmissionselektronenmikroskopie  (TEM) ergab im  Wesentlichen unveranderte
Goldnanopartikel-KerngréRen von 11-18 bzw. 11-19nm in Wasser und Ethanol. Der
hydrodynamische Durchmesser aus der dynamischen Lichtstreuung (DLS) liegt weitgehend im
Bereich von 20 bis 70 nm, und die Ultraviolett-sichtbare (UV-Vis) Spektroskopie zeigte fur die
meisten Proben bei beiden Synthesemethoden und Ldsungsmitteln ein Maximum der
Goldplasmonresonanzbandbreite zwischen 517 und 531 nm. Das Polymer PVA zeigte bei beiden
Synthesemethoden die beste kolloidale Stabilitat, sowohl in Wasser als auch nach dem Transfer
in Ethanol. Eine erhdhte Instabilitat in Ethanol konnte nur bei den PEG-beschichteten Proben
festgestellt werden. Bei den Polymeren PVP und PAA hing die Stabilitat starker von der

Kombination aus Synthesemethode, Polymermolekulargewicht und Lésungsmittel ab.
Anteil an der Publikation:

e Ideenfindung, Literaturrecherche und Herstellung von AuNP unter Verwendung
unterschiedlicher ~ Polymere und Synthesemethoden mit  anschlieRender
Charakterisierung, durchgefiihrt mit der Unterstiitzung von Herrn Rolf Lennart Vanselow

im Rahmen seiner Bachelorarbeit.
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Stabilitatstest und Charakterisierung der AUNP@Polymer nach 3 Tagen in Ethanol mit
Hilfe von DLS, UV-Vis und TEM.

Beladung der AuUNP@Polymer mit DASA, sowie dessen Charakterisierung.

Optimierung und Berechnung der Beladung von DASA auf der AuNP@Polymer
Oberflache.

In-vitro Versuche der AUNP@PVA31k-DASA Probe in vier verschiedenen GBM-Zelllinien
(GBM1, BTSC233, NCH421K und JHH520) durch Ahmed Sanin.

Auswertung der Daten, Erstellung von Tabellen, Graphen und Figuren und
Zusammenstellung einer wissenschaftlichen Publikation.

Uberarbeitung der Publikation mit den Co-Autoren, sowie Herrn Prof. Dr. Christoph
Janiak.

Einreichung der Publikation im Verlag MDPI im Journal ,,Chemistry” durch Herrn Prof. Dr.
Christoph Janiak.
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Abstract

Gold nanoparticles (AuNPs) are attracting more and more attention in life sciences, espe-
cially due to their versatile physicochemical properties whereby their collpidal stability in
water and organic solvents is crucial. In this study, a systematic comparison of different
polymers, synthesis methods and solvents was carried out. The AuNPs were synthesized
using the ligand exchange reaction/postsynthetic addition reaction (PAR) and the one-
pot synthesis with the polymers poly(vinyl alcohol) (PVA), poly{ethylene glycol) (FEG),
poly(vinylpyrrolidone) (PVP) and poly(acrylic acid) (PAA), each with different molar
weight averages. Analysis of the AuNP@Polymer conjugates by transmission electron
microscopy (TEM) finds essentially unchanged gold nancparticle core sizes of 11-18 or
11-19 nm in water and ethanol, respectively. The hydrodynamic diameter from dynamic
light scattering (DLS) lies largely in the range from 20 to 70 nm and ultraviolet-visible
spectroscopy (UV-Vis) showed gold plasmon resonance band maxima between 517 and
531 nm over both synthesis methods and solvents for most samples. The polymer PVA
showed the best colloidal stability in both synthesis methods, both in water and after
transfer to ethanol. An increased instability in ethanol could only be noted for the PEG
coated samples. For the polymers PVP and PAA, the stability depended more specifically
on the combination of synthesis method, polymer molecular weight and solvent.

Keywords: gold nanoparticles; nanoparticle synthesis; polymer coating; stability; solvent

1. Introduction

Gold nanoparticles (AuNPs) are becoming increasingly popular due to their unique physi-
cal, chemical and optical properties and are being used more and more frequently in medicine,
sensors, electronics or catalysis [1-3]. The synthesis of AuNPs is simple; they are biocompatible,
air and water stable, the size and shape are easy to vary, they can be formulated with high
solubility in water and they can be loaded with drugs or antibodies [4-7]. Due to their easy
modification, AuNPs represent a versatile platform for a wide range of applications [8-10].
The targeted control of size, shape, monodispersity and surface functionalization of AuNDPs
plays a central role in their successful use in nanomedicine [11].

However, a key challenge and an important prerequisite for the application of AuNPs
is to ensure that they are monodisperse and highly stable, especially when environmental

Chemistry 2025, 7,159
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parameters like the solvent are changed. Therefore, polymers such as poly(vinyl alcohol)
(PVA), poly(ethylene glycol) (PEG), poly(vinylpyrrolidone) (PVP) and poly(acrylic acid)
(PAA) are applied as effective steric and electrostatic stabilizers [11] (Figure 1). The use
of these pelymers represents a promising approach for AuNP stabilization, as they form
a protective shell around the AuNPs, minimizing particle-to-particle interactions and
biofouling and increasing resistance to solvent changes [12-14]. The molecular weight of the
polymers also plays a decisive role, as it significantly influences the density, thickness, and
stability of the polymer shell and thus directly determines the stability of the AuNPs [15,16].

Ligand exchange reaction /
Postsynthetic addition reaction {PAR):

HO Pelymer
KAUCI, + NaCit | ——» JR—
100 °C
AUNP@Cit

AuNP@Polymer

(¢] o)
o} O
NaCit = PEG
-0 o-

3Na*

One-pot method:

OH M 1[ ,N}

KAUCI, +/ NaCit + Polymer ——»

80°C Molecular weights (M, }:
PVA: M,, = 13k; 31k; 85k; 146k
PEG: M,, = 0.4k; 4k; 10k
PVP: M,, = 3.5k; 8k; 40k; 360k
AuNP@Ponmer PAA: Mw = 15k: 100k

Figure 1. Schematic illustration of the AuNP synthesis methods and the polymers used for the
AuNP@Polymer conjugates.

PEG is one of the most commonly used biopolymers for the steric stabilization of
AuNDs in nanomedicine, which is also termed PEGylation [17,18]. PEG is thought to form
a protective barrier around the nanoparticles to prevent their agglomeration, increase the
biocompatibility of the AuNPs, prolong their circulaticn time in the blood, and to prevent
them from being marked by the immune system and rapidly degraded [19-22]. According
to reports, high-molecular-weight PEG (5000 Da)-coated AuNPs are more stable than low-
molecular-weight PEG (2000 Da)-coated AuNPs in water [17]. A study has shown that
AuNPs tend to agglomerate easily in the presence of low-molecular-weight PEG, whereas
they remain stable with high-molecular-weight PEG even under extreme conditions, such
as in organic solvent [23].

For certain biomedical applications, it is necessary for AuNPs to remain well-dispersed
and stable in both water and organic solvents, such as ethanol [24]. A loss of stability and the
subsequent associated aggregation usually lead to a loss of function of the AulNPs [25]. For
example, some active pharmaceutical ingredients are only soluble in organic solvents and
for their loading onto the AuNDPs, the latter must be stable in the organic medium [26,27].
The active ingredient can be embedded in the polymer shell through supramolecular interactions
with the polymers, which is advantageous as the chemical structure of the active ingredient
remains unchanged, thus avoiding unexpected or unwanted reactions [11,28].
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Various synthesis methods are often used to produce stabilized AulNPs [29,30], in
particular, the ligand exchange reaction (termed here postsynthetic addition reaction,
PAR) [31-33] and the one-pot method [34-36] (Figure 1). To our knowledge, however,
the two approaches have not yet been systematically compared, especially with regard
to the influence of the synthesis methods on the stability of the AuNPs using different
polymers. A knowledge and comparison of different polymer-based stabilization and
optimized synthesis methods are crucial to prepare stable AuNPs and to avoid unwanted
agglomeration with loss of functionality [24,37]. As mentioned above, there are studies
that have investigated the influence of the molecular weight of individual polymers on the
stability of AuNPs [3,15,38], but there is no systematic comparison of different polymers
with varying molecular weights. This was therefore the subject of cur investigation.

For this purpose, different biocompatible polymers with varying molar weight av-
erages and functional groups were applied to preformed Au-citrate nanoparticles. A
thorough biological validation is outside the scope of this study.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Potassium tetrachloridoaurate(IIl) (KAuCly), PVA M,,~13,000 g/mol, 31,000 g/mol,
85,000 g/mol, 146,000 g/mol, PEG M,,~400 g/mol, PVP M,,~3500 g/mol, 360,000, PAA
M,~15,000 g/mol and 100,000 were ordered from Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany.
PEG M,,~10,000 g/mol and PVP M,;~8000 g/mol were from Across Organics, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Germany. PEG M,, ~4000 g/mol was purchased from JK Chemi-
cals, Vapi, India and PVP My, ~40,000 g/mol was supplied from TCI, Eschborn, Germany.
Sodium citrate dihydrate (NaCit) was from ].T. Baker Chemicals, Schwerte, Germany.
Dasatinib (DASA) was obtained from BLD Pharmatech GmbH, Kaiserslautern, Germany.
Ethanol with p.a. purity was obtained from Merck, Darmstadt, Germany.

Serum-free Dulbecco’s modified Eagle medium and 30% F12 medium (DMEM/F12,
Cat. Nr. 12634-028), B27 (Cat. Nr. 17504-044), GlutaM AX™ Supplement (Cat. Nr. 35050061),
penicillin—streptomycin {Pen/Strep, Cat. 15140122) were purchased from Gibco'™, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Germany. Human fibroblast growth factor-basic (FGF-2/bFGF,
Cat. Nr. 100/18B), human epidermal growth factor (EGF, Cat. Nr. AF-100-15) were pur-
chased from PeproTech®, Gibco™, ThermcFisher Scientific, Schwerte, Germany. Heparin
(Cat. Nr. 194110) was procured from MP Biomed, Solon, OH, USA. The CellTiter-Glo 2.0
(Cat. (39242) cell viability glo kit was obtained from Promega, Madison, WI, USA.

All materials were commercially available and were used without further purification.
Ultrapure water obtained from an Arium Mini® system from Sartorius (Sartorius AG,
Gottingen, Germany) was used for the AuNPs synthesis.

2.2. Characterization Methods

Centrifuge: The samples were centrifuge using the Sigma 3-30KHS from Sigma
Laborzentrifugen GmbH (Sigma, Osterode am Harz, Germany). All centrifugation steps
were performed at the specified parameters of the relative centrifugal force of 10464 g, a
time of 20 min, at a temperature of 4 °C, where g corresponds to the Earth’s gravitational
force. The relative centrifugal force (rcf) indicates the force acting on the sample as a
multiple of the force of gravity.

