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Neuartig funktionalisierte SPIONs in einer
Polymer-Matrix als alternatives MRT-
Kontrastmittel

Das bei MRT-Untersuchungen verwendete Gadoliniumhaltige
Kontrastmittel lagert sich im zentralen Nervensystem und
Gewebe ab und erhoht so das Risiko fiir eine nephrogene
systemische Fibrose. In dieser Arbeit wurde ein alternatives
Kontrastmittel auf Basis von Nanopartikeln (SPIONs) mit einer
Cross-linked-Polymer-Matrix hergestellt und spektroskopisch
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass es die Anforderungen
erfiillt und teilweise sogar bessere Werte aufweist.
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Neuartig funktionalisierte SPIONs in einer
Polymer-Matrix als alternatives MRT-Kontrastmittel

1.1 Ideenfindung

Die Erforschung des Magnetismus, ins-
besondere des Quantenmagnetismus,
geht Hand in Hand mit vielen heutzu-
tage unverzichtbaren Technologien [1].
Besonders im medizinischen Sektor
wurde durch die Entdeckung des Quan-
tenmagnetismus die Magnetresonanz-
tomographie (MRT) zur Abbildung des
Kérperinneren moglich. Ein wichtiger
und hilfreicher Bestandteil des MRT ist
das Kontrastmittel. Im Jahre 2017 wur-
de jedoch festgestellt, dass die Gadoli-
nium-haltigen Kontrastmittel toxisch
sind. Gadolinium lagert sich im zent-
ralen Nervensystem und im Gewebe ab
[2]. Daraus resultiert die Gefahr, an ei-
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ner nephrogenen systemischen Fibrose
[2] zu erkranken.

Die Nanomedizin gewinnt stetig an Be-
deutung. Unter anderem tauchten vor
knapp 20 Jahren Ideen wie Drug-De-
livery-Systeme und effiziente Diagno-
severfahren auf. Basierend auf diesem
neuen Forschungsfeld entstanden Ideen
zur Nutzung der magnetischen Eigen-
schaften von Nanopartikeln [3], insbe-
sondere von superparamagnetischen
Eisenoxid-Nanopartikeln (engl. Super-
paramagnetic Iron Oxid Nanoparticles
(SPIONs)) im MRT. Dieses grofle und
komplexe Gebiet erstreckt sich von rei-
nen Polymer-Nanokompositen [4], wo
bei der Funktionalisierung nur die ste-
rische Stabilisierung genutzt wird, bis
hin zur rein statisch stabilisierten Na-
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nokompositen [5], die in Korea von ei-
ner Forschungsgruppe in Zusammen-
hang mit der Zytotoxizitdt untersucht
wurden. Aufgrund des groflen Poten-
zials und Fortschritts in diesem Gebiet
entstand die Idee, dort mit dem vorlie-
genden Projekt anzukniipfen.

In der vorliegenden Arbeit geht es um
die Synthese von SPIONs und deren
Funktionalisierung mittels einer neu-
en Form einer Polymer-Matrix. SPI-
ONs haben die Eigenschaft, ohne
Funktionalisierung zu koagulieren.
Das bedeutet, dass diese verklumpen
und somit grofiere Partikel entstehen,
die andere Eigenschaften haben als die
urspriinglichen SPIONS. Fiir die Funk-
tionalisierung wird eine statische und
eine sterische Stabilisierung durchge-
fihrt. Bei der statischen Stabilisierung
reichern sich Gegenionen an die ge-
ladene Oberfliche des SPION an und
kompensieren somit die Oberfliachen-
ladung. Diese Gegenionen bilden eine
Ionenschicht, die nicht direkt auf der
Oberflache sitzt. Diese Schicht wird
auch Stern-Schicht genannt und be-
steht aus zwei Schichten, der inneren
Helmbholtz-Schicht (Gegenionen) und
der dufleren Helmholtz-Schicht. Da-
durch koagulieren die SPIONs nicht
mehr, da sich gleichnamige Ladun-
gen abstoflen. Die statische Stabilisie-
rung wird mit funktionellen Gruppen
durchgefithrt. Zusétzlich wird eine
sterische Stabilisierung durchgefiihrt,
bei der Polymerketten an die SPION-
Oberfliche angeheftet werden. Die-
se Polymerketten werden als thermo-
dynamisches System betrachtet, wobei
die Beweglichkeit der Ketten die En-
tropie charakterisiert. Wird die Be-
weglichkeit z. B. durch Annidhrung der
Teilchen verringert, kommt es zu einer
entropischen Abstoflung. Damit soll
erreicht werden, dass durch die Kom-
bination von entropischer Abstoflung
und statischer Stabilisierung die Stabi-
litdt und Sicherheit der SPIONs erhéht
wird. Auflerdem wird ein Cross-Lin-
king bei den Polymerketten durchge-
fithrt und so die Koagulationsrate wei-

ter verringert.
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1.2 Eigenschaften von
Kontrastmitteln

Sollen SPIONs als Kontrastmittel beim
MRT eingesetzt werden, so miissen sie
bestimmte Eigenschaften haben.

Der Durchmesser sollte zwischen
40 nm und 120 nm liegen. Sind die SPI-
ONs kleiner, konnen sie nicht iiber den
Eisenstoftwechsel ausgeschieden wer-
den. Bei einem Durchmesser grofier als
120 nm, wiirden sich die SPION's wie Se-
diment in den Blutgefafien ablegen und
somit die Blutgefafle verstopfen [8], [9].

Zudem sollten alle Teilchen des Kon-
trastmittels etwa gleich grof8 sein, was
gleichbedeutend mit einem Polydisper-
sitatsindex von kleiner als 0,5 ist. Das
Zeta-Potenzial gibt Auskunft Gber die
Qualitdt der statischen Stabilisierung,
also wie gut die elektrische Doppel-
schicht ausgebildet ist, und sollte klei-
ner als -30 sein [12]. Und natiirlich
sollte das Kontrastmittel Zellen und
Gewebe moglichst wenig schadigen,
also eine kleine Zytotoxizitit aufweisen.
Gadolinium-haltige Kontrastmittel
sind positive Kontrastmittel, welche
z. B. Gewebestrukturen heller und sig-
nalreicher darstellen. Dies bedeutet das
die T - und T,-Zeiten verkiirzt werden,
somit sollen auch die SPIONs eine ver-
kiirzende Wirkung auf die beiden Rela-
xationszeiten haben.

