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Die Nanobiotechnologie ist eines der spannendsten Gebiete
der Nanotechnologie."?! Vor einigen Jahren erwiesen sich
fluoreszierende Halbleiter-Nanokristalle als hervorragend
dafiir geeignet, die ansonsten zur Fluoreszenzmarkierung
verwendeten organischen Farbstoffe zu ersetzen. Nanoparti-
kel sind organischen Farbstoffen sowohl wegen ihrer besseren
Photostabilitédt als auch wegen ihrer breiteren Absorptions-
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banden und leicht einstellbaren, engeren Emissionsspektren
iiberlegen. Nanopartikel von hoher Monodispersitidt und im
GroBenbereich zu untersuchender biologischer Systeme
bieten zudem interessante Moglichkeiten als magnetische
Materialien fiir die Biomedizin.®¥! Auf Wasserbasis syntheti-
sierte magnetische Materialien, wie sie gegenwirtig in der
Magnetresonanztechnik eingesetzt werden, fithren allerdings
wegen ihrer schlechten GroBenverteilung nur zu einer ge-
ringen Verstirkung des Magnetresonanzsignals.

Der Nachteil von qualitativ hochwertigen Halbleiter-Na-
nokristallen ist, dass ihre typischen Herstellungsverfahren zu
wasserunloslichen Nanokristallen fithren. Fiir den Einsatz
von Nanopartikeln in Bioanwendungen ist aber ein effizienter
Phasentransfer in Wasser erforderlich. Alle dafiir entwickel-
ten Methoden basieren auf einer der beiden folgenden Stra-
tegien:™ Ligandenaustausch®™® oder Einschluss der ur-
spriinglichen Nanokristalle in eine dicke und vernetzte Po-
lymerschicht.”!

Hier wird eine Methode vorgestellt, nach der Nanoparti-
kel iiber einen Ligandenaustausch mithilfe aminomodifizier-
ter Polyethylenoxide (PEOs) in eine wissrige Losung iiber-
fithrt werden konnen. Polyethylenoxid ist ein wasserlosliches
Polymer, das sich fiir biologische Anwendungen eignet, da
PEO-beschichtete Oberflachen sich als nicht-immunogen,
nicht-antigen und proteinresistent erwiesen haben.'”! Wie
zudem Kkiirzlich berichtet wurde, reduziert der Gebrauch von
PEO in den bisher entwickelten Nanopartikel-Biokonjugaten
unspezifische Wechselwirkungen.""! Die Polyethylenoxide
wurden an einem Ende mit Aminogruppen modifiziert. Diese
funktionellen Gruppen koénnen an die Metallatome der Na-
nokristalle binden und konnten in einigen Féllen deren Lu-
mineszenzeigenschaften verbessern.!

Mithilfe einer Diisocyanat-Kupplung wurden amino-
funktionalisierte PEOs erhalten. Diese Reaktion hat sich
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Schema 1. Synthese von aminofunktionalisierten PEOs; n=45 bzw. 114, My =423 g mol™' (m=~4).
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schon als geeignet zur Kupplung von PEOs an Polyethylen-
imine (PEIs) von hohem Molekulargewicht erwiesen.™ Im
ersten Schritt wurde ein PEO mit endstédndiger OH-Gruppe
mit Hexamethyldiisocyanat umgesetzt, um ein PEO mit
NCO-Endgruppe zu erhalten. Im zweiten Schritt lieBen wir
die NCO-Endgruppe mit einem grofen Uberschuss von
Diethylentriamin (DETA) reagieren, wobei sich ein PEO mit
zwei Aminogruppen an einem Ende der Polymerkette bildete
(Schema 1). NCO-aktivierte PEOs wurden auch mit einem
verzweigten PEI von niedrigem Molekulargewicht umgesetzt
(Schema 1). Das Verhiltnis der Reaktionspartner wurde hier
so gewihlt, dass Molekiile mit zwei PEO-Ketten des ge-
wiinschten Molekulargewichts entstanden.