Transmission electron microscopy (TEM): TEM images were recorded with a JEOL JEM-
2100P1us electron microscope (JEOL, Tokyo, Japan) at an accelerating voltage of 200 kV
with a Matataki Flash camera. The size of the AuNDPs were measured with a GatanDig-
ital Micrograph software (version 3.61) and over 200 particles were counted for the size
distribution. Each AuNP solution was diluted by adding 20 uL of the AuNP sample to
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either 80 pL of water, for the water samples, or 80 pL of ethanol, for the ethanol samples.
10 pL of the diluted dispersion was dropped onto a 200 pm carbon-coated copper grid from
Electron Microscopy Sciences (Munich, Germany). The grid with the solution was dried at
ambient conditions (~20 °C, ~50% relative humidity) and stored at ambient conditions in
closed vials under air until the measurement.

Duynamic light scattering (DLS): Hydrodynamic diameters and the polydispersity index
(PDI) were recorded with a Malvern Nano S Zetasizer (Malvern Panalytical, GmbI, Kassel,
Germany) with a HeNe laser at a wavelength of 633 nm.

Ultravielet-visible (UV-Vis): UV-Vis spectra were determined on a P9 double beam
spectrophotometer {Radnor, PA, USA).

High-performance liguid chromatography (HPLC): The DASA concentration before and
after loading was determined on a Shimadzu LC 20AT instrument (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) with an SPD-M20A UV-Vis detector and a Luna C18(2) (250 x 4.60 mm,
5 micron) column from Phenomenex® (Aschaffenburg, Germany). The samples were
filtered through a 0.2 um Millex filter from Millipore® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
and all solvents used were degassed with the ultrasonic bath (Bandelin Sonorex, Berlin,
Germany) before use. The mobile phase consisted of methanol-water (82:18, v/v) and had
a flow-rate of 1 mL min~" at room temperature. The detector wavelength was set to 322 nm
and the injection volume was 20 pL.

2.3. Synthesis of Polymer-Stabilized Gold Nanoparticles (AuNP@Polymer) in Water
2.3.1. Postsynthetic Addition Reaction

In a 500 mL Erlenmeyer flask with a glass stoppet, a total of 20 mg (52.9 umol) of
KAuCly was dispersed in 200 mL ultrapure water and heated to 100 °C. 90 mg (350 pmol)
of NaCit was then added and the solution was heated to 100 °C for a further 15 min. During
this time, the solution changed color from light yellow to dark red. Finally, the solution
was cooled to room temperature, 4.3 umol of polymer was added and stirring continued
for 12 h. The DLS and UV-Vis measurements were taken directly after the 12 h. The DLS
measurements were taken without dilution, and for the UV-Vis measurements, the solution
was diluted with water in a ratio of 50:50. The remaining AuNI solutions were stored in
the refrigerator at 4 °C in the reaction flask.

2.3.2. One-Pot Synthesis

In a 500 mL round bottom flask, the amount of 20 mg (52.9 ymol) of KAuCly and
4.3 pmol of polymer were dissolved in 200 mL of ultrapure water and the solution was
heated to 90 °C under stirring. At 90 °C, 90 mg (350 umeol) of NaCit was added and the
solution continued to be stirred for 30 min. The color changed from light yellow to dark red.
The DLS and UV-Vis measurements were taken directly after cooling to room temperature
and were measured as described in Section 2.3.1 above. The remaining AuNP solutions
were stored in the refrigerator at 4 °C in the reaction flask.

2.4. Transfer of AuNP@Polymer from Water to Ethanol

From the aqueous dispersion, 5 mL were centrifuged, the supernatant water was sepa-
rated by decantation and discarded, and the AuNP@Polymer precipitate was resuspended
in 3 mL of ethanol. The DLS and UV-Vis measurements were performed immediately
afterwards. The solutions were measured in the DLS without dilution and the UV-Vis in a
dilution of 50:50 (water:ethanol). The TEM grid and AuNP solutions storage were carried
out as described above in Section 2.3.1.
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2.5. Loading of DASA on the AuNP@Polymer Conjugates

The AuNP@ conjugate samples were transferred from water to ethanol as described in
Section 2.4. The 5 mL water or ethanol dispersion contains a geld mass mAu = 0.26 mg,.
From an ethanolic DASA stock solution (stored in refrigerator at 4 “C) with a concentration
of 1 g/L, the volume of 0.8 mL (containing 0.8 mg DASA) was added to the 5 mL of the
ethanolic AuNP@Polymer dispersion during stirring. The combined 5.8 mL of dispersion
was stirred for further 72 h at ambient temperature. After 72 h the samples were centrifuged,
and the supernatants were stored in the refrigerator at 4 °C until the HPLC measurement
to determine the remaining DASA concentration in order to obtain the adsorbed amount
on the AuNP@Polymer conjugate from the difference.

2.6. Cell Culture

Four patient-derived glioblastoma stem cell (GSC) models were utilized in this study:
GBM1, BTSC233, NCH421K and JHH520. GBM1, BTSC233, NCH421K and JHHS520 cell
models were provided by A. Vescovi, Stemgen S.p.A, Milan, Italy, C. Herold-Mende from
the Department of Neurosurgery, Medical Center Heidelberg, Germany, Gregory J. Rig-
gins, Baltimore, USA and M.S. Carro, Freiburg, Germany, Among these mcdels, GBM1
represents the classical subtype, while BTSC233, NCH421K and JHH520 correspond to the
mesenchymal subtype. Cells were maintained under serum-free conditions in a defined
medium consisting of Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) supplemented with
30% F12, 2% B27, 20 ng/mL fibroblast growth factor (FGF), 20 ng mL 1 epidermal growth
factor (EGF), 5 pg mL~! heparin, 1% glutamine and 1% penicillin-streptomycin. To ensure
cell line integrity and culture quality, short tandem repeat (STR) profiling was performed
(Table 56) and mycoplasma contamination was excluded by PCR analysis following estab-
lished protocols [27].

2.7. Growth Inhibition and Cell Viability Assay

Cell seeding, viability assessment following drug exposure and statistical analyses of
drug efficacy were performed according to the previously described method [27].

3. Results and Discussion
3.1. Synthesis and Characterization of the AuNP Samples in Water

In this work, the ligand exchange reaction and the one-pot synthesis for the preparation
of spherical AuNPs were investigated. In the two-step ligand exchange reaction, the
AuNPs are first synthesized with citrate (from sodium citrate) which has the dual role of a
reductant of the Au(Ill) precursor as well as a stabilizing agent. Then, in a second separate
step another ligand or stabilizer is added to form the desired coating. Using this method,
targeted surface modifications can be obtained and ligands can be used in the method that
would not be suitable under the AuNP synthesis reaction conditions. However, it is unclear
if the citrate anion coating on the gold surface is indeed replaced by neutral polymer chains
or rather, if the polymer wraps around the citrate-stabilized AuNP particles (AuNP@Cit).
In the classic Turkevich method, citrate acts as both a stabilizer and a reducing agent. It
binds to the AulNP surface via its carboxylate groups. Through electrostatic interactions,
citrate prevents the agglomeration of AuNPs. A polymer can interact with the AuNP
surface in two different ways. If the polymer has functional groups with a strong affinity
for gold, e.g., thiol groups in HS-PEG, the citrate molecules can be displaced from the
AuNP surface [39-41]. If the polymer does not have a strong gold binding group, e.g., PEG,
it attaches itself to the AuNP surface primarily via supramolecular interactions without
forming a covalent bond. In this case, some of the citrate molecules remain on the AuNFP
surface, while the polymer forms an additional protective layer around the particles. In
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most cases, however, a mixture of both types occurs, and it is for this reason that we will
refer to a ‘postsynthetic addition reaction’ (PAR) instead of a ‘ligand-exchange reaction’
(Figure 1) [42,43]. In the single-step one-pot synthesis, the polymer is already present
in the reaction mixture where the AuNPs are formed. Hence, the polymer coating can
take place during the nucleation and growth steps in competition with citrate. This seems
advantageous but can lead to competition between stabilization and growth, resulting in a
larger variation in particle size [42,44-48].

In this work here we have started with citrate-stabilized AuNPs instead of ‘uncoated’
{or bare) AuNPs which are rarely produced in practice because they tend to agglomerate
quickly. Furthermore, the production of such uncoated AuNPs requires a reduction in the
gold precursor with NaBH,4, SnCl; or imidazolium ionic liquids instead of citrate which
adds other reagents and renders a comparison to the citrate-polymer route difficult [49,50].
We note also that in the literature, ‘uncoated” AuNDs are often used as a synonym for
citrate-stabilized AuNPs [51,52].

The PAR consisted of first producing AuNP@Cit with the established Turkevich et al.
method [53]. For this, KAuCly was used as a gold precursor and sodium citrate as a
reducing and stabilizing agent. Subsequently, the polymer was added to produce polymer-
coated AuNDs. In the one-pot synthesis, the gold precursor (KAuCly), the reducing agent
{NaCit) and the polymer were added to the reaction vessel.

The four following polymers with different molar weight averages were used here to
compare the stability of the AuNPs: PVA with the molar masses (M) of 13,000; 31,000;
85,000 and 146,000 g/mol, PEG in the molar masses of 400; 4000 and 10,000 g/mol, PVP in
the melar masses of 3500; 8000; 40,000 and 360,000 g/mol and PAA in the molar masses
of 15,000 and 100,000 g/mol. The polymers with their molar masses are in the following
designated from PVA13k, PVA146k, over PEG0.4k, PEG10k, PVP3.5k, PVP360k to PAA15k
and PAA100k. The molar ratio of KAuCl, to polymer was always 12:1. This corresponded
to a mass of 0.011 g of gold which was combined with polymer masses from 0.002 to 1.549 g,
depending on the molecular weight of the polymer. These ratios were chosen based on a
previous study in which they proved to be advantageous [27]. The masses of the polymers
used are given in Table 52.

For characterization of the AuNP@Polymer conjugates, TEM provides a direct image
of the gold cores of the conjugates with morphology, size, size distribution, dispersion
or possible agglomeration, but does not visualize the size with the polymer. The TEM
images of the AuNP@Polymer conjugates in water are shown in Figure 2 (PAR) and
Figure 3 (one-pot), and Figure 4 provides a summarizing overview of the AuNP size.
The corresponding size values are summarized in Table S1. The TEM images and the
histograms in Figures 2 and 3 reveal with the PAR method spherical and monodisperse
AuNP cores with an average size between 11 and 18 nm and a size-dispersion (¢) of mostly
+1-2 nm (Table 51). In contrast, the one-pot method frequently produces anisotropic or
elongated particles, particularly with the polymers PVP and PAA15k, where non-spherical
and less stable AuNPs dominate. An exception is PAA100k, which yields unusually small
spherical particles.