2.1 Dynamische Lichtstreuung

Fiir die Bestimmung des Zeta-Potenti-
als, des Polydispersitatsindex (PDI) und
des hydrodynamischen Durchmessers
Z wird die dynamische Lichtstreuung
(DLS) genutzt: Es wurde das Gerat Ze-
ta-Sizer Nano ZS von Malvern Instru-
ments eingesetzt.

Das DLS beruht auf dem Prinzip des
Doppler-Effekts. Aufgrund der Brown’-
schen Molekularbewegung, bewegen
sich die Kolloide zufillig, und das Licht

o

Seite 3

wird nach der Rayleigh-Streuung ge-
streut, zudem ist die Geschwindigkeit
des Kolloids gréflenabhéingig. Es wird
Licht eines Lasers auf die Kolloid-Dis-
persion eingestrahlt, wodurch es zu In-
tensitdtsfluktuationen des Streustrahls
kommt. Diese werden detektiert und
registriert. Durch diese Daten kann die
Diffusionsgeschwindigkeit der Kollo-
id-Dispersion berechnet werden. Da
die Diffusionsgeschwindigkeit gréfien-
abhéngig ist und kleinere Partikel sich
schneller bewegen als grofiere, kann
tiber die Stokes-Einstein-Beziehung
der hydrodynamische Durchmesser be-
stimmt werden.

Vor der PDI- und Z-Messung werden
alle Proben in Einweg-Kiivetten mit
Wasser verdiinnt. Die Verdiinnung wird
nach Augenmaf$ durchgefithrt. Um Un-
genauigkeiten zu vermeiden, wurde bei
der Verdiinnung eine Referenzprobe als
Vergleich hinzugezogen. Der Wasseran-
teil hat fiir das DLS keine Relevanz. Die
Messung wird bei 20 °C durchgefiihrt.
Alle Messungen wurden dreimal durch-
gefiithrt.

Fiir die Bestimmung des Zeta-Potenti-
als werden die Proben aus den Kiivet-
ten, in eine andere Kiivette gespritzt.
Bevor eine Probe umgefiillt wird, wird
die Zeta-Potential Kiivette mehrfach
mit Ethanol gespiilt, danach mit vier-
fach destilliertem Wasser und schlief3-
lich mit Luft. Die Messung wird bei
25 °C durchgefiihrt.

2.2 Flammen-Atomabsorptions-
spektroskopie

Die Flammen-Atomabsorptionsspek-
troskopie (F-ASS) wird genutzt fir die
quantitative Analyse von unterschiedli-
chen Elementen (Bestimmung der Kon-
zentration). Die Methode beruht auf der
Resonanzabsorption von Gasen, da Gase
definierte Wellenldngen absorbieren.

Fiir die F-AAS-Untersuchung ist eine
Stammlosung und eine konzentrier-
te Losung notwendig, Fir die konzen-
trierte Losung werden 50 pl der Probe
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mit 350 pl Wasser und 450 pl Salpeter-
sdure gemischt. Fir die Stammldsung
werden 100 pl der Probe mit 300 pl
Wasser und 400 pl Salpetersdure ge-
mischt. Alle praparierten Proben kom-
men fiir zwei Stunden bei 65 °C in den
Trockenschrank und werden danach
gemessen.

2.3 Messung der
Relaxationszeiten

Die Relaxometrie ist essenziell im MRT
und wird mithilfe eines Kernspinreso-
nanzspektroskops von Aglient Techno-
logies (Cary 630 FT IR) iiberpriift.

Fir die Bestimmung der Relaxations-
zeiten muss eine Stammldsung ange-
fertigt werden. Mittels dieser wird eine
hergestellt. Die
Stammlosung erhélt man, indem 100 pl
der jeweiligen Charge mit 900 ul Was-
ser verdiinnt werden. Nun wird mithilfe
dieser Stammldsung eine Konzentrati-
onsreihe (100 %, 80 %, 60 %, 30 %, 10 %)
mit einem Einzelvolumen von 300 ul
fiir jede Probe erstellt.

Konzentrationsreihe

Die Proben werden nach diesen Ver-
hiltnissen pipettiert. Jedes Rohrchen
kommt fir finf Minuten in das Kern-
spinresonanzspektroskop (NMR), um
es zu temperieren. Die Temperatur liegt
bei ca. 37 °C, um die Bedingungen im
menschlichen Organismus nachzustel-
len. Aus zeitlichen Griinden konnten
nur die T - und T,-Zeiten der Charge
A5 und A02 sowie die T,-Zeit der Char-
ge A0 (siehe Tab. 1) ermittelt werden.

Es werden zwei verschiedene Sequen-
zen, wie sie in [13] beschreiben werden,
verwendet.

2.3.1 Spin-Spin-Relaxation mit dem
Spin-Echo-Experiment

Die Messung der T,-Relaxationzeit wird
mittels des Spin-Echo-Experiments
durchgefiithrt. Die Impulsfolge lautet:
90° - 7 - 180° - (1. Echo) - 7 — 180° -
(2. Echo) - 7 - 180° - (Echo) - 7 - 180°
- (4. Echo)

(\
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Die Spins befinden sich vor der Se-
quenz in einer Phasenbeziehung, wel-
che mit der Zeit abnimmt (Dephasie-
rungsprozess) (siche Abb. 1). Wihrend
des Dephasierungsprozesses wird nach
einer definierten Zeit 7 eine Anregung
mittels eines 180°-Pulses gemacht. Da-
durch findet eine Rephasierung statt.
Das heiflt, ein Grofiteil der Phasenbe-
ziehung wird kurzfristig wiederherge-
stellt und dephasiert danach erneut. Es
werden insgesamt drei Scans (Wieder-
holungen) durchgefiihrt.