Direkte Extraktion, eine sehr geldufige Methode zum
Phasentransfer von Nanopartikeln, ergab keine wasserlosli-
chen Nanopartikel. Wir wihlten daher einen alternativen
Ansatz, bei dem die Nanopartikel unter Verwendung eines
Losungsmittels ausgefillt wurden, in dem die neuen Liganden
unloslich waren (Hexan oder Cyclohexan). Der erhaltene
Niederschlag war ohne weiteres in Wasser wie auch in ande-
ren protischen Losungsmitteln wie Methanol l6slich. Ein
Kontrollexperiment mit nicht modifizierten PEOs unter-
schiedlichen Molekulargewichts ergab lediglich Polymernie-
derschlag, wihrend die Nanopartikel gut dispergiert in der
Hexan/Chloroform-Mischung verblieben. Dies belegte ein
erfolgreiches Anbinden der Aminogruppen der modifizierten
PEO an die Metallatome der Nanopartikel und schloss jeg-
liche mogliche Agglomeration der Nanopartikel durch Po-
lyethylenoxid selbst aus.

Aminofunktionalisierte PEOs sind im Allgemeinen aus-
gezeichnete Liganden, da mit ihnen unterschiedliche Nano-
partikel leicht durch ein #hnliches, einfaches Verfahren in
Wasser tiiberfiihrt werden konnen (Abbildung 1). Nach dem
Transfer in ein protisches Losungsmittel behielten die lumi-
neszierenden  Nanopartikel
ihre urspriinglichen optischen
Eigenschaften bei, allerdings
bei schwicherer Fluoreszenz
(Quantenausbeute 20%), wie
bereits vorher an Nanoparti-
keln beobachtet worden war,
die in eine wissrige Umge-
112 HQN\/\EN /\/}ﬂNH2 bung . 4g?]nsferiert worden

waren.

PEI Die besten Quantenaus-
beuten bei CdSe/CdS-Nano-

ﬁ partikeln ergaben sich unter
Verwendung von PEO mit
M =2000 gmol !, das mit li-
nearem Diethylentriamin mo-
difiziert wurde (Abbildung 2).
Dies konnte — wie nach steri-
schen Uberlegungen zu er-
warten (Schema 2) — auf eine
hohere Belegung hindeuten
als bei Verwendung von PEQO,
I das mit verzweigtem PEI mo-
difiziert ist. Wegen der steri-
schen Nachteile ist eine nied-

NH,
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Abbildung 1. Verschiedene Nanopartikel, dispergiert in der wissrigen
Phase unter einer Hexanphase. Die hohe Fluoreszenzausbeute von
Quantenpunkten bleibt in Wasser erhalten (rechter Teil des Bildes).
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Abbildung 2. Absorptions- und Lumineszenzspektren von CdSe/CdS-
Nanopartikeln in Chloroform (—) und in Wasser mit PEO2000-PEI-
verzweigt (-----), PEO2000-DETA (++--+), PEO5000-PEl-verzweigt (-+-*)
und PEO5000-DETA (——).

rigere Belegung auch bei PEOs mit hoherem Molekularge-
wicht zu erwarten. Die niedrigeren Belegungen in all diesen
Fillen konnten eine unvollstdndige Oberfldchenneutralisie-
rung und eine leichtere Wasserdurchdringung zur Folge
haben, was letztlich zu den niedrigeren Quantenausbeuten
fiihrt (Abbildung 2).

Der Vorteil der PEO-PEI-verzweigten Polymere besteht
darin, dass deren Struktur die innere Bindung der NH,-rei-
chen Schale an jedes infrage kommende Molekiil erleichtert.
Gegenwirtig wird gepriift, ob diese innere Schale fiir eine
Vernetzungsreaktion geeignet ist, wodurch die organische
Beschichtung von Nanopartikeln weiter stabilisiert werden
konnte.

Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung (DLS;
Abbildung 3) entsprechen dem erwarteten Verlauf fiir die
beiden auf PEO-PEI und PEO-DETA basierenden Reihen:
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Schema 2. Ligandenaustausch mit zwei verschiedenen Arten von ami-
nofunktionalisierten PEOs.
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Abbildung 3. Durchmesser der CdSe/CdS-Nanopartikel in Chloroform
(—) und in Wasser mit unterschiedlichen Polymerschalen: a) PEO-
PEI-Serie, b) PEO-DETA-Serie (----- PEO2000, +++++ PEO5000).