The comparison in Figure 4 illustrates that the one-pot synthesis gives largely a smaller
average size of AuNPs than PAR. This may show a stabilizing effect of the polymer when
present during the nucleation of the AuNP leading to a slower growth rate resulting in the
formation of many small nuclei rather than a few large particles [54].

With the one-pot route and the polymers PVA, PVP and FAA, one can note that there
are also smaller AuNDPs formed with the longest polymer chains (highest molar mass).
Polymers with a longer chain length increase the viscosity, which reduces the diffusion of
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the gold ions in the dispersion, and this also slows down the growth rate which leads to

smaller particles.
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TEM images and histograms (with the average size and its standard devi-

ation given) of the PAR synthesis in water of (a) AuNP@PVA13k, (b) AulNP@PVA31k,
(c) AuNP@PVAS5Kk, (d) AuUNP@PVA146k, (e) AuNP@PEGO.4k, (f) AUNP@PEG4K, (g) AuNP@PEG10k,
(h) AUNP@PVP3.5k, (i) AuNP@PVP8K, (j) AuNP@PVP40k, (k) AUNP@PVP360K, (1) AUNP@PAALSK
and (m) AuNP@PAA100k. For the histograms, 200 particles were analyzed using larger areas of the
TEM images. For the average size and standard deviation, see Table 51.
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Figure 3. Representative TEM images and histograms (with the average size and its standard de-
viation given) of the one-pot synthesis in water of (a) AuNP@PVA13k, (b) AuNP@PVA31k,
() AuNP@&PVAS5k, (d) AuNP@&PVAl46k, (e) AuNP@PECG0.4k, () AuNP&PEG4000,
(g) AUNP@PEGI10k, (h) AuNP@PVP3.5k, (i) AUNP@PVPSK, (j) AuNP@PVP40k, (k) AuNP@PVP360k,
(I) AuUNP@PAAT5k and (m) AuNP@PAAT00k. For the histograms, 200 particles were analyzed using
larger areas of the TEM images. For the average size and standard deviation, see Table S1.
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Figure 4. Overview of the TEM-derived AuNP core size and their standard deviation of the conjugates
in water: (a) AUNP@PVA, (b) AuNP@PEG, (c) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA in water (fully
colored bar PAR; hatched bar one-pot) (see also Table S1). The same color for different polymers
simply indicates an increasing molecular weight; purple represents the polymer with the lowest

molecular weight and green represents those with a molecular weight above 100,000 g/ mol.

The gold core size dispersion for the two synthesis methods is also similar for PVA and
PEG. Yet, with the polymers PVDP and PAA, the size dispersion increases for the cne-pot
compared to the PAR synthesis. Interestingly, with PVP and PAA the one-pot synthesis also
produced non-spherical AuNPs which are considered disadvantageous as non-spherical
particles are usually less stable. Furthermore, spherical gold nanoparticles should be aimed
for as non-spherical particles are more prone to agglomeration due to their curvature [12].
It is evident that the polymer functicnal groups, the chain length and mode of addition
play a crucial role in determining the AuNP size, size dispersion and morphology.

For the synthesis of spherical AuNPs in water, the PAR method could successfully be
used with all polymers and chain lengths. The one-pot method, on the other hand, only
leads to the formation of spherical particles independent of chain lengths for the polymers
PVA and PEG but not with PYP and PAA,

Direct and rapid size control of the dispersions is essential, and TEM measurements are
time-consuming and require expensive instrumentation. Consequently, the samples were
analyzed using DLS. The DLS gives the hydrodynamic diameter (Dy,) and the polydispersity
of the AuNPs, taking into account the polymer coating and the solvate shell due to the
solvent, both of which cannot be determined by TEM. Due to the polymer and solvent
shell, the DLS data generally show larger size values than the TEM data (see Figure 5 and
Tables 51 and S3) [55,56]. From DLS, the heterogeneity of the sample is given by the PDI which
is a dimensionless parameter for the width of the particle size distribution in a sample. It is
derived from the analysis of the autocorrelation function in the DLS and provides information
on the heterogeneity of the particle sizes. A PDI value below 0.05 is typically an indicator
of a monomodal dispersion. Values between 0.10 and 0.25 are characteristic of a narrow
distribution, while values above 0.50 indicate a significantly broader distribution. At values
above 0.70, the system has a very broad size distribution, which is rather unsuitable for DLS
measurements [57-59]. The hydrodynamic diameters from DLS of the polymer-stabilized
AuNPs in the water are given in Table 51 (together with the TEM diameters and the UV-Vis
bands) and the DLS diagrams are shown in Figures S2-517.
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Figure 5. Graphical overview of all the DLS results in water of (a) AuNP@PVA, (b) AuNP@PEG,
(¢) AuNP@PVY and (d) AuUNP@PAA (fully colored bar PAR; hatched bar one-pot). The brown squares
represent the PDI. * The AuNP@PVP360k sample shows unexpectedly large hydrodynamic diameters
for both the PAR method (177 nm) and the one-pot method (298 nm), which are off-scale (see also
Table S1). The same color for different polymers simply indicates an increasing molecular weight;
purple represents the polymer with the lowest molecular weight and green represents those with a
molecular weight above 100,000 g/mol.

Figure 5 provides a summarized overview of the DLS results and shows that Dy,
lies largely in the range of 20-70 nm for most samples, with the expected increase from
the gold core size of 11-18 nim due to the polymer (and citrate) shell (Table S1). The
one-pot method leads to a similar or higher Dy, compared to the PAR method. However,
for the polymer PVA, the Dy, for the one-pot method also decreases for AUNP@PVA13k
and AuNP@PVA146k compared to PAR. The Dy, values are generally very similar for the
AuNP@PEG samples and the samples with PVP8k and PVP40k. The PEG-based AuNDPs
show a relative censtant Dy, independent of the polymer molar mass. A higher Dy, by the
one-pot method is then found for the AuNP conjugates with PVA31k and -85k, PVP3.5k
and -360k and both PAA samples. The increase in Dy, seen for the PVP- and PAA-based
AuNPs from the one-pot synthesis could be caused by the non-spherical morphoelogy of
the AuNP cores which was visible in the TEM images.

Non-spherical NPs can distort the results of the DLS measurements due to rotational
movements and directional scattering, as the method is based on a spherical particle model.
Anisotropic particles with different dimensions cannot be differentiated from each other
in the DLS, as only an average hydrodynamic diameter is determined, which can deviate
significantly from the actual particle dimensions. Although anisotropic particles may stand
out in DLS due to a broad or multimodal size distribution, DLS does not provide accurate
informaticn about the particle shape [60]. It is again evident that the polymer functional
groups, the chain length and mode of addition play a role in determining the AuNIP@
conjugate size with its hydrodynamic diameter. The effect of increasing or decreasing
Dy, does not only go in one direction when comparing the two synthesis methods of
addition but also can reverse for a given polymer with its chain length. The interfacial
interaction between the growing AuNPs, the citrate and polymer shell plays a decisive role,
resulting in different and competing surface coverage during the AuNI formation and
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growth. The general similarity of the hydrodynamic diameter of the PEG-based conjugates
irrespective of polymer chain length which varies from 0.4k to 10k {(in g/mol) may indicate
little interaction of the PEG polymer with the AuNP@Cit surface. The more so as Dy, for
AuNP@Cit is 25 nm, close to the Dy, values of 27, 27 and 32 nm for the three different
AuNP@PEG conjugates (Table 51). This assumption of unperturbed AuNP@Cit particles in
the presence of PEG is supported from their analysis in ethanol (see below).

While PEG is a very common polymer which is used for AuNPs in biosciences, it is
not a polymer with high binding affinity to gold. However, cationic polymers or polymers
with functional thiol, amine, or carboxyl groups have a higher binding affinity to gold [10].
The binding strength of coordinating groups to gold follows the order of 5> P > N > O,
meaning that amines and carboxylic acids form weaker bonds to gold than thiols and
phosphines [61].

AuNPs exhibit a characteristic surface plasmon resonance (SPR), which typically oc-
curs at around 520 nm for AuNPs synthesized with sodium citrate (NaCit) [62]. In colloidal
form, this results in their reddish color. SPR is sensitive to various physicochemical pa-
rameters such as particle size, shape, environment and aggregation state, thereby enabling
targeted control of optical properties. The aggregation of AulNDPs leads to a shift in SPR
and color change from red to blue, which can be used as a simple, visual indicator of
instability or interactions in the solution [63]. As a test, we have used NaBHy for the re-
duction of KAuCly and obtained intensely violet-colored solutions which thereby indicate
larger AuNPs.

The UVY-Vis data overview in Figure 6 for the PAR method and Figure 510 for the
one-pot method shows very similar absorption maxima for the surface plasmon reso-
nance in the range from 517 to 525 nm and similar band width for most samples in water
(Table 51). The similarity in the abscrption maxima and bandwidth reflects the similar size
of the AuNP cores from TEM analysis in the range of 11-18 nm and with small size disper-
sion. An exception is the surface plasmon resonances (SPR) of the samples AuUNP@PAA15k
and AuNP@PAA100K from the one-pot method in water, with a significant red shift in the
maximum to 533 nm which correlates with the polydispersity seen in the TEM sample.
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Figure 6. UV-Vis spectra in water from the PAR synthesis method of (a) AUNP@PVA, (b} AuUNP@PEG,
(¢} AUNP@PVP and (d) AuNP@PAA. For the spectra from the one-pot method, see Figure S10. The
absorption maxima are listed in Table S1.
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3.2. Characterization of the AuNP Samples Transferred to Ethanol

The TEM analysis in Figures 7, 511 and 512 of the samples after their transfer into

ethanol yields a range of 11-19 nm which is essentially identical to the 11-18 nm region
of the samples in water (Table S1). The numerical data of all samples in ethanol are
listed in Table S3. Small changes such as an increase in size by a few nanometers, for
example, for PAR AuNP@PVAS85k, AuNP@PEGO.4k and AuNP@PAA100k, for one-pot
AuNP@PVA13k, AUNP@PVA146k, AuUNP@PEGO.4k and AuNP@PEG10k (Figure 7) should
not be overinterpreted as this deviation is still within the standard deviation of 3c. However,

the samples prepared by the one-pot method (Figure 514) with the polymers PVP and
PA A100k, showed no longer well-separated, individual AuNPs. Instead, these samples
depicted highly aggregated, anisotropic and non-spherical nanoparticles. The non-spherical
nature of the AulNPs with PVP and PAA100k from the one-pot method was already observed
in the TEM images in water, which were given in Figure 3, where the individual NPs could
still be discerned. Due to this heterogeneous appearance, a reliable particle diameter analysis
in ethanol based on the TEM images was not possible. It is evident that the polymers PVP
and PAA in combination with the one-pot synthesis are less stabilizing for AuNPs, especially
when the nanoparticles are transferred from water to ethanol.