2.3.2 Spin-Gitter-Relaxation mit dem
Inversion-Recovery-Experi-
ment

Die Messung der T, -Relaxationszeit
wird mit dem Inversion-Recovery-Ex-
periment durchgefiihrt. Das Inversion-
Recovery-Experiment besitzt die Im-
pulsfolge:

180°- 1 - 90° - FID (Messung) - T - 90°-
FID (Messung) - T - 90° - FID (Mes-
sung) - T - 90°- FID (Messung)

Es wird ein 180°-Puls eingesetzt (siche
Abb. 2), um die longitudinale Magne-
tisierung der z-Komponenten auf die z-
Achse zu flippen. Im Laufe der Zeit flip-
pen die z-Komponenten wieder auf die

90° Puls

" . < 180° Puls

z
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z-Achse und sittigen die longitudina-
le Magnetisierung. Jedoch wird in be-
stimmten Zeitabstinden 7 ein 90°-Puls
eingesetzt, um die Anteile der anwach-
senden longitudinalen Magnetisierung
zu messen, dadurch wird schrittweise
die Sattigung gemessen. Es werden drei
Scans durchgefiihrt.

2.4 Messung der Zytotoxizitat

Um Aussagen iiber die Zytotoxizitit zu
treffen, wurden Tests mit 3-(4,5-Dimet-
hylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoli-
umbromid (MTT-Assays) an humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK-Zel-
len) am Institut fiir Klinische Pharma-
kologie und Toxikologie durchgefiihrt.
Hierbei wird die Viabilitdt einer Zell-
kultur gemessen.

Die Zellen werden in vitro mit einem
gelben Tetrazoliumsalz behandelt, um
ihre Lebensfihigkeit bzw. den Anteil le-
bender Zellen zu ermitteln. MTT ist ein
Farbstoft, der durch mitochondriale De-
hydrogenasen lebender Zellen metabo-
lisiert wird. Das fiithrt schliefllich zur
Bildung von dunkelblauen Formazan-
Kristallen. Diese Kristalle sammeln
sich in den proliferierenden und unbe-
schiadigten Zellen. Das besondere hier-

Abb. 1: Darstellung des Dephasierungs- und Rephasierungsprozess

eines Spinsystems beim Spin-Echo-Experiment

Abb. 2: Messung der longitudinalen Magnetisierung eines Spinsystems

mittels Inversion-Recovery-Experiment

/‘\
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bei ist, dass die Bildung der dunkelblau-
en Kristalle proportional zu der Anzahl
an proliferierenden Zellen ist [10].

3.1 Synthese mittel Thermolyse

Das Ziel ist, monodisperse und kris-
talline SPIONs nach Yu et al. [6] her-
zustellen. Die Reaktion wurde unter
Stickstoffatmosphére  durchgefiihrt.
Der Ligand ist Diethylenglglycol (DEG).
DEG wird genutzt, um die Nanoparti-
kel spater durch Zufiihrung von Ace-
ton in eine wissrige Losung tberfiih-
ren zu konnen. In einen Dreihalskolben
mit Kithler, Temperaturfiihler und Sep-
tum wurden 2 mmol Eisen(III)-acetyla-
cetonat und 10 mmol 1,2-Hexadekandi-
ol eingewogen. Anschlieffend wurden
6,0 mmol Olséure, 6,0 mmol Oleylamin
und 20 ml Diphenylether hinzugegeben.
Die Dispersion wurde fiir zwei Stunden
auf 200 °C erhitzt und anschlieffend bei
Raumtemperatur abgekiihlt. Die Stick-
stoffatmosphare ist notig, damit der Li-
gand nicht zu frith abgespalten wird, da
sonst die Dispersion polydispers wiirde.
Es konnten schliefSlich SPIONs vorlie-
gend in einer DEG-Losung hergestellt
werden.[6][11]

3.2 Funktionalisierung
der Grenzflache und
Cross-Linking

Die vier synthetisierten SPION Char-
gen wurden mit einem Di-Block-Poly-
mer und einer jeweils anderen funktio-
nellen Gruppe stabilisiert (siehe Tab. 1).
Das Di-Block-Polymer besteht aus Poly-
ethylenoxid (PEO) und Polyisopren (PI)
(siehe Abb. 3).

Das Cross-Linking wurde fiir die in
Tab. 1 aufgelisteten Chargen standard-
maflig mittels eines Radikalstarters
(2,2’-Azobis  (2-methylpropionitrile))
erzeugt. Von der Charge A0 wurde ein
Teil vor dem Cross-Linking abgenom-
men und mit zwei anderen Cross-Lin-
king-Verfahren behandelt. Die Charge

(\


https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-02.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-tab-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-tab-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-02.jpg

Seite b

Tab. 1: Hergestellte Chargen und ihre jeweilige Bezeichnung

A1l Amin- NH, Initiator AIBN
Carbonsaure- ..
A3 COOH Initiator AIBN
A5 Polyethylen- Methoxid - Initiator AIBN
. OHMe
oxid und
A0 Polyisopren Hydroxyl- OH | Nicht vorhanden
A01 Hydroxyl- OH | Initiator VA-044
A02 Hydroxyl- OH | UV-P

A01 wurde mit dem Initiator 2,2-Azo-
bis[2-(2-imidazolin-2-yl)propan]dihy-
drochlorid (VA-044) behandelt. Die
Charge AO02 erhidlt ihr Cross-Linking
mittels des neuartigen UV-P-Verfah-
rens, wobei durch ultraviolettes Licht
die Polymerisation induziert wird. (Da
das UV-P-Verfahren der Arbeitsgruppe
Weller der Universitdit Hamburg noch
nicht veroffentlicht ist, kann es im Rah-
men dieser Arbeit nicht ndher beschrie-
ben werden.)