Mit zunehmender Polymerkettenldnge vergroBern sich die
hydrodynamischen Radien. Die bei DLS-Messungen der
PEO-DETA-Reihe erzielten Werte sind allerdings betricht-
lich hoher als diejenigen der PEO-PEI-Reihe.
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Dieses unerwartete Verhalten konnte durch eine Trans-
missionselektronenmikroskopie(TEM)-Untersuchung  der
wasserloslichen  Nanopartikel/Polymer-Paare  aufgeklért
werden. Abbildung 4 zeigt das Auftreten von einzelnen, ge-

40 nm

4 nm

Abbildung 4. TEM-Aufnahme von wasserldslichen CdSe/CdS-Nanopar-
tikeln, modifiziert mit a) PEO2000-PEl-verzweigt, b) PEO5000-PE|-ver-
zweigt, ¢) PEO2000-DETA und d) PEO5000-DETA.

trennten Partikeln in der PEO-PEI-Reihe, wihrend in der
PEO-DETA-Reihe wurméhnliche Agglomerate beobachtet
werden (Abbildung 4c,d), die groBere hydrodynamische
Radien in den DLS-Messungen erkennen lassen. Diese Art
von Organisation zeigt sich nur in Wasser, denn in den TEM-
Aufnahmen von Chloroform-Lésungen wurden nach dem
Ligandenaustausch nur einzelne Partikel ohne jegliche
wurmartigen Agglomerate beobachtet.

Die Packdichte und der Abstand zwischen den einzelnen
Nanopartikeln werden ebenfalls durch die Groe der Nano-
partikel/Polymer-Paare beeinflusst. Abbildung 5 zeigt TEM-
Aufnahmen von CoPt;-Nanopartikeln nach dem Verdunsten
des Losungsmittels Chloroform vor und nach dem Ligan-
denaustausch mit zwei Polymeren von unterschiedlichem
Molekulargewicht. In einem Kontrollexperiment (Abbil-
dung 5b) wurden TEM-Aufnahmen nach dem Verdunsten
des Chloroforms aus der Losung von Nanopartikeln und
nicht-modifiziertem Polyethylenoxid gemacht. Die Anord-
nung der Nanopartikel war identisch mit derjenigen von
Nanopartikeln ohne Polymerzusatz (Abbildung 5a). Nach
dem Ligandenaustausch hatte sich dagegen nicht nur die
Anordnung, sondern auch der Abstand zwischen den Nano-
partikeln geédndert: Dieser wuchs mit zunehmender GroBe
der Polymerkette (d.h. des hydrodynamischen Radius). Das
zeigt sich auch in den TEM-Aufnahmen von CdSe/CdS-Na-
nopartikeln aus wissriger Losung (Abbildung 4a und b).
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Abbildung 5. TEM-Aufnahmen von a) CoPt;-Nanopartikeln mit Ligan-
denschale von der Synthese, b) nach dem Mischen mit nicht modifi-
ziertem PEO5000 sowie nach Ligandenaustausch mit ¢) PEO2000-PEI-
verzweigt und d) PEO5000-PE|-verzweigt.

Es wurde eine Reihe von Polymerliganden entwickelt, die
einen Phasentransfer von Nanopartikeln ermoglichen.
Unsere Methode erlaubt eine einfache Verdnderung der
Loslichkeitseigenschaften und kann bei vielfdltigen Nano-
partikeln eingesetzt werden, die urspriinglich nur in organi-
schen Solventien loslich waren. Es gelang so, modifizierte,
PEO-beschichtete Nanopartikel fiir biologische Anwendun-
gen zu erhalten. Die Zahl funktioneller Ankergruppen in den
Liganden kann maBgeschneidert werden, was noch viele
Moglichkeiten fiir die weitere Funktionalisierung von Nano-
partikel/Polymer-Paaren offen lésst.
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