(a) _ aunP@Pval  (b) _ AUNP@PEG

[ 1PAR [ IPAR

(d) I _ AUNP@PAA

(c) ' [_IPAR _[_PAR

2
X.

&

s,

e, @@Q e,
2, 0

Figure 7. Comparative overview of the TEM size from PAR in water and ethanol of (a) AUNP@PVA,
(b) AUNP@PEG, (¢} AUNP@PVP and (d) AUNP@PAA. The individual TEM images for the ethanol
samples are given in Figure S11, numerical data of the samples in ethanol is listed in Table 53. The
bars for the ethanol dispersion are shown as transparent so that the bars in the water row can be seen
more clearly. The same color for different polymers simply indicates an increasing molecular weight;
purple represents the polymer with the lowest molecular weight and green represents those with a

molecular weight above 100,000 g/mol.

The comparative overview of the hydrodynamic diameter from DLS from PAR in
water and ethanol in Figure 8 indicates the expected increase in Dy, with increasing molar
mass of the pelymer. It can be concluded not only from TEM but also from DLS and
UV-Vis (Figures 8, 523 and 525) that the nanoparticles from the PAR method remain rather
unperturbed when transferred from water te ethanol. A single exception is the PEG1Ck-
coated NPs. Here, DLS data in ethanol show a hydrodynamic diameter of 163 nm (vs.



Chemtistry 2025, 7, 159

13 of 20

32 nm in water) and a strong red-shift to 699 nm can be witnessed in the UV-Vis spectra
{vs. 520 nm in water) (cf. Tables S1 and S3). Perhaps this aggregation deduced from the
solution methods DLS and UV-Vis of the AuNP@PEG10k conjugates could also be inferred
from the TEM image in Figure 511 where the individual gold cores are very close together,
much closer than in the TEM images with the other polymers. This proximity where the
nanoparticles appear to touch each other could derive from a missing polymer coating that
was washed away. In the discussion of the DLS analysis in water, we had already noted
that the very similar hydrodynamic diameter of the PEG-based conjugates, irrespective
of polymer chain length, may indicate little interaction of the PEG polymer with the gold
core, since PEG contains only ether groups that do not have a strong binding affinity to
gold. Furthermore, nonpolar PEG provides a largely steric stabilization, whereas the more
polar PVA, PVP and PAA polymers enable also some electrostatic stabilization. Further, the
high solubility of PEG in ethanol also adds to its removal from the nanoparticle surface,
leaving only the citrate layer, if any, and thus contributes to the tendency of the gold cores

to aggregate [64-68].

(a) AUNP@PVA  (b) : AuNP@PEG

[ IPAR _ PAR

AUNP@PAA
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(c) ' AuNP@PVP  (d)
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‘I' 149
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Figure 8, Comparative overview of the hydrodynamic diameter from DLS from PAR in water and
ethanol of {a) AUNP@PVA, (b} AuNP@PEG, {¢) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA. The individual
DLS images for the ethanol samples are given in Figures $15-518 and 523, numerical data of the
samples in ethanol is listed in Table 53. The bars for the ethanol dispersion are shown transparent so
that the bars in the water row can be seen more clearly. In ethanol some DLS values for PAR featured
PDIs > 0.5 (AuNP@PEG10k, AuNP@PAA100k), which makes quantitative comparisons less reliable.
* The AuNP@PVP360k samples show unexpectedly large hydrodynamic diameters {Tables S1 and S3),
which are off-scale. The same color for different polymers simply indicates an increasing molecular
weight; purple represents the polymer with the lowest molecular weight and green represents those

with a molecular weight above 100,000 g/mol.

We note that aggregation here can mean two things: agglomeration of the gold
nanoparticle cores or of the polymer shells surrounding two or more still separate AuNP
cores, or a discrepancy between DLS and TEM will result when the polymer shells but
not the AuNP cores aggregate. In TEM, only the still separate, albeit close, gold nanopar-
ticle cores are seen whereas DLS detects the (AuNP); 3@Polymer conglomerate with its
increased hydrodynamic diameter. Depending on the polymer, an opposite effect may
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occur when the polymer is desorbed from the gold surface during sample dilution prior to
the TEM measurement, thereby enabling AuNP core aggregation.

The nanoparticle instability from the one-pot synthesis (Figure 524) with the polymers
PVP and PAA100k, which was evident in the TEM images (compare Figures 3 and S12), was
not immediately evident in the DLS analysis of the PVP samples where the hydrodynamic
diameter in ethanol remained similar to those measured in water (Figures 8, 523 and 524).
Yet, in the UV-Vis spectra in ethanol, there is a broadening of the bands for AuUNP@PVP,
especially evident for PVP3.5k and PVP360k, also with a bathochromic shift to 531 nm and
more significant to 576 nm for PVP360k (Figure 526, Table 53). From the one-pot synthesis,
the longer-chain PEG conjugates exhibit a very large increase in hydrodynamic diameter
in DLS after their transfer into ethanol (Figure 8). For UV-Vis and AuNP@PEG10k, the
same strong red-shift as with PAR is seen in the one-pot product (Figures 525 and 526). For
PAA100k, the hydrodynamic diameter increased in ethanol to 139 nm (vs. 58 nm in water)
(cf. Tables 51 and 53) and the UV-Vis band strongly broadened (Figure 526).

For the AuNPs functionalized with PEG a tendency towards instability in ethanol can
be inferred from the DLS and UV-Vis measurements similar to what observed in the case of
PAR. Of all the polymers used in both synthesis methods, the PVA-coated AuNDPs exhibit
the highest colloidal stability both in water and after transfer to ethanol.

Overall, the AuNP@Polymer conjugates show less stabilization in ethanol than in
water, also because highly polar water has a high dielectric constant (approx. 80), which
gives stronger electrostatic interactions and can shield charges more efficiently. The di-
electric constant of less polar ethanol is only about 25, which means that the electrostatic
shielding is weaker, and the particles can attract each other and agglomerate [69,70]. Water
also builds a stable hydrogen bond network to polymer chains with H-bond acceptors
{OH in PVA, N-CO in PVP and CO;- in PAA), which then can be solvated effectively. In
ethanol, a weaker hydrogen bonding network is formed, so that the polymer shells of
the AuNP@Polymer conjugates can approach and interact better, which results in their
aggregation in solution [71-75].

To assess short-term stability, the AuNDs were suspended in ethanol for 3 days. The
patrticle size determination by TEM shows ne significant change for most samples after 3 days
in ethanol (Figure 529, cf. Table 54 and Figure 513). However, despite the unchanged particle
size, a clear agglomeration of the AUNP@PEG samples for both synthesis methods becomes
evident (Figures 527 and 528). Further, the AUNP@PVP samples and AuNP@PAA100k from
the one-pot method continued to show the highly aggregated, anisotropic and non-spherical
nanoparticles as after the immediate TEM measurement (Figure 512).

3.3. Loading of DASA on the AuNP@Polymer Conjugates

As a test for drug loading, we have investigated here the loading of the tyrosine kinase
inhibitor (TKT) DASA (BMS-354825, Sprycel®), which required a change of the solvent to
ethanol, as DASA is not soluble in water but in ethanol.

DASA (see Scheme S1 for the molecular structure) can be used as a drug to treat cancer
and against drug resistance [76]. It inhibits the phosphorylation of the oncogenic and
Src kinase families and can thus prevent angiogenesis and the associated tumor growth
and support apoptosis [27,77,78]. As a TKI, it can be used in many tumor types such as
leukemia, glioblastoma multiforme (GBM), pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and
many others [79-82].

To determine the mass loading of DASA per mass of gold, the combined DASA and
AuNP@Polymer dispersions (volume 5.8 mL}) were stirred and centrifuged after 72 h. The
supernatants were removed with a pipette and stored in the refrigerator at 4 °C until the
HPLC measurement was performed. From the HPLC measurement, the remaining DASA
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concentration was determined with the calibration curve in Figure 541. From the difference
to the starting concentration of DASA the mass which was adsorbed on the AuNP@Polymer
conjugate was obtained.

A typical DASA loading was in the range of 100-300 ug/mg of gold for all pelymers
except for PVA for both the PAR and one-pot method samples. For the PVA samples, the
loading was consistently below 100 pg/mg and often close to no loading at all. This is
because PVA has multiple hydroxyl groups and forms a stable hydrogen bond network
with water in aqueous media, allowing it to swell in water. In ethanol, however, PVA has
the lowest solubility of the polymers used here, which means that the H-bridge network
with ethanol is significantly weaker [§3-85]. This reduces the degree of swelling, causing
the PVA polymer shell tc adhere more densely and compactly to the AuNP surface, so that
AuNP@PVA exhibit higher stability in ethanol than the conjugates with the other polymers,
but this also means that the DASA molecules can only penetrate the polymer corona to a
limited extent. There may be some correlation of the DASA loading for the PEG, PVP and
PAA conjugates with their observed tendency of aggregation in ethanol as discussed above.

3.4. Growth Inhibition in Glioblastoma Stem Cell Models

To evaluate whether AuNP@Polymer formulations could modulate the activity of
DASA, we tested AuNPs, free DASA and DASA-loaded at AuNP@PVA31k across four
glioblastoma stem cell (GSC) models, which represent both classical and mesenchymal
molecular subtypes. As expected, AuNPs, that is, AuUNP@PVA31k had negligible effects on
cell viability, confirming the biccompatibility of the carrier system.

Treatment with DASA alone resulted in a time-dependent reduction in viability, with
the most pronounced effect in NCH421K cells, where a significant decrease compared
to control was observed by days 2 and 3 (Figure S42) at relatively high dose of 10 pmol
L1, This indicates that certain GSC models retain partial sensitivity to Src-family kinase
inhibition. In contrast, the remaining models (GBM1, BTSC233 and JHH520) displayed only
modest viability reductions, in line with the heterogeneous and overall limited response
profile of glioblastoma to DASA reported in preclinical and clinical studies [86].

When combined with AUNP@PVA31k, DASA induced growth inhibition patterns
closely resembling those of free drug across all models. Importantly; activity was preserved
after nanoparticle formulation, demonstrating that the drug remains bioactive after loading
and release. However, no consistent potentiation of efficacy was observed compared
with free DASA. This suggests that intrinsic resistance mechanisms in G5Cs, such as the
activation of compensatory pathways and efflux transporters like ABCB1/ABCG2 at the
blood-brain barrier and at the cellular level likely dominate the therapeutic response [87].

Thus, our results confirm that DASA-AuNPs are stable, non-toxic carriers that pre-
serve drug activity in vitro and reveal differential sensitivity among GSC models, with
NCH421K showing the clearest response. The lack of marked improvement compared with
DASA alone suggests that future work should focus on pairing AuNP delivery with com-
pounds or drug combinations that have higher intrinsic potency in glioblastoma, thereby
leveraging the delivery benefits of nanoparticles more effectively.