Im Einzelnen wurden folgende Schrit-
te durchgefiihrt: 25 ml der SPION-L6-
sung wurden mit 15 ml Aceton ver-
mischt. Da die Eisenoxid-Nanopartikel
in DEG vorliegen, dient das Aceton auf-
grund seiner Polaritat dazu, die Losung
zu destabilisieren. Das SPION-Aceton-
Gemisch wurde zentrifugiert, um das
DEG und das Aceton zu entfernen. Das
verbliebene Sediment wurde mit Stick-
stoff getrocknet. Der néchste Schritt
war die Zugabe von Toluol in das Rohr-
chen mit dem Sediment. Dieses wur-
de dann ins Ultraschallbad gelegt, um
die Partikel voneinander zu 16sen. Nach
dem Ultraschallbad wurde Aceton in
die Losung gegeben, um die Losung er-
neut zu destabilisieren, damit der Li-
gand komplett entfernt werden kann.
Nun wurde die Losung ein weiteres Mal
zentrifugiert, das tiberschiissige Disper-
sionsmedium entfernt und die Rohr-
chen mit dem jeweiligen Sediment ab-
gewogen. So wurden insgesamt 300 mg
SPIONs gewonnen.

o

Als nichstes wurde jeweils 10 ml Te-
trahydrofuran (THF) in die Rohrchen
gefiillt und ins Ultraschallbad gelegt.
Anschliefend wurde in beide Réhr-
chen Olséure als neuer Ligand hinzuge-
fiigt. Nun wurden 100 mg 2,2'-Azobis
(2-methylpropionitrile)-AIBN abgewo-
gen, welche als Initiator dienen. Die Po-
lymere mit der jeweiligen funktionellen
Gruppe (Tab. 1) wurden in THF gelost,
mit dem Vortextmischer gemischt und
ins Ultraschallbad gelegt. Wahrenddes-
sen wurden mittels Spitzenfiltration die
SPIONS filtriert, um mogliche Cluster
zu entfernen.

Die filtrierte SPION-Losung wur-

de nun in einem Mischpult mit Was-
Dabei

ser gemischt: werden die

SPION-Losung und das  Was-
ser mit Pumpen in dinnen Strah-
len in eine Mischkammer gespriiht,
wo sie direkt aufeinandertreffen.
Anschlielend werden die SPIONs und
die Polymere gemischt, um die SPI-
ONs zu funktionalisieren und das
Cross-Linking zu erzeugen. Alle Char-
gen werden in den jeweiligen Kolben
im Versuchsaufbau mit dem Initiator
und dem Quervernetzer Diviniylbenzol
vermischt. Die Chargen A0l und A02
werden aus der Charge A0 abgenom-
men, um A02 spiter mittels UV-P quer
zu vernetzen und A0l mit dem VA-
044-Initiator zu behandeln. Die Kolben
werden mit Heizpilzen auf 85 °C erhitzt.
Die Reaktionszeit betrdgt zwei Stunden.
Als Letztes werden die einzelnen Char-
gen magnetisch aufgereinigt, um mog-
liche koagulierte Partikel zu entfernen
sowie die Losung in eine wissrige Lo-
sung zu tiberfithren.

Die Charge AOl ist vorzeitig gealtert
und wurde nicht weiter untersucht. Der
Grund fiir die vorzeitige Koagulation
liegt im fehlenden
Stabilitit von Kolloiden ist auch von
der Konzentration der Tenside in den
einzelnen Emulsionsphasen abhingig.
Tween
Konzentration zu steigern, aufgrund
des Fehlens von Tween in A0l und

Tween. Die

wird verwendet, um die

H;C

Abb. 3 Struktur von Polyethylenoxid, PEO (oben)

und von Polyisopren, Pl (unten).
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Tab. 2: Ergebnisse der @
F-AAS-Messung.

Charge Fe-Konzentration
9 in mg/L

Al 1069,4
A3 1407,6
Ab 999,56
A0 1187,1
A02 3080,9

dem VA-044 war die Konzentration zu
niedrig. [7]

4. Ergebnisse der
Charakterisierung

4.1 Konzentrationsbestimmung

Die Eisenkonzentration aller Pro-
ben, die fir die spiteren Toxizitdtstests
erforderlich ist, wurde mit der Flam-
men-Atomabsorptionsspektroskopie
(F-AAS) bestimmt.

Tab. 2 zeigt die Ergebnisse der F-AAS-
Messung. Die Proben Al, A3, A5 und A0
weisen dhnliche Konzentrationen auf.
Dagegen weist die Probe A02 eine deut-
lich hohere Eisenkonzentration auf. Dies

Abb. 4: TEM-Aufnahme der SPIONs ohne Polymer-Matrix.
Der Durchmesser betragt 14,5 nm * 4,4 %.

lasst sich auf die Cross-Linking-Metho-
de UV-P zuriickfithren: Durch das Quer-
vernetzen in der AO-Charge liegt die Par-
tikel-Koagulationsrate hoher. Dadurch
werden mehr Partikel in der magneti-
schen Aufreinigung entfernt, weil diese
durch vorzeitige Alterung zu grofl wur-
den. Daraus resultiert wiederum, dass die
UV-P-Methode einen positiven Einfluss
auf die Stabilitit hat. Diese Aussage muss
durch konkrete Messungen des Zeta-Po-
tentials bestatigt werden. Allgemein ist je-
doch die Konzentration von allen Char-
gen im erwarteten Rahmen.

4.2 Topologie der SPIONs

Mithilfe des Transmissionselektronen-
mikroskops (TEM) wurde die Form
und die Grof8e der hergestellten SPIONs
untersucht.

Abb. 4 zeigt SPIONs ohne Funktiona-
lisierung. Es ist zu erkennen, dass die
SPIONSs alle kugelig geformt und un-
gefdhr gleich grof sind (monodispers).
Ihre Groflenabweichung untereinander
betragt lediglich 4,4 %. Im Vergleich zu
dem bisher genutzten Kontrastmittel

a)

b)
Abb. 5: TEM-Aufnahme der SPIONs mit Polymer-Matrix, Charge AO, a) Ubersicht b) einzelnes SPION

©

doi: 10.7795/320.202307


https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-04.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-tab-02.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2019/06/JUWI-06-19-img-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2019/06/JUWI-06-19-tab-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-04.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-img-05.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/07/JUWI-07-23-tab-02.jpg

JUNGE wissenschaft 07/23 |

Intensitat / %

T T J
1 10 100 1000
Durchmesser / nm

a)

Intensitat / %

T T 1
1 10 100 1000
Durchmesser / nm

d)

A

Intensitat / %

T T 1
1 10 100 1000
Durchmesser / nm

b)

Intensitat / %

T T 1
1 10 100 1000
Durchmesser / nm

e)

Abb. 6: Die Verteilung der Teilchendurchmesser der Chargen a) A1 b) A3 c) Ab d) A0 e) A02
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Resovist (Bayer AG ehem. Schering AG,
Deutschland), das eine Abweichung von
bis zu 35 % besitzt, haben die hier syn-
thetisierten SPIONSs eine deutlich hohe-
re Monodispersitit.

In Abb. 5 sind TEM-Aufnahmen der
SPIONs mit Polymer-Matrix abgebil-
det. Daraufist zu erkennen, dass die Po-
lymer-Matrix naherungsweise die vor-
gesehene Kugelform besitzt und nicht
beschadigt ist. Diese TEM-Aufnahmen

stammen von der Charge A0. Die ib-
rigen Chargen sehen dhnlich aus. Das
Cross-Linking ist auf den Bildern nicht
sichtbar, da dies das raumliche Aufl-
sungvermdgen des TEM iiberschreitet.

4.3 Hydrodynamischer
Durchmesser und
Polydispersitatsindex

In Abb. 6 ist die Groflenverteilung der

Tab. 3: Polydispersitatsindex @
(PDI) und hydrodynamischer

Durchmesser Z
ECRE
A1 0,346 89,19
A3 0,244 85,38
Ab 0,215 56,70
A0 0,202 65,24
A02 0,324 66,33

Durchmesser der jeweiligen Charge zu
Tab. 4: Zetapotential der @
verschiedenen Chargen

Al -21,8
A3 -30,7
Ab -22,5
A0 -10,6
AO02 -16,1

doi: 10.7795/320.202307

erkennen. Die Durchmesser aller Par-
tikel liegen, wie gefordert, im Intervall
zwischen 40 nm und 120 nm.

In Tab. 3 sind der Polydispersitatsin-
dex (PDI) und der hydrodynamischer
Durchmesser Z aufgelistet. Alle Proben
haben einen PDI unter 0,5 und kénnen
deshalb als monodispers bezeichnet
werden. Der sehr gute PDI-Wert liegt
an den experimentellen Rahmenbedin-
gungen, wie der Stickstoff-Atmospha-
re und der frithzeitigen Stabilisierung.
Ein niedriger PDI-Wert bedeutet, dass
die weiteren Aussagen iber die Eigen-
schaften der SPIONs reprisentativ fiir
alle Partikel sind.

Die Z-Werte der Chargen A02 (66,33
nm) und A0 (65,24 nm) sind fast gleich
grof3. Daraus ldsst sich folgern, dass das
UV-P keinen Einfluss auf die Matrix der
SPIONs mit der OH-Gruppe hat. Der Z-
Wert der Charge A3 betridgt 85,38 nm
und kann auf die COOH-Gruppe zu-
riickgefiihrt werden, welche aufgrund
des Molekiils dazu beitragt, dass im
Vergleich zu den A02- und AO-Proben
die Matrix grofler ausfillt. Die Char-

o
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Abb. 7: Kehrwert der Relaxationszeiten der Charge A5 in Abhéngigkeit der Konzentration a) T, -Zeit b) T,-Zeit
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ge Al besitzt einen hydrodynamischen
Durchmesser von 89,19 nm, was auch
auf die funktionelle Gruppe (Amin) zu-
riickgefiihrt werden kann. Die Char-
ge A5 hat einen hydrodynamischen
Durchmesser von 56,70 nm, was eben-
falls auf die funktionelle Gruppe (Met-
hoxy) zuriickgefiihrt werden kann.

4.4 Zeta-Potential

Die Messung des Zeta-Potentials er-
moglicht es, Aussagen iiber die Stabili-
tit des Systems zu treffen.

In Tab. 4 sind die Ergebnisse der Mes-
sung aufgelistet. Geht das Zeta-Potenti-
al gegen null, so koaguliert das System.
Dabher sollte ein méglichst hoher, abso-
luter Wert fiir das Zeta-Potential erzielt

werden. Die Vorzeichen der Potentiale
sind abhidngig vom pH-Wert der funk-
tionellen Gruppen. Die Werte sind hier
negativ, da wir einen pH-Wert unter 7,5
haben. Im Folgenden wird nur noch mit
den absoluten Werten argumentiert.

Zuerst werden die A02- und A0-Probe
verglichen. Es konnte gezeigt werden,
dass aufgrund der Cross-Linking-Me-
thode UV-P, die Stabilitit der SPIONs
hoher ist als die der anderen A0-Char-
gen. Die A0-Charge hat ein Zeta-Po-
tential von 10,6 und die A02 Probe von
16,1. Das bedeutet, dass das UV-P einen
Einfluss auf die Stabilitit von kolloida-
len Systemen hat. Aufgrund des UV-P
ist die Sternschicht bzw. die innere und
auflere Helmholtz-Schicht stirker aus-
geprigt. Das bedeutet wiederum, dass

die jeweiligen Ionen fester an der Ober-
fliche gebunden sind und zudem die
Dicke dieser Schicht grofer ist. Somit
ist das Verhdltnis zwischen Kationen
und Anionen zugunsten der Kationen
ausgelegt, d. h. der Anteil der Kationen
in dieser Ebene ist hoher. Aus diesem
Grund werden die attraktiven Krifte
nicht nur kompensiert, sondern die re-
pulsiven Krifte dominieren. Dies fiihrt
dazu, dass das System nicht koaguliert.

Die Charge Al weist ein Zeta-Potential
von 21,8 auf, was auf eine ideale Stabili-
tat hinweist, die Charge A5 hat mit 22,5
ebenfalls ein hohes Zeta-Potential und
die Charge A3 mit 30,7 das hochste Ze-
ta-Potential.

1T, in1/s

7 y=0,113x +0,4888
R?=0,9875

0 10 20 30
cinmmol/|

a)

y=11,753x + 0,441
R2=0,9866

b)

Abb. 8: Kehrwert der Relaxationszeiten der Charge A02 in Abhangigkeit der Konzentration a) T,-Zeit b) T,-Zeit

4 6 8 10 12
cin mmol/I
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T,-Zeit

Tab. 5: T,- und T-Zeit der Charge A5 in Abhangigkeit der Konzentration. Das Magnetfeld betrug 1,5 T.