4. Conclusions

AuNP@Polymer conjugates were prepared in water by two different synthesis meth-
ods using polymers with different functional groups and chain lengths to compare their
eligibility to stabilize the nanoparticles in water and ethanol. The gold precursor KAuCly
was reduced to Au(0) with sodium citrate. The polymers were either post-synthetically
added (PAR) or were already present during the reduction in a one-pot method. Stable
conjugates in water could be produced with all AuNP polymer systems using both PAR
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and one-pot methods. Characterization by TEM and DLS yielded similar gold core sizes
of 11-18 in water or 11-19 nm in ethanol, and hydrodynamic diameters of 20-70 nm for
most AuNP@Polymer samples and both synthesis methods and solvents. Among all poly-
mers tested (i) PVA is the most stable polymer in both water and ethanol, (ii) PEG shows
poor stability in ethanol, (iii) PVP and PAA give solvent- and MW-dependent outcomes,
(iv) DASA can be loaded successfully onto PEG, VD, and PAA conjugates but not PVA and
{v) PAR consistently vields spherical, stable particles across all polymers, while one-pot
synthesis sometimes results in anisotropic or aggregated particles.

For future work, polymers with better coordinating groups such as thiol groups
should be used, as gold has a high affinity for thiolated molecules; for example, Thio-PEG
or Thio-PVA. These polymers bind to the AuNP surface via an 5-linker and can enable a
more stable polymer shell. Hydrophobic polymers such as poly(lactide-co-glycolide) could
also be tested towards hydrophobic drug loading. Future works on the stabilizing effect
of different polymers should also focus on the colloidal stability of AuNPs in complex
biological media under physiologically relevant cell culture media conditions.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article /10.3390/ chemistry7050159/s1, Section S1. Characterization of AuNP@Cit
and AuNP@Polymer in water; Section 52.1. Characterization of AuNP@Polymer in ethanol after
transfer from water; Section 52.2. Synthesis and characterization of the AuNP samples after 3 days in
ethanol; Section S3. Quantification of DASA loading; Section S4. In vitro drug sensitivity test results.
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Section 1. Characterization of AuNP@Cit and AuNP@Polymer in water

Table 51. Measurements of AuNP@Cit and AuNP@Polymer in water of PAR and one-pot synthesis
with the transmission clectron microscopy (TEM} particle size (nm), the hydrodynamic radius D

(nm), the corresponding PDI and the absorption maximum Amax (nm}.

Sample TEM (nm) Di (nm) PDI Amax (nm)
AuNPaCit - 25 0.09 520
PAR Method
AuNP@PVA13k 18+2 64 0.27 521
AuNP@PVA31k 18+2 45 0.08 521
AuNP@PVA85k 14+1 23 0.05 520
AuNP@PVA146k 17 +2 96 0.25 521
AuNP@PEGO.4k 13+1 27 0.15 517
AuNP@PEG4k 17 +2 27 0.07 519
AuNPe@PEGI10k 18+2 32 0.24 520
AuNP@PVP3.5k 168+1 29 0.17 521
AuNP@PVP8k 18=+1 40 0.13 522
AuNP@PVP40k 18+1 53 0.34 524
AuNP@PVP360k 16+£2 177 0.22 524
AuNP@PAA15k 14+2 33 0.28 519
AuNP@PAA100k 17+1 35 0.10 521
One-pot Method
AuNP@PVA13k 15+2 36 0.07 522
AuNP@PVA31k 14 +2 71 0.32 524
AuNP@PVA85k 17 +2 61 0.23 520
AuNP@PVAl46k 12+3 72 0.20 525
AuNP@PEGO0.4k 12+2 26 0.20 521
AuNP@PEG4k 15+1 24 0.12 521
AuNP@PEG10k 14+1 28 0.10 521
AuNP@PVP3.5k 15+2 56 0.35 520
AuNP@PVP8k 14+2 50 0.23 521
AuNP@PVP40k 6+2 53 0.17 520
AuNP@PVP360k 814 298 0.15 524
AuNP@PAA15k 114 58 0.09 533
AuNP@PAA100k 2+1 58 0.32 534
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The gold nanoparticles which were only stabilized with citrate, AuNP@Cit were also
analyzed by DLS and UV-Vis as a reference to evaluate the effects of polymer functional-
ization on the AuNPs. Figure S1 shows the size distribution of the AuNP@Cit, which have
a hydrodynamic diameter {Dy) of 25 nm and a PDI of 0.09 and are monodisperse. The
absorption maximum of the dispersion is at 520 nm.

oo (b)1.04 o
—— AuNP@Cit in water —— AuNP@Cit in water
D, =25nm
PDI =0.09 0.8 ,\
3
806
c
o
=
0.4
o
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0.2
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Figure 51. DLS measurement (a) and UV-Vis measurement (b) of AuNP@Cit in water. The absorp-

tion maximum is listed in Table S1.

Table 52. The masses of polymers used for 4.3 pmol of polymer.

Polymer Polymer mass
(g)
PVA13k 0.056
PVA31k 0.133
PVAS85k 0.366
PVA146k 0.628
PEG0.4k 0.002
PEG4k 0.017
PEG10k 0.043
PVP3.5k 0.015
PVP8k 0.034
PVP40k 0.172
PVP360k 1.548
PAA15k 0.064
PAA100k 0.430

DLS is based on light scattering, whereby in the intensity distribution larger particles
dominate the signal due to their stronger scattering and thus the particles are measured

as a function of their size.

In the number distribution, each size has the same influence, regardless of its inten-
sity, which is why the number of particles per size is determined here. The intensity dis-

tribution was considered in the measurements, as the number distribution of some sam-
ples measured values below 1, which cannot be possible according to the TEM data. It is
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likely that in these cases not only the AuNDPs but also the pure polymer was recorded,
which is why in this case the intensity distribution provides a more realistic representation
of the particle size. When evaluating the DLS data for samples with multiple distributions,
only the main peak was analyzed, as this represents the dominant proportion of the pop-

ulation.
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Figure S2. DLS measurements in water from the PAR method of (a) AuNP@PVA13k, (b)
AuNP@PVA31k, () AuNP@PVAS5k and (d) AuNP@PVA146k in water.
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Figure S3. DLS measurements in water from the PAR method of (a) AuNP@PEGO.4k, (b)
AuNP@PEG4k and (¢) AuNP@PEG10k in water.
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Figure 54. DLS measurements in water from the PAR method of (a) AuNP@PVP3.5k, (b)
AuNP@PVP8Kk, (c) AuNP@PVP40k and (d) AuNP@PVP360k in water.
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Figure 55. DLS measurements in water from the PAR method of (a} AuNP@PAA15k and (b)

AuNP@PAA100k in water.
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Figure 56. DLS measurements in water from the one-pot method of (a) AuNP@PVAT3k, (b)
AuNP@PVA31k, (c) AuNP@P’V85k and (d} AuNP@PVAl46k in water.
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Figure S7. DLS measurements in water from the one-pot method of (a) AuUNP@PEGO0.4k, (b)
AuNP@PEG4k and (¢) AuNP@PEG10k in water.
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Figure 58. DLS measurements in water from the one-pot method of {a) AuNP@PVP3.5k, (b)
AuNP@PVP8K, (c) AuNP@PVP40k and (d) AuNP@PVP360k in water.
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Figure 59. DLS measurements in water from the one-pot method of (a) AUNP@PAA15k and (b)

AuNP&@PAAT00k.
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Figure 510. UV-Vis spectra in water from the one-pot synthesis method of (a) AuNP@PVA, (b)
AuNP@PEG, (c) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA. The absorption maxima are listed in Table S1.
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Section 2.1. Characterization of AuNP@Polymer in ethanol after transfer from water

Table 53. Measurements of AuNP@Polymer in EtOH after transfer from PAR and one-pot synthesis
in water with the TEM particle size (nmy), the hydrodynamic radius Dn (nm), the corresponding PDI

and the absorption maximum Amax (nm).

Sample TEM (nm) Di (nm) PDI @ Amax (nm)
PAR Method
AuNP@PVA13k 18+2 53 0.12 524
AuNP@PVA31k 18+2 49 0.10 524
AuNP@PVAS85k 18+2 56 0.32 523
AuNP@PVAl40k 17 +2 88 0.24 525
AuNP@PEGO0.4k 16+1 31 0.24 519
AuNPePEG4k 18+2 98 0.41 522
AuNP@PEG10k 15+2 163 0.61 699
AuNP@PVP3.5k 19+2 41 0.15 523
AuNPePVP8k 1812 46 0.07 523
AuNP@PVP40k l6+1 67 0.34 522
AuNP@PVP360k 192 189 0.17 526
AuNP@PAA15k 14 £2 42 0.25 521
AuNP@PAA100k 171 65 0.54 523

One-pot Method

AuNP@PVA13k 18+2 63 0.16 524
AuNP@PVA3Tk 15+£2 98 0.34 526
AuNP@PPV A85k 15+2 104 0.28 526
AuNP@PVA146k 14+2 115 0.65 526
AuNP@PEGO.4k 17 £2 76 0.39 531
AuNP@PEG4k 16+1 1068 0.02 521
AuNP@PECG10k 19+2 788 0.006 709
AuNP@PPVP3.5k - 56 0.30 532
AuNP@&PVP8k - 70 0.45 531
AuNPePVP40k - 72 0.19 531
AuNP@PVP360k - 275 0.14 576
AuNP@PAA15k 17+£2 81 0.57 538
AuNP@PAA100k - 139 0.29 550

@ In ethanol some DLS values featured PDIs > 0.5 (AuNP@PEG10k, AuNP@PAA100k (PAR), and AuNP@PVA146k,
AuNP@PAA15k (one-pot)) which makes quantitative comparisons less reliable.
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Figure $11. TEM images and histograms (with the average size and its standard deviation given) of the PAR synthesis after transfer
to ethanol of (a) AuNP@PVA13k, (b) AuNP@PVA31lk, (¢) AuNP@PVAS5k, (d) AuNP@PVAl46k, (e) AuNP@PEGO.4k, (f)
AuNP@PEG4k, (g) AuNP@PEGIOk, (h) AuNP@PVP3.5k, (i) AuNPePVP8k, (j) AuNP@PVP40k, (k) AuNPePVP360k, (1)
AuNP@PAA15k and (m) AuNP@PAA100k. For the histograms 200 particles were analyzed using larger areas of the TEM images.

For the average size and standard deviation, see Table S3.
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Figure 512. Representative TEM images and histograms (with the average size and its standard deviation given) of the one-pot
synthesis after transfer to ethanol of (a) AuNP@PVAT13k, (b) AuNP@PVA31k, (¢) AuNP@PVASSk, (d) AuNP@PVATl46k, (e)
AuNP@PEGO.4k, (f) AuNP@PEG4k, (g) AuNP@PEG10Kk, (h) AuNP@PVDP3.5k, (i) AuNP@PVPSk, (j) AuNP@PVP40k, (k)
AuNP@PVP360k, (1) AuNP@PAAISKk and (m) AuNP@PAA100k. For the histograms 200 particles were analyzed using larger areas
of the TEM images. It was not possible to measure the remaining samples, as they do not have a spherical morphology, but rather

elongated structures. For the average size and standard deviation, see Table §3.