T, Zeit

__
Konzentration Konzentration Messung 2 Messung 3
in mmol/I in mmol/| in ms in ms

100 % 17,8981 2416 +0,2 3,5796 15,010 + 0,004 15,015 + 0,004 | 15,016 + 0,004
80 % - 2,8637 18,880 + 0,006 18,886 + 0,006 | 18,894 + 0,006
60 % 10,7389 884 + 2 2,1478 65,80 + 0,004 65,81 + 0,004 | 65,87 = 0,004
30 % 5,3694 7498 +7 1,0739 51,43 + 0,02 51,45 + 0,03 52,44 + 0,03
10 % 1,7898 1607 + 8 0,3579 155,8 +0,4 155,7+ 0,4 155,8 + 0,3

Tab. 6: T, und T-Zeit der Charge A02 in Abhéngigkeit der Konzentration. Das Magnetfeld betrug 1,5 T.

(o)

Konzentration Messung Konzentration Messung 1 Messung 2 Messung 3
in mmol/I in ms in mmol/l in ms in ms in ms
100 % 55,1670 152,2 + 0,1 11,0335 7,987 = 0,004 8,012 + 0,004 | 8,025 + 0,005
80 % - 8,8268 9,026 + 0,006 9,049 + 0,005 | 9,054 + 0,005
60 % 33,1007 217,3+0,1 6,6202 12.285 + 0,005 12,302 + 0,006 | 12.315 + 0,005
30 % 16,5503 4748 +0,3 3,3101 30,21 + 0,01 30,27 + 0,01 30,33 + 0,01
10 % 5,6167 875,3+0,8 1,1034 64,21 + 0,04 64,33 + 0,04 64,45 + 0,05

4.5 Ermittlung der
Relaxationszeiten

Da alle Chargen sehr dhnliche Relaxa-
tionszeiten und Relaxationsverhalten
aufweisen, werden im Folgenden ex-
emplarisch nur einige NMR-Messun-
gen dargestellt. In den Abb. 7 bis Abb. 9
werden die Relaxationsraten, also die
Kehrwerte der Relaxationszeiten, auf-
getragen. Durch diese Auftragung kann
zusitzlich getestet werden, ob die er-
wartete lineare Abhingigkeit zwischen
Konzentration und Relaxationsrate vor-
liegt. Grundsatzlich ist die Relaxations-
rate ein Maf} dafiir, wie schnell ein Ex-
periment wiederholt werden kann.

Die Tab. 5 bis 7 und die Abb. 7 bis 9 zei-
gen die Ergebnisse der NMR-Messun-
gen der Chargen A5, A0 und A02. Die

©

Konzentrationen der verwendeten Lo-
sungen sind bei den T -Messungen aus
messtechnischen Griinden um den Fak-
tor 5 hoher als bei den T,-Messungen. In
Abb. 7 und Abb. 8 gibt es jeweils Mes-
sungen, die nicht auf der Fitgerade lie-
gen. Eine Ursache hierfiir konnte eine
Verschmutzung  der
sein.

Proberohrchen

Fir alle gemessenen T - und T,-Zei-
ten gilt, dass diese mit steigender Kon-
zentration der SPIONs abnehmen. Ver-
gleicht man allerdings die T -Zeiten der
Chargen A0 und A02, so fillt auf, dass
die T,-Zeit bei A0 bei hohen Konzent-
rationen nicht so stark abnimmt wie bei
AO02 (siehe Tab. 8). Das konnte an der ge-
ringeren Eisenkonzentration in der A0-
Charge liegen.

doi: 10.7795/320.202307

Die Nanopartikel besitzen also sowohl
sehr starke T - als auch T,-Effekte. Da-
mit verhalten sich die hergestellten SPI-
ONs dhnlich wie Kontrastmittel mit
Gadolinium, die ebenfalls die Eigen-
schaft haben, die T -Zeit und die T ,-Zeit
zu verkiirzen. Dadurch erhélt man die
gewiinschte T -Wichtung. Somit kann
man die untersuchten Chargen als Kon-
trastmittel nutzen, da die T - bzw. T,-
Effekte von der Konzentration und der
verwendeten Sequenz abhingig sind.

4.6 Zytotoxizitatsbestimmung

Fir die Bestimmung der Zytotoxizitit
wurde die Aktivitit von mitochondri-
alen Dehydrogenasen mittels des MTT-
Assays gemessen. Dabei gilt: Je hoher
die Viabilitat ist, desto hoher ist der An-
teil an lebenden Zellen.
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Tab. 7: T,-Zeit der Charge A0 in Abhéangigkeit der Konzentration. Das Magnetfeld betrug 1,5 T.

@

Konzentration in mmol/l Messung 1 in ms Messung 2 in ms Messung 3 in ms
100 % 4,2516 14,344 + 0,006 14,354 + 0,006 14,356 + 0,005
80 % 3,4012 18,397 + 0,007 18,411 + 0,007 18,415 + 0,007
60 % 2,5509 25,184 + 0,009 25,20 + 0,01 25,208 + 0,01
30 % 1,2755 55,72 + 0,03 55,72 + 0,03 55,74 + 0,03
10 % 0,4252 200,4 +0,8 199,3+0,7 199,7 £ 0,7

In Abb. 10 sind die Ergebnisse des
MTT-Assays zu sehen. Die Proben wa-
ren konzentriert und wurden im Ver-
hiltnis zum Zellenvolumen in Losun-
gen von 1 %, 3 % und 10 % gegeben. Bei
der A01-Probe nimmt die Viabilitdt mit
zunehmender Konzentration stark ab.
Die Proben A5, Al, A02 und A0 wei-
sen eine hohe Viabilitdt auf und liegen
alle bei ca. 85 % bis 97 %. Die A3-Probe
zeigt im Vergleich eine geringere Viabi-
litait und bewegt sich bei ca. 80 %.

Zusammenfassend weisen alle Proben
bis auf Proben A3 und A0l eine hohe
Viabilitit auf. Zu beachten ist jedoch,
dass die Proben zuvor nicht geeignet
konzentriert wurden. Die Proben miis-
sen an die spatere Dosierung eines Pa-
tienten angepasst werden. Demzufolge
waren in diesem MTT-Assay alle Pro-
ben zu hoch konzentriert. Insgesamt

sind die Ergebnisse jedoch zufrieden-
stellend, da diese hohen Dosierungen
einen ersten Hinweis auf die hohe Via-
bilitit geben.

5. Zusammenfassung und
Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war es,
ein Gadolinium-freies Kontrastmittel
auf Basis von Nanopartikeln herzustel-
len. Die SPIONs wurden hergestellt und
mit einer Polymer-Matrix stabilisiert.
Zusitzlich wurden funktionelle Grup-
pen erganzt und ein Cross-Linking mit
dem UV-P-Verfahren (Charge A02) ge-
macht. Mittels F-AAS wurden die Kon-
zentrationen der Proben ermittelt. Im
TEM konnte die Topologie sichtbar ge-
macht werden.

Es konnte gezeigt werden, dass alle SPI-
ON-Chargen monodisperse Systeme
sind und die Durchmesser im gefor-
derten Intervall von 40 nm bis 120 nm
liegen. Es ist also nicht damit zu rech-
nen, dass sich die SPIONs als Sediment
in den Blutgefaflen ablagern oder vom
Eisen-Stoffwechsel unerkannt bleiben.
Die in dieser Arbeit hergestellten SPI-
ON-Chargen weisen alle einen besseren
PDI auf als das zum Vergleich herange-
zogene Kontrastmittel Resovist.

Mithilfe der Messungen des Zeta-Po-
tentials konnte die Auspridgung der
Sternschicht untersucht werden. Es
konnte gezeigt werden, dass alle Char-
gen stabil sind und nicht zur Koagula-
tion neigen. Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass die Cross-Linking-Metho-
de UV-P mehr Vorteile als Initiator hat
als urspriinglich angenommen.
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Abb. 10: Die Viabilitat der HEK-Zellen in
Abhéangigkeit von der Konzentration der Chargen.
Die Behandlungsdauer betrug eine Stunde.
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Tab. 8: Relaxationszeit bei einer Konzentration von 10 %

Seite 11

im Vergleich zur Konzentration bei 100 %

T ,-Zeit 15 %

T,Zeit 9,6 %

Die Relaxationsmessungen zeigen, dass
mit zunehmender SPION-Konzentrati-
on, sich die T,- und die T, -Zeit verkiir-
zen, genauso wie bei Gadolinium-hal-
tigen Kontrastmitteln. Bei 1,5 T wurde
bei der Charge A02 eine T -Zeit von
152,2 ms, bei dem Kontrastmittel Dota-
graf (Jenapharm, Deutschland) dagegen
ein deutlich grolerer Wert von 195 ms
gemessen. Das heift, die SPIONs weisen
einen stirkeren T -Effekt auf als Dota-
graf. Wird nun stattdessen die Inver-
sion-Recovery-Sequenz, eine FA-90°-
3D-MRA-FLASH-Sequenz verwendet,
konnten diese Effekte um ein Vielfaches
gesteigert werden.

Das Magnetfeld hat einen Einfluss auf
die Relaxationszeiten und fithrt dazu,
dass bei hohen Magnetfeldern die Rela-
xationszeit zusétzlich verkiirzt wird: Die
T,-Zeit der Charge A02 liegt in der Gro-
Benordnung, die mit dem Kontrastmit-
tel Dotagraf erst bei 9,7 T erreicht wird.

Bei den MTT-Assays zeigen die Char-
gen A5 und A02 eine hohe Viabilitit.

Alle erhaltenen Ergebnisse deuten auf
einen positiven Einfluss der UV-P-Me-
thode auf die Eigenschaften von SPI-
ONs hin.

Allgemein hat dieses Projekt neue Zu-
sammenhinge zwischen Synthese und
Toxizitdit von SPIONs gezeigt, zudem
wurden neue Erkenntnisse zur UV-P-
Methode gewonnen. Da die A02-Char-
ge in allen Bereichen durch ihre posi-
tiven Werten hervorstach, wird nun in
den weiteren Schritten dieses Projektes
mit der A02-Charge weitergearbeitet.

o

Nicht bestimmt 17.4 %

7.2% 12,4 %
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Studierende ohne Abschluss, die nicht
alter als 23 Jahre sind.

Was musst Du beim
Einreichen beachten?

Lies die Richtlinien fiir Beitrége. Sie ent-
halten Hinweise, wie Deine Arbeit auf-

gebaut sein soll, wie lang sie sein darf,
wie die Bilder einzureichen sind und
welche weiteren Informationen wir be-
notigen. Solltest Du Fragen haben, dann
wende Dich gern schon vor dem Ein-
reichen an die Chefredakteurin Sabine
Walter.

Lade die Erstveréffentlichungserklarung
herunter, drucke und fille sie aus und

unterschreibe sie.

Dann sende Deine Arbeit und die Erst-
veroffentlichungserklarung per Post an:

Chefredaktion Junge Wissenschaft
Dr.-Ing. Sabine Walter
Paul-Ducros-Strafle 7

30952 Ronnenberg

Tel: 05109/ 561508

Mail: sabine.walter@verlag-

jungewissenschaft.de

©

Wie geht es nach dem
Einreichen weiter?

Die Chefredakteurin sucht einen ge-
eigneten Fachgutachter, der die in-
haltliche Richtigkeit der eingereichten
Arbeit Gberpriift und eine Empfehlung
ausspricht, ob sie verdffentlicht wer-
den kann (Peer-Review-Verfahren). Das
Gutachten wird den Euch, den AutorIn-
nen zugeschickt und Du erhiltst gege-
benenfalls die Moglichkeit, Hinweise
des Fachgutachters einzuarbeiten.

Die Erfahrung zeigt, dass Arbeiten, die
z.B. im Rahmen eines Wettbewerbs wie
Jugend forscht die Endrunde erreicht
haben, die besten Chancen haben, die-
ses Peer-Review-Verfahren zu bestehen.

SchliefSlich kommt die Arbeit in die Re-
daktion, wird fiir das Layout vorberei-
tet und als Open-Access-Beitrag verof-
fentlicht.

Was ist Dein Benefit?