512 of 532

(a)25 AUNP@PVA in ethanal (. AUNP@PEG in ethanol
L
B One-pot

8

n
(=]

-
w

-

o

-
o

Diameter (nm)
Diameter (nm)

-
(=]

5

13000 31000 85000 146000 7 4 4000
Molar mass of the polymer (g/mol)

[AUNP@PVP in ethanol () 25

10000
Molar mass of the polymer (g/mol)
AuNP@PAA in ethanol

[_IPAR [ IPAR
- R3] One-pot

Ess Eys
8 5
] ©
510 E1o
a o

5 5

0 0

3500 8000 40000 360000 15000

100000

Molar mass of the polymer (g/mol) Molar mass of the polymer (g/mol)

Figure $13. Graphical overview of the TEM size and their deviation in ethanol of (a) AuNP@PVA,
(b) AuNP@PEG, (¢) AUNP@PVPF and (d) AuNP@PAA (fully colored bar PAR; hatched bar one-pot).
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Figure S14. Graphical comparative overview of the TEM size in water and ethanol of (a)
AuNP@PVA, (b) AuNP@PEG, (¢) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA (fully colored bar PAR; hatched
bar one-pot). The individual TEM images for the ethanol samples are given in Figure 511 and 512,
numerical data of the samples in ethanol is listed in Table S3. The bars for the ethanol dispersion are

shown transparent so that the bars in the water row can be seen more clearly.
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10 100 1000 10000
Dy, (nm)



(a)16

14

-
(=2 N

Intensity (%)
[+-]

Intensity (%)

1 AUNP@PVP3.5k in ethanol| (b) 21 ——ANE@FVPE In athanol
D, =41 nm ‘A D, '_45 nm
PDI=015 18- ‘ | FRiZ0.0r
I
] _ 15 A
8 I
f s |
| 8 \
E 9+ / |
| |
6 ‘l ‘
3 1 ‘f \I
1 10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
D, (nm) D, (nm)
AuNP@PVP40k in ethanol {d) 14+ AUNP@PVP360k in ethanol
D, =67 nm e ) D, =189 nm
PDI =034 ] N PDI=0.17
]
10+ “ \\
2 R
z ° [
2 [\
5 6 [
£ [
1
44 |
-
21 f |
/ \
; ; : \ ; : 0 s \ :
1 10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Dy, (nm) Dy, (nm)

Figure 517. DLS measurements in ethanol from the PAR method of (a) AuNP@PVP3.5k, (b)

AuNP@PVP8K, (¢) AuNP@PVP40k and (d) AuNP@PVP360k.
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Figure 518. DLS measurements in ethanol from the PAR method of (a) AuNP@PAA15k and (b)

AuNP&@PAAT00k.
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Figure 519, DLS measurements in ethanol from the one-pot method of (a) AuNP@PVA13k, (b)
AuNP@PVA31k, (c) AuNP@PVAS85k and (d) AuNP@PVA146k.
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Figure 521. DLS measurements in ethanol from the one-pot method of (a) AuNP@PVP3.5k, (b)
AuNP@PVP8k, (c) AuNP@PVP40k and (d) AuNP@PVP360k.
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Figure $22. DLS measurements in ethanol from the one-pot method of (a) AUNP@PAA15k and (b)
AuNP@PAA100k.

A slight increase in Dy, see Figure 8 and 514-521, was observed in almost all samples.

This increase can be explained because ethancl has a lower viscosity than water,
which means that the AulNP@Polymer conjugates can move faster which gives them a
larger hydrodynamic diameter [1,2] but the actual gold core size does not change [3]. In
Samples with a significant increase in Dn after their transfer from water to ethanol are
noted and discussed in the main text.
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Figure $23. Graphical overview of all the DLS results in ethanol of (a) AuUNP@PVA, (b) AuNP@PEG,
(c) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA (fully colored bar PAR; hatched bar one-pot). The brown
squares represent the PDI. *The AuNP@PVP360k sample shows an unexpectedly very large hydro-
dynamic diameter for both the PAR method (189 nm) and the one-pot method (275 nm), which is

off-scale.
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Figure $24, Comparative overview of the hydrodynamic diameter from DLS in water and ethanol
of (a) AuNP@PVA, (b) AuNP@PEG, (c) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA (fully colored bar PAR;
hatched bar one-pot). Note the split diameter axis for the PEG samples. The individual DLS images
for the ethanol samples are given in Figure 515-522 and 523, numerical data of the samples in etha-
nol is listed in Table §3. The bars for the ethanol dispersion are shown transparent so that the bars
in the water row can be seen more clearly. In ethanol some DLS values featured PDIs > 0.5
(AuNP@PEG10k, AuNP@PAA100k (PAR), and AuNP@PVAl46k, AUNP@PAALSK (one-pot)) which
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(a)1.0

makes quantitative comparisons less reliable. *The AuUNP@PVP360k samples show unexpectedly
large hydrodynamic diameters (Table S1 and 53), which are off-scale.

The UV-Vis spectra in Figure 523 (PAR) and in Figure 524 (one-pot) shown for the
PAR samples a similar bandwidth in the 519-526 nm range and for the one-pot samples in
the 521-531 nm range without the exceptions where are discussed in the main text (Table
53). The maxima exhibit a slightly bathochromically shift in ethanol compared to the sam-

ples in water (Table 51).
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Figure 525. UV-Vis spectra in ethanol from the PAR synthesis method of (a) AuNP@PVA, (b)
AuNP@PEG, (c¢) AuNP@PVT and (d) AuNP@PAA. The absorption maxima are listed in Table 53.
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Figure 526. UV-Vis spectra in ethanol from the one-pot synthesis method of (a) AuUNP@PVA, (b)
AuNP@PEG, (c) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA. The absorption maxima are listed in Table 53.
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Section 2.2. Characterization of AuNP@Polymer in ethanol after transfer from water after 3 days

Table 54. Measurements of AuNP@Polymert after 3 days in EtOH of PAR and one-pot synthesis
with the TEM particle size (nm), the hydrodynamic radius Dn (nmy), the corresponding PDI and the

absorption maximum Amax {nm) of the AuNPs.

Sample TEM (nm) Di (nm) PDI Amax (nm)
PAR Method
AuNP@PVA13k 18+2 703 0.001 535
AuNP@PVA31k 17 +2 82 0.15 524
AuNP@PVAS85k 15+2 85 0.28 531
AuNP@PVAl40k 17 +2 187 0.45 523
AuNP@PEGO0.4k 16+2 44 0.10 524
AuNPePEG4k 18+2 1005 0.02 752
AuNP@PEG10k 14 +2 993 0.02 724
AuNP@PVP3.5k 16+2 65 0.22 524
AuNPePVP8k 1812 69 0.09 523
AuNP@PVP40k l6+2 60 0.15 522
AuNP@PVP360k 182 192 0.11 526
AuNP@PAA15k 17 £2 63 0.39 523
AuNP@PAA100k 192 105 0.11 526
One-pot Method
AuNP@PVA13k 19+2 76 0.25 527
AuNP@PVA31k 15£2 103 0.52 529
AuNP@PV A85k 14 +2 150 0.50 525
AuNP@PVA146k 14+2 162 0.34 524
AuNP@PEGO.4k 17+1 103 0.05 525
AuNP@PEG4k 16+1 465 0.001 708
AuNP@PEG10k 18+2 837 0.01 755
AuNP@PVP3.5k - 147 0.07 530
AuNPePVP8k - 112 0.02 523
AuNPePVP40k - 192 0.41 531
AuNP@PVP360k - 283 0.20 574
AuNP@PAA15k 182 87 0.37 531
AuNP@PAA100k - 158 0.18 550
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Figure 527. Representative TEM images and histograms (with the average size and its standard deviation given) of the PAR synthesis
after 3 days in ethanol of (a) AUNP@PVA13k, (b) AUNP@PVA31K, (¢) AUNP@PVASSK, (d) AUNP@PVA146k, (e) AuUNP@PEGO.4k,
(f) AuNP@PEG4k, (g) AuNP@PEGI0k, (hy AuNP@PVP3.5k, (i) AuNP@PVPsk, (j) AuNP@rvP40k, (k) AuNP@PvVI3e0k, (1)
AuNP@PAA15k and (m) AuNP@PAA100k. For the histograms 200 particles were analyzed using larger arcas of the TEM images.

For the average size and standard deviation, see Table S4.
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Figure 528, Representative TEM images and histograms (with the average size and its standard deviation given) of the one-pot
synthesis after 3 days in ethanol of (a) AuNP@PVAT3k, (b) AuNP@PVA31k, (¢} AuNP@PVASSK, (d) AUNP@PVA146k, (e)
AuNP@PEGO.4k, (f) AuNP@PEG4k, (g) AuNP@PEGIOk, (h) AuNP@PVP3.5k, (i) AuNP@PVPsk, (j) AuNPa@PrvPr40k, (k)
AuNP@PVP360k, (1) AuNP@PAAISk and (m) AuNP@PAATOOK. For the histograms 200 particles were analyzed using larger arcas
of the TEM images. It was not possible to measure the remaining samples, as they do not have a spherical morphology, but rather

elongated structures. For the average size and standard deviation, see Table 54.
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Figure 529. Graphical overview of the TEM size and their variance of (a) AuNP@PVA, (b)

AuNP@PEG, () AuNP@PVP and (d) AuUNP@PAA after 3 days in ethanol (fully colored bar PAR;
hatched bar one-pot).

In general, all samples in the DLS in Figure S30 and 531-38 show an increase in D,
indicating a decrease in the stability of the AulNPs with increasing residence time in etha-
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Figure S30. Graphical overview of all the DLS results of (a) AuNP@PVA, (b) AuNP@PEG, (c)
AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA after 3 days in ethanol (fully colored bar PAR; hatched bar one-
pot). The brown squares represent the PDI.
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Figure 531. DLS measurements of the PAR after 3 days in ethanol with a Dn and PDI of (a)
AuUNT@PVA13k, (b) AUNP@PVA31K, (c) AuUNP@PVAS5k and (d) AuNP@TI'VA146k.
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Figure S32. DLS measurements of the PAR after 3 days in ethanol with a Dr and PDI of (a)
AuNP@PEGU.4k, (b) AuNP@PEG4k and (¢) AUNP@PEG10k.
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Figure S33. DLS measurements of the PAR after 3 days in ethanol with a Dn and PDI of (a)

AuNP@PVP3.5k, (b) AuNP@PVI8k, (¢) AuNP@PVPP40k and (d) AuNP@PVP360k.
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Figure $34. DLS measurements of the PAR after 3 days in ethanol with a D» and PDI of (a)
AuNP@PAAT5k and (b) AuNP@PAA100k.
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Figure $35. DLS measurements of the one-pot reaction after 3 days in ethanol with a Dn and PDI of

(a) AUNP@PVAI13k, (b) AuUNP@PVAS3IK, (¢) AUNP@PVAS5k and (d) AuUNP@PVA146k.
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Figure $36. DLS measurements of the one-pot reaction after 3 days in ethanol with a Dn and PDI of
{a) AUNP@PEGO.4k, (b) AUNP@PEG4k and (¢} AuNP@PEG10k.
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Figure $37. DLS measurements of the one-pot reaction after 3 days in ethanol with a Dn and PDI of
{a) AuNP@PVP3.5k, (b) AuNP@PVP8k, (c¢) AuNP@PVP40k and (d) AuNP@PVP360k.

(a) 8+ AUNP@PAA 15k (after 3 days) . » AUNP@PAA100k (after 3 days)
D,,=87nm() 1 N D, = 158 nm
B PDI = 0.37 [ PDI=0.18
6- tth [
|
g 51 = ® ’f ,
z,] = \
2 & T 61 f [
o 5 | \‘
£ 39 £ ,] {
2 | I
| \
2 / \
: AN, \\
0 T T T T T 0 T T T T T
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
D;, (nm) Dy, {nm)

Figure $38. DLS measurements of the one-pot reaction after 3 days in ethanol with a Dr and PDI of

{a) AuNP@PAA15k and (b) AuNP@PAAT00k.

The UV-Vis spectra in Figure 539 and 540 show no significant shift after 3 days. Only

AuNP@PEG4k, in PAR and one-pot, shows a clear red shift.
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Figure 5§39. UV-Vis spectra after 3 days in ethanol from the PAR synthesis method of (a)

AuNP@PVA, (b) AuNP@PEG, (¢) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA. The absorption maxima are
listed in Table S4.
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Figure 540. UV-Vis spectra after 3 days in ethanol from the one-pot synthesis method of (a)

AuNP@PVA, (b) AuNP@PEG, (c) AuNP@PVP and (d) AuNP@PAA. The absorption maxima are
listed in Table 54.
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Section 53. Quantification of DASA loading

Scheme S1. Molecular structure of DASA.

To caleulate the mass loading of DASA per mass of gold, the combined DASA and
AuNP@Polymer dispersions (volume 5.8 mL) were centrifuged (10,464 = g, 20 min, 4 °C)
after 72 h. The supernatants were removed with a pipette and stored in the refrigerator at
4 °C until the HPLC measurement. From the HPLC measurement the remaining DASA
concentration was determined with the calibration curve in Figure 525. From the differ-
ence to the starting concentration of DASA of 0.1379 g/L. (= 0.8 mg / 5.8 mL) the mass which
was adsorbed on the AuNP@Polymer conjugate was determined (Equation 51).

MpasAadsorbed (I PE) = (CoASAbefore — CASAafter) X V= (CDASAbeore — CDASAafter) X 5.8 ML (S51)

The values for the different AuNP@Polymer loadings with DASA are listed in Table
S5.

The calibration curve in Figure 525 was set up with mass concentrations of 0.0600;
0.0800; 0.1000; 0.1200 und 0.1400 g/L.

1AB+7 7, = 9.99E7x + 1.46E6
R? = 0.996 “
1.2E+7 1
| ]

o 1.0E+7 -
[¢]
g .

8.0E+6-

-
6.0E+6-
E

00600 00800 01000 01200  0.1400
Dasatinib concentration (g/L)

Figure S41. Calibration curve for the HPLC quantification of DASA.

For the mass of gold in 5 mL of solution a 100% conversion of KAuCls (20 mg, con-
taining the mass m = 10.53 mg Au) to AuNP in 200 mL of water was assumed, from which
5 mL was centrifuged, the supernatant was removed with a pipette and the residue was
resuspended in 5 mL ethanol for the DASA loading. The final 5 mL ethanol dispersion
then contains the gold mass of 10.53 mg x 5/200 = mau = 0.26 mg.

The DASA mass loading was then obtained by dividing the adsorbed DASA mass
through the mass of the gold mas = 0.26 mg in the 5 mL ethanol dispersion (Equation 52).

DASAloading {in plg/mg) = mpasaadsorsed / Mau = MDASAsdsorbed ¢ 0.26 Mg (52)
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Table 55. DASA loading on the AuNP@Pclymer conjugates.

Sample CDASAafter INDASAadsorbed DASAloading
(g/L} (ug) (ug/mg)
PAR Method
AuUNP@PVA13k 0.1343 21 81
AuNP@PVA31k 0.1366 8 31
AuNP@PVA85k 0.1369 6 23
AuNP@PVAl46k 0.1360 11 42
AuNP@PEGO0.4k 0.1296 48 185
AuNP@PEG4k 0.1255 72 277
AuNP@PEG10k 0.1297 48 185
AuNP@PVP3.5k 0.1240 81 312
AuNP@PVP8k 0.1339 23 88
AuNP@PVP40k 0.1366 8 31
AuNP@PVP360k 0.1300 46 177
AuNP@PAA15k 0.1263 67 258
AuNP@P A A100k 0.1291 51 196
One-pot Method
AuNP@PVAI13k 0.1345 20 77
AuNP@PVA3lk 0.1344 20 77
AuNP@PVASS5 0.1357 13 50
AuNP@PVAl46k 0.1336 25 96
AuNP@PEGO.4k 0.1304 44 169
AuNP@PEG4k 0.1354 15 58
AuNP@PEG10k 0.1261 68 262
AuNP@PVP3.5k 0.1307 42 162
AuNP@PVP8k 0.1347 19 73
AuNP@PVP40k 0.1306 42 162
AuNP@PVP360k 0.1316 37 142
AuNP@PAA15k 0.1301 45 173
AuNP@PAA100k 0.1289 52 200
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Section 54. In vifro drug sensitivity test results
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Figure S42. Effect of dasatinib and dasatinib-loaded AuNP@PVA31k on glioblastoma stem cell via-
bility. GBM1, BT5C233, NCH421K and JHH520 cells were treated with AuNP@PV A31ks, dasatinib
(DASA 10 uM), DASA-loaded AuNP@PVA31k. Viability was assessed over 3 days using lumines-
cence assays. Data represent mean + SD; *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, **p < 0.0001.

Table 56. Short tandem repeat (STR) profiling of GSC models used in this study.

Marker GBM1 BTSC233 NCH421K JHH520
351358 16,17 14, 15 14,16 14,18
D1358317 & 11 15 8,11 12
D165539 8,13 13 10,11 9,13
D18551 14,15 15,18 13 17
D251338 18,19 17,19 14,28 17,25
CSF1PO 11,12 9,11 10,11 11
THO1 6,7 89 6 9,10
VWA 16,17 18, 19 17,18 19
D21511 29,30.2 29,30 30 29, 30
D75820 10 8,10 10,12 10,11
D55818 10, 11 12,14 11,13 11
TPOX 8 8,11 8,11 8
D851179 12,15 12,16 12,15 12,13
D195433 14 12, 14 14,16 14
FGA 23 20,15 21,25 23,25
AMEL XY X XY X
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3.3. Beitrage an weitere Veroffentlichungen

In diesem Kapitel werden alle bis zu diesem Zeitpunkt verdffentlichen Publikationen in der Rolle
als Co-Autor vorgestellt. Hierfir wurden die Kurzzusammenfassungen Ubersetzt und der

Eigenanteil an der jeweiligen Publikation gesondert hervorgehoben.

3.3.1. CD133-Functionalized Gold Nanoparticles as a Carrier Platform for

Telaglenastat (CB839) against Tumor Stem Cells

Elham Poonakim, Ann-Christin Nickel, Mehdi Shafiee Ardestani, Lars Rademacher, Marilyn Kaul,
Evgeny Apartsin, Sven G. Meuth, Ali Gorji, Christoph Janiak, UIf Dietrich Kahlert

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 5479. DOI: 10.3390/ijms23105479
Kurzfassung:

Das Versagen einer lang anhaltendenden kurativen therapeutischen Wirkung der derzeit
angewendeten Chemotherapien gegen bdsartige Krebserkrankungen wird vermutlich durch die
Unwirksamkeit solcher Interventionen bei Krebsstammzellen (engl.: Cancer stem cells, CSC)
verursacht. CD133/AC133 ist ein Zelloberflachenprotein, das nachweislich das Potenzial hat,
CSC in verschiedenen Tumoren, einschliellich Hirntumoren, zu identifizieren. Dariber hinaus
tragt eine Erhohung der Zellstoffwechselrate von Glutamin und Glukose zur schnellen
Zellproliferation einiger hochgradiger Malignome bei. Die Hemmung der Glutaminolyse durch den
Einsatz pharmakologischer Inhibitoren des Enzyms Glutaminase 1 (GLS1) kann eine wirksame
Anti-CSC-Strategie sein. In dieser Studie wurde der klinisch erprobte GLS1-Inhibitor
Telaglenastat (CB-839) in PEGylierte Goldnanopartikel geladen, die mit dem kovalent
konjugierten CD133-Aptamer (Au-PEG-CD133-CB-839) ausgestattet waren, und in vitro einer
Reihe von CD133-positiven Hirntumormodellen ausgesetzt. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Au-
PEG-CD133-CB-839 die Lebensfahigkeit von CD133-positiven Krebszellen in einer
dosisabhangigen Weise signifikant verringerte, die hdher war als die Wirkung der Behandlung
der Zellen mit den einzelnen Komponenten des zusammengesetzten Nanomedikaments.
Interessanterweise wurde die Behandlungswirkung bei Glioblastom-Stammzellen beobachtet, die
verschiedene transkriptomische Subtypen der Erkrankung modellieren. Die vorgestellte Plattform
bildet die Grundlage flr die anschliefiende Charakterisierung der Zielspezifitdt und die In-vivo-

Anwendung.
Anteile an der Publikation:

o Unterstutzung bei der praktischen Durchfuhrung experimenteller Arbeiten.
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o Durchsicht und Korrektur des Manuskripts als Co-Autor.