Deine Forschungsarbeit ist nun in ei-
ner Gutachterzeitschrift (Peer-Review-
Journal) veroffentlicht worden, d.h. Du
kannst die Verdffentlichung in Deine
wissenschaftliche Literaturliste auf-
nehmen. Deine Arbeit erhilt als Open-
Access-Veroftentlichung einen DOI
(Data Object Identifier) und kann von
entsprechenden Suchmaschinen (z.B.
BASE) gefunden werden.

doi: 10.7795/320.202307

Die Junge Wissenschaft wird zusatzlich
in wissenschaftlichen Datenbanken ge-
listet, d.h. Deine Arbeit kann von Ex-
perten gefunden und sogar zitiert wer-
den. Die Junge Wissenschaft wird Dich
durch den Gesamtprozess des Erstellens
einer wissenschaftlichen Arbeit beglei-
ten - als gute Vorbereitung auf das, was
Du im Studium benétigst.


https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fuer-autoren/richtlinien-fuer-beitraege/
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/autorenhinweise/Juwi_Erstveroeffentlichung.pdf
mailto:sabine.walter%40verlag-%0Ajungewissenschaft.de?subject=
mailto:sabine.walter%40verlag-%0Ajungewissenschaft.de?subject=
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Fur die meisten Autor/Inn/en ist dies die
erste wissenschaftliche Veroffentlichung.
Die Einhaltung der folgenden Richtlinien
hilft allen — den Autor/innen/en und dem
Redaktionsteam

Die Junge Wissenschaft veréffentlicht
Originalbeitrige junger AutorInnen bis
zum Alter von 23 Jahren.

Die Beitrdge konnen auf Deutsch
oder Englisch verfasst sein und
sollten nicht linger als 15 Seiten mit
je 35 Zeilen sein. Hierbei sind Bilder,
Grafiken und Tabellen mitgezéhlt.
Anhinge werden nicht veroffentlicht.
Deckblatt und Inhaltsverzeichnis
zéhlen nicht mit.

Formulieren Sie eine eingingige
Uberschrift, um bei der Leserschaft
Interesse fiir Ihre Arbeit zu wecken,
sowie eine wissenschaftliche

Uberschrift.

Formulieren Sie eine kurze, leicht
Zusammenfassung
(maximal 400 Zeichen).

verstandliche

Die Beitrdge sollen in der iiblichen
Form gegliedert sein, d. h. Einleitung,
Erlauterungen zur Durchfithrung
der Arbeit sowie evtl. Uberwindung
von Schwierigkeiten, Ergebnisse,
Schlussfolgerungen, Diskussion,
Liste der zitierten Literatur. In
der Einleitung sollte die Idee zu
der Arbeit beschrieben und die
Aufgabenstellung definiert werden.
Auflerdem sollte sie eine kurze
Darstellung ~ schon  bekannter,
ahnlicher Losungsversuche enthalten
(Stand der Literatur). Am Schluss
des Beitrages kann ein Dank an
Forderer der Arbeit, z.B. Lehrer und

q

Sponsoren, mit vollstindigem Namen
angefiigt werden. Fur die Leser kann
ein Glossar mit den wichtigsten
Fachausdriicken hilfreich sein.

Bitte reichen Sie alle Bilder,
Grafiken und Tabellen nummeriert
und  zusitzlich  als  eigene

Dateien ein. Bitte geben Sie bei
nicht selbst erstellten Bildern,
Tabellen, Zeichnungen, Grafiken
etc. die genauen und korrekten
Quellenangaben an (sieche auch
Erstveroffentlichungserkldrung).
Senden Sie Ihre Bilder als
Originaldateien oder mit einer
Auflsung von mindestens 300 dpi
bei einer Grofle von 10 - 15 cm!
Bei Grafiken, die mit Excel erstellt
wurden, reichen Sie bitte ebenfalls
die Originaldatei mit ein.

Vermeiden Sie aufwendige und lange
Zahlentabellen.

Formelzeichen nach DIN, ggf.
IUPAC oder IUPAP verwenden.
Gleichungen  sind  stets  als
Groflengleichungen zu schreiben.

Die Literaturliste steht am Ende der
Arbeit. Alle Stellen erhalten eine
Nummer und werden in eckigen
Klammern zitiert (Beispiel: Wie
in [12] dargestellt ...). Fuflnoten
sieht das Layout nicht vor.

Reichen Sie Thren Beitrag sowohl in
ausgedruckter Form als auch als PDF

doi: 10.7795/320.202307

ein. Fiir die weitere Bearbeitung und
die Umsetzung in das Layout der
Jungen Wissenschaft ist ein Word-
Dokument mit moglichst wenig
Formatierung erforderlich. (Sollte
dies Schwierigkeiten bereiten, setzen
Sie sich bitte mit uns in Verbindung,
damit wir gemeinsam eine Lésung
finden konnen.)

Senden Sie mit dem Beitrag die
Erstveroffentlichungserklirung ein.
Diese beinhaltet im Wesentlichen,
dass der Beitrag von dem/der
angegebenen  AutorIn
keine  Rechte  Dritter
werden und noch nicht an anderer
Stelle veroffentlicht wurde (aufler
im Zusammenhang mit Jugend
forscht oder einem vergleichbaren
Wettbewerb). Ebenfalls ist zu
versichern, dass alle von Ihnen
Bilder, Tabellen,
Zeichnungen, Grafiken etc. von
Thnen veroffentlicht werden diirfen,
also keine Rechte Dritter durch die
Verwendung und Verdffentlichung
Entsprechendes
Formular ist von der Homepage
www.junge-wissenschaft.ptb.de
herunterzuladen,
auszufiillen und dem gedruckten
Beitrag unterschrieben beizulegen.

stammt,
verletzt

verwendeten

verletzt werden.

auszudrucken,

Schliefllich sind die genauen
Anschriften der AutorIlnnen mit
Telefonnummer und E-Mail-
Adresse sowie Geburtsdaten und
Fotografien (Auflosung 300 dpi bei
einer Bildgréfle von mindestens

10 - 15 cm) erforderlich.

Neulingen im Publizieren werden
als Vorbilder andere Publikationen,
z.B. hier in der Jungen Wissenschatft,
empfohlen.


https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/autorenhinweise/Juwi_Erstveroeffentlichung.pdf
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/autorenhinweise/Juwi_Erstveroeffentlichung.pdf
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/home/
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/autorenhinweise/Juwi_Erstveroeffentlichung.pdf
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