3.3.2. Magnesium Hydroxide Nanoneedles Derived from Anthocleista
schweinfurthii Gilg (Loganiaceae) Support Mesenchymal Stromal Cell Proliferation

and Wound Healing

Francois Eya’ane Meva, Rita Pereira, Sandrine Elodie Ngnihamye, Armel Florian Tchangou
Njiemou, Agnes Antoinette Ntoumba, Jean Baptiste Hzounda Fokou, Thi Hai Yen Beglau, Marcus
N. A. Fetzer, Marilyn Kaul, Bianca Schlierf, Ulrich Armel Mintang Fongang, Phillipe Belle Ebanda

Kedi, Simone Veronique Fannang, Marietta Herrmann, Christoph Janiak
J. Inorg. Organomet. Polym. 2025. DOI: 10.1007/s10904-025-03833-1
Kurzfassung:

Diese Studie untersucht das Wundheilungs- und Knochenreparaturpotenzial von nanoskaligem
Magnesiumhydroxid [nanoMg(OH),], das aus den Blattern von Anthocleista schweinfurthii Gilg
(Loganiaceae) gewonnen wird, einer in Afrika heimischen Pflanze, die traditionell zur Behandlung
von Verletzungen verwendet wird. Mg(OH).-AS-Nanonadeln wurden aus wassrigen Extrakten der
Blatter von Anthocleista schweinfurthii Gilg (Loganiaceae) (AS) und Magnesiumnitrat
synthetisiert. Die Verbindung wurde mittels UV-Vis, DLS, FTIR, PXRD, SEM-EDX und TEM
untersucht. Die Sicherheit der topischen Anwendung wurde anhand eines akuten
Hauttoxizitatstests an Tiermodellen untersucht. Es wurden In-vitro-Experimente zum
entzindungshemmenden Potenzial und In-vivo-Wundheilungsversuche an Wistar-Ratten
durchgefuhrt. Um die Auswirkungen von Mg(OH)>-AS auf zellularer Ebene zu untersuchen,
wurden mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmark (BM-MSCs) verwendet. Die
Mg(OH).,-Grenzflache enthadlt sekundare Metaboliten wie Polyphenole. Das Pulver-
Roéntgendiffraktogramm konnte mit dem Mg(OH)2>-Muster abgeglichen werden, und die Scherrer-
Gleichung ergab KorngréfRen von < 50 nm nach verschiedenen Temperaturbedingungen. Die
Pulver bilden Aggregate, die C-, O- und Mg-Elemente enthalten. Es wurden Nadeln von
33 £ 9 nm Lange und 4 + 2 nm Breite von Mg(OH).-AS abgebildet. Mg(OH)»-AS wurde als sicher
fur die topische Anwendung befunden. Mg(OH).-AS hat entziindungshemmendes Potenzial und
kann die Wundheilung verbessern. Im Gegensatz zu reinem Mg(OH), oder AS wurden die
Lebensfahigkeit und Proliferation der Zellen durch Mg(OH)2-AS nicht beeintrachtigt. Die
Zellmorphologie blieb nach Zugabe von Mg(OH)2-AS zum Medium unverandert. Es wurde eine

Verbesserung der osteogenen Differenzierung von BM-MSCs beobachtet. Diese Ergebnisse
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motivieren zu weiteren Forschungen hinsichtlich der Einbeziehung des Materials, das sekundare

Pflanzenstoffe in Implantaten fir die Knochenheilung fordert.
Anteile an der Publikation:

e Durchfuhrung der DLS-Messungen.

o Durchsicht und Korrektur des Manuskripts als Co-Autor.
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4. Zusammenfassung

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Charakterisierung biokompatibler
AuNP@Polymer-Konjugate in Wasser sowie deren Beladung mit einem Krebsmedikament in
Ethanol, da das Krebsmedikament eine gute Lo6slichkeit in Ethanol besal. Dabei wurde die
Stabilitat der unbeladenen als auch der beladenen AuNP@Polymer-Konjugate analysiert.
Anschlieend wurde die pharmakologische Wirksamkeit der beladenen Konjugate im Vergleich

zu dem reinen Medikament mit Hilfe von in-vitro Zellversuchen untersucht.

Im ersten Forschungsschwerpunkt wurde mittels computergestitzter Analysen von
Genomdatensatze gezeigt, dass Src-Kinase-Signalwege eine wichtige Rolle fiir die Diagnose und
das Fortschreiten von PDAC spielen und eine Dysregulation dieser Signalwege als Treiber der
Tumorentstehung dienen. Die Untersuchung der Uberlebensraten bestatigten, dass die
Aktivierung des Src-Kinoms ein vielversprechendes therapeutisches Ziel darstellt. AuRerdem
wurde belegt, dass das Src-Familienmitglied BLK an der Entstehung von PDAC bei Diabetes
Patienten beteiligt sein kdnnte. Trotz des Potenzials von Src-Inhibitoren zur Verbesserung der
Standardchemotherapie blieben die Ergebnisse klinischer Studien mit dem Src-Inhibitor DASA
bislang enttduschend. Fir die Uberwindung der starken DASA-Resistenz gegenliber PDAC
wurden goldnanopartikelbasierte Systeme fiir die Wirkstoffverabreichung entwickelt. DASA ist ein
klinisch eingesetzter niedermolekularer Inhibitor der Src-Kinase-Familie, die eine zentrale Rolle
bei der Signalibertragung spielt. Es hemmt die Signalibertragung der Src-Tyrosinkinasen,
wodurch das Wachstum und die Zellteilung der Krebszellen gestoppt werden kénnen. Da die
Wirkung von DASA bereits klinisch untersucht wurde, sollte die Anbindung an der AuNP-
Oberflache Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen erfolgen, um so eine Strukturveranderung
und folglich eine Beeintrachtigung der Wirkung zu vermeiden. Die Hirde an der DASA-Anbindung
ist die schlechte Wasserldslichkeit und die geringe chemische Reaktivitdt von DASA. Aus den
vorigen genannten Grinden wurde fir die Herstellung und Stabilisierung der biokompatiblen
Goldnanopartikel-Systeme das Polymer PVA eingesetzt. Mit Hilfe des Eintopfverfahrens wurden
die AuNP@PVA in Waser synthetisiet und fur die anschlieRende Beladung des
wasserunldslichen Medikaments DASA wurden die AUNP@PVA in Ethanol dispergiert. Mit Hilfe
von TEM konnte trotz des Lésungsmittelwechsels keine Agglomeration der AuNP festgestellt
werden. Mit Hilfe von weiteren Analytikmethoden wie UV-Vis, IR und Zeta-Potenzial konnte
qualitativ die Beladung des Medikaments gezeigt werden. Unter Verwendung der HPLC wurde
die Beladungsmenge von DASA quantifiziert. Es konnten 2,7 DASA-Molekile pro einzelnem
AuNP@PVA beladen werden. Fur die Internalisierung der AUNP@PVA in die PDAC Zellen
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wurden diese mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) funktionalisiert. Mittels
Fluoreszenzmikroskopie konnte nur eine geringe zellulare Aufnahme der AUNP@PVA-FITC
Partikeln festgestellt werden. Nach der Charakterisierung der AUNP@PVA-DASA Proben wurde
die Wirkung dieses Systems an PDAC Krebszelllinien untersucht. Zusammenfassend konnte
keine wesentliche verstarkte Wirksamkeit des Medikaments an den Goldnanopartikel-Systemen
im Vergleich zum freien Medikament gezeigt werden. Die bioinformatischen Analysen bestatigen,
dass das Src-Familienmitglied LYN eine zentrale Rolle bei der Pathophysiologie des PDAC spielt.
LYN zeigte eine signifikante Assoziation mit Tumorgrofle und Krankheitsstadium sowie eine
erhdhte Expression im DASA-sensitiven Zellmodell COLO357. Frihere Studien stiitzen diese
Befunde, die eine Uberaktivierung von LYN in PDAC und seine Bedeutung als Uberlebensfaktor
und Resistenzmediator der Krebszellen feststellen. Ebenfalls unterstitzen die untersuchten
Zellliniendaten die Wichtigkeit von LYN bei PDAC weiter, da eine hohe mRNA-Expression von
LYN die Sensitivitdt gegentber DASA erhdhen koénnte. Erganzend wurde eine erhebliche
Uberregulierung des BLK in Tumoren von Diabetes-Patienten im Vergleich zu nicht Diabetikern
beobachtet, die mit einer verklrzten Lebenszeit assoziiert ist. Zugleich wurden die Risikofaktoren
der Src-Mitglieder hinsichtlich der Entwicklungsforderung von perineuraler Invasion (PNI) in
Tumoren untersucht, um eine Basis fiur die Entwicklung des AUNP@PVA-DASA-Systems zu
schaffen, welches gezielt auf dieses Protein ausgerichtet ist. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass
die Src-Signalumgebung vermutlich keine Rolle in der durch PNI-vermittelten Biologie von PDAC
spielt. Obwohl die Untersuchungen keine Unterschiede ergaben, deuten die Ergebnisse
daraufhin, dass die Kandidaten LYN und BLK als potenzielle therapeutische Zielstruktur in der

Pankreasonkologie von Bedeutung sein kdnnen.

Zur Verbesserung der praktischen Anwendbarkeit lag der zweite Forschungsschwerpunkt starker
auf der Optimierung der kolloidalen Stabilitdt der AuNP-Arzneimitteltragersysteme sowohl in
Wasser als auch in Ethanol. Folglich wurden erneut Polymere zur nichtkovalenten Bindung des
Medikaments und zur Stabilisierung der AuNP eingesetzt. Neben PVA kamen PEG, PVP und
PAA zum Einsatz, um den Einfluss verschiedener funktioneller Gruppen zu untersuchen und zu
testen, welche Polymere die Anlagerung von DASA durch intermolekulare Krafte beglinstigen
kénnen. Zusatzlich zu den funktionellen Gruppen sollte der Einfluss der Kettenlange des
Polymers sowie die Synthesemethoden fir die Herstellung der AuNP@Polymer-Konjugate
untersucht werden. Dafur wurden die zuvor genannten Polymeren entsprechend mit
unterschiedlichen Kettenlangen eingesetzt. Die Synthese der AuNP@Polymer-Konjugate
erfolgte entweder mittels der Eintopfsynthese oder der PAR Methode. TEM zeigte, dass stabile

Konjugate in Wasser mit Hilfe der PAR und der Eintopfmethode hergestellt werden konnte. Die
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GoldkerngroRe der in Wasser dispergierten Konjugate lagen zwischen 11 bis 18 nm und die in
Ethanol dispergierten Konjugate wiesen eine Goldkerngrofie von 11 bis 19 nm auf. Die DLS wies
fur die meisten Proben fur beide Synthesemethoden und Lésungsmittel einen hydrodynamischen
Durchmesser von 20 bis 70 nm auf. Abschlie3end zeigte sich, dass die Konjugate mit PVA sowohl
in Wasser als auch in Ethanol die héchste Stabilitat aufwiesen, hingegen die Konjugate mit PEG
in Ethanol eine geringe Stabilitat zeigten. Die Polymere PVP und PAA lieferten Resultate, die
I6sungsmittel- und molekulargewichtsabhangig sind. Mit PEG, PVP und PAA konnte DASA
erfolgreich auf die AuNP-Konjugate beladen werden, jedoch nicht mit PVA. Die PAR Methode
fuhrt bei allen Polymeren zu sphéarischen und stabilen AuNP, wahrend die Eintopfsynthese

teilweise anisotrope oder aggregierte AUNP produzierte.